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1 Einleitung

Die entscheidende Rolle von Kunststoffen in modernen Gesellschaften ist unumstrit-
ten und er6ffnete grofRen Teilen der Weltbevolkerung den Zugang zu einem hdheren
Lebensstandard, verbesserter Gesundheitsversorgung und Informationsquellen. Si-
multan dazu gewinnt in neuerer Zeit der Umwelt- und Ressourcenschutz auf nationa-
ler und internationaler Ebene zunehmend an Bedeutung und I6ste eine dynamische
Nachfrageentwicklung nach umweltfreundlichen Technologien und Produkten aus.
Viele Unternehmen streben den Ubergang zur Nachhaltigkeit an und erkennen, dass
vor allem umwelttechnologische Innovationen maf3geblich zur Lésung des Konfliktes
zwischen wirtschaftlicher Entwicklung, Umweltschutz und sozialem Fortschritt beitra-
gen konnen. Diese Innovationsdynamik spiegelt sich deutlich in der Kunststoffindust-
rie wider, die sich umweltpolitischen Entwicklungen, einem verstarkten Umweltbe-
wusstsein der Bevolkerung und der Verknappung fossiler Rohstoffe und deren hohen
preislichen Volatilitdten nicht entziehen kann. Die Bemihungen mindeten in der
Entwicklung einer neuen Produktlinie, den Biopolymeren, deren Marktentwicklung
sich inzwischen durch auf3erst dynamische Tendenzen mit einem standig wechseln-
den Angebot an vielfaltigsten Produkten auf der Basis von nachwachsenden und
fossilen Rohstoffen auszeichnet. Ein aktuelles Weltmarktvolumen von ca. 30 Mrd. €
bei einem Wachstum von mehr als 14 % p. a. verdeutlichen das enorme Potenzial in
Form stark expandierender Kapazitaten, die zurzeit etwa 8 % des heutigen Kunst-
stoffmarktes abdecken [Eur08, Fre09, She09].

Besonders Proteine gelten durch ihre vollstdndig biologisch abbaubare, nicht-giftige,
essbare und kompostierbare Natur sowie ihre Funktionsvielfalt als aussichtsreiche
Rohstoffe fur zukunftsfahige Biopolymere. Durch ihre Fahigkeit, alleinstehende Mate-
rialien durch Ausbildung und Stabilisierung eines dreidimensionalen Proteinnetzwer-
kes hervorzubringen, riickte diese Werkstoffklasse in neuester Zeit in das Interes-
senzentrum von Forschung und Industrie. Um die Marktpotenziale ausschopfen zu
kénnen, mussen bestehende Barrieren abgebaut werden, die derzeit neben hohen
Entwicklungskosten und den unzureichenden physikalischen Produkteigenschaften
vor allem in Form von fehlenden Kostenvorteilen der Massenproduktion sichtbar
werden. Jedoch bieten bisherige Technologien keine zufriedenstellende Lésung der
geschilderten Problemstellungen und hemmen damit die technologische und 6kono-
mische Entwicklungsdynamik proteinogener Produkte.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist daher die Entwicklung eines kontinuierlichen
Herstellungsverfahrens fur proteinbasierte Biopolymere, insbesondere Proteinfolien,
das Synergien aus 6konomischer Effizienz und 6kologischer Nachhaltigkeit hervor-
zubringen vermag. Dartber hinaus sollen durch gezielte Optimierung und Modifikati-
on der funktionalen Produkteigenschaften in Kombination mit einer stofflichen Ver-
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edelung und Mehrwertschaffung Skaleneffekte erzeugt werden, die das bisherige
Einsatzspektrum durch die ErschlieBung neuer Markte deutlich erweitern kénnen.

Fur die Losung der Problemstellung wurden drei Proteinsysteme pflanzlichen und
tierischen Ursprungs ausgewahlt und umfangreichen material- und prozesstechni-
schen Voruntersuchungen unterzogen, um deren prinzipielle Eignung fur die Verfah-
rensschritte einer thermoplastischen Verarbeitung zu Uberprifen.

Es hat sich gezeigt, dass basierend auf der Glasiibergangstheorie von Proteinen die
Befahigung zum Einsatz eines thermomechanischen Formgebungsverfahren durch
den Zusatz von Verarbeitungshilfsstoffen besteht. Mit Orientierung an die bestehen-
de Anlagen- und Verfahrenstechnik der kunststoffverarbeitenden Industrie wurde die
Extrusion zur Herstellung von Proteinfolien auserkoren und eine Machbarkeitsstudie
positiven Ausgangs durchgefuhrt. Die Entwicklung und Evaluierung von Strategien
zur anwendungsspezifischen Optimierung der mechanischen und sensorischen Pro-
dukteigenschaften sollen abschlieRend einen mafRgeblichen Beitrag zur Verbesse-
rung der Wettbewerbsfahigkeit und der gesellschaftlichen Akzeptanz leisten.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Biopolymere

2.1.1 Einfuhrung und Definitionen

Als Biopolymere bezeichnete Kunststoffe riickten erstmals in den frihen 1970er Jah-
ren durch die starke Zunahme an Plastikabfallen in das wissenschaftliche Interesse
und wurden erstmals in den 1980er Jahren kommerzialisiert. Zu dieser Zeit bestan-
den die sog. Biopolymere der ersten Generation aus einer Mischung konventioneller
Polymere, gewdhnlich Polyolefine (z. B. Polyethylene) mit Starke oder anderen orga-
nischen Substanzen. Der mikrobiell bedingte Starkeabbau fiihrte lediglich zu einem
Zerfall der Produkte in kleine Fragmente an Polyolefinen [Rud08, Gon94, Kol03,
Bre09, Sco05].

Wissenschaft und Industrie deklarierte zu damaliger Zeit bereits einen geringen An-
teil von Starke (6 - 15 Gew.%) am Gesamtprodukt als Biopolymer. Dieser Umstand
fuhrte zu einer starken Verunsicherung und Missverstandnissen, da zu dieser Zeit
weder wissenschaftlich basierte Testmethoden noch Standards fur die Bezeichnun-
gen ,abbaubar® und ,kompostierbar* existierten. In der Folgezeit entwickelten inter-
nationale und nationale Organisationen entsprechende Standards, die die Begriffe
.-abbaubar®, ,biologisch abbaubar® und ,kompostierbar” fir Polymere detailliert be-
schreiben und definieren. Aus diesem Grunde konnen entsprechende Definitionen
und Detailbeschreibungen aus den Normen der International Organization for
Standardization (ISO), der American Society for Testing and Materials (ASTM), der
European Organization for Standardization (EN) und der Japanese Standards
Association (JIS) entnommen werden [Rud08, Sco05, Bre09, Kal07, Sea94]. Basie-
rend auf den Normen ISO 17088, EN 13432 und ASTM D 6400 kdnnen die folgen-
den Definitionen abgeleitet werden:

Abbaubare Kunststoffe

Kunststoffe, die eine signifikante Verdnderung in ihrer chemischen Struktur unter
spezifischen Umweltbedingungen erfahren, die in einem Verlust von Eigenschaften,
nachgewiesen durch standardisierte Testmethoden, resultieren (mechanische Desin-
tegration, z. B. Fotodegradation, Oxidation und Hydrolyse) [Sea94, Rud08, KumO03,
Kal07].

Biologisch abbaubare Kunststoffe

Abbaubare Kunststoffe, bei denen der Abbau durch natirlich vorkommende Mikroor-
ganismen wie Bakterien, Pilzen, Algen erfolgt und in Fragmenten mit geringeren Mo-
lekulargewichten resultiert und in einer Uberfiihrung in Kohlenstoffdioxid oder Methan
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und Wasser endet (metabolische Desintegration) [Rud08, Bre09, Gon94, Van05,
Sea9%4].

Kompostierbare Kunststoffe

Biologisch abbaubare Kunststoffe, die einem Abbau durch biologische Prozesse
wahrend einer Kompostierung in CO,, Wasser, anorganische Bestandteile und Bio-
masse unterliegen. Der Abbau erfolgt in einer, mit bekannten kompostierbaren Mate-
rialien vergleichbaren Rate (Abbaugeschwindigkeit) und hinterlasst keine sichtbaren,
wahrnehmbaren oder toxischen Ruckstande [Bre09, Rud08, Kol03, Van05, Kal07].

Ein Kunststoff kann per Definition abbaubar aber nicht biologisch abbaubar sein,
wenn dieser beispielsweise in Stlicke zerfallt oder in Bestandteile, die nicht mit blo-
Rem Auge wahrgenommen werden kénnen, aber nicht mikrobiologisch assimiliert
werden. Dariiber hinaus kann ein als abbaubar oder sogar biologisch abbaubar be-
zeichneter Kunststoff nicht kompostierbar sein, wenn dies mit einer zu geringen Rate
von statten geht [Rud08, Sea94].

Biopolymere per Begriffsdefinition sind damit unabhéangig von dessen Rohmaterialien
sondern hadngen nur von der chemischen Komposition ab und sind daher in erster
Linie als spezifische Funktionsbeschreibung eines Kunststoffes zu betrachten. Eine
Unterteilung in Arten ist wiederum nach der chemischen Zusammensetzung, der
Herstellungsmethode, der 6konomischen Bedeutung oder dem Verwendungszweck
maoglich [Bre09, Van05, Kol03].

Eine Klassifizierung bezugnehmend auf die verwendeten Rohstoffe erméglicht eine
einfache und effektive Abgrenzung und erweist sich als zielkonform mit Aussagen in
der vorliegenden Arbeit.

2.1.2 Natur oder Petrochemie?

Hinsichtlich der Rohstoffquelle konnen Biopolymere in zwei Gruppen klassifiziert
werden, synthetische Biopolymere auf petrochemischer Basis und nattrliche Bio-
polymere auf Basis nachwachsender Rohstoffe. Petrochemische Biopolymere wer-
den unter Verwendung fossiler Rohstoffe organischen Ursprungs, wie z. B. Rohdl
und Kohle produziert wahrend natirliche Biopolymere auf pflanzliche, tierische und
mikrobielle Rohstoffe aufbauen [Kum03, Mec04]. Im Folgenden soll sich auf die
Klasse der biologisch abbaubaren Biopolymere beschrankt werden, um den Fokus
auf die technologische und wirtschaftliche Problemstellung dieser Gruppierung zu
lenken. Alle zukiinftigen Nennungen des Begriffes ,Biopolymer*, ,Biokunststoff* oder
.Bioplastik” in der vorliegenden Arbeit beziehen sich per Definition ausschlie3lich auf
biologisch abbaubare Kunststoffe.

Nach dem genannten Kriterium ergibt sich die in Abb. 2.1 dargestellte Klassifizie-
rungsmaoglichkeit fir biologisch abbaubare Polymere.



Theoretische Grundlagen 5

Natirliche Biopolymere Synthetische Biopolymere

Polysaccharide Proteine Polyester Polylactide Polycaprolactone

- Starke - Caseine - Polyhydroxy-
- Cellulose - Erbse alkanoate

- Chitin/Chitosan - Gelatine
- Soja

- Kollagen
- Gluten

- Zein

Abb. 2.1: Klassifizierung von biologisch abbaubaren Biopolymeren nach der Rohstoffquelle [KumO03,
Rud08]

Die naturlichen Biopolymere werden vorwiegend aus landwirtschaftlichen Nutzpflan-
zen sowie Meeres- und Nutztieren extrahiert. Diese lassen sich in drei weitere Grup-
pen, die Polysaccharide, Proteine und Polyester, unterteilen.

Synthetische Biopolymere werden dagegen aus petrochemischen oder biologischen
Quellen hergestellt. Es gibt eine Vielzahl an bioabbaubarem Granulat, einschlief3lich
Polymilchsauren, Polyamidestern, Polyvinylestern und Polyvinylalkohol. In der Praxis
existieren zudem Mischungen aus natirlichen und synthetischen Biopolymeren, die
durchaus interessante Eigenschaften aufweisen kénnen, aber an dieser Stelle keine
nahere Erlauterung finden.

In der durchgefiihrten Klassifizierung der Biopolymere hebt sich insbesondere eine
Werkstoffgruppe durch ihre einmalige funktionale Vielfalt hervor, die Proteine. Stark
wachsendes wissenschaftliches und wirtschaftliches Interesse an proteinogenen
Biopolymeren zeugen nicht nur von einem aktuellen Trend, sondern von fundierten
Potenzialanalysen, die durch eine grofRe Vielfalt an verfligbaren Rohstoffquellen,
mannigfaltigen chemischen, physikalischen und enzymatischen Modifikationsmog-
lichkeiten und damit verbundene gezielte funktionale Eigenschaftsbeeinflussung bei
der Verarbeitung und als Endprodukt herriihren.

2.1.3 Proteine — Biopolymere der Zukunft?

2.1.3.1 Einfuhrung und Klassifizierung

Proteine sind Makromolekile, die durch die Aneinanderreihung der 20 nattrlich vor-
kommenden Aminosauren entstehen. Hierbei erfolgt die Verknipfung der Aminosau-
ren hin zu einer polymeren Struktur auf Grund der Ausbildung von Peptidbindungen
in Folge der Kondensation von Carboxyl- und Aminogruppen benachbarter Amino-
sauren. Die dabei entstehende Sequenz aus ca. 100 bis 500 Aminosauren einer
Polypeptidkette bildet die Priméarstruktur auf Grundlage derer eine Strukturbildung
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durch Wasserstoffbriickenbindungen stattfindet, die als Sekundarstruktur bezeichnet
wird und die Strukturtypen a-Helix, B-Faltblatt und B-Schleifen beinhaltet. Die Struk-
turbildung von Proteinen sowie die Ausbildung entsprechender Bindungen und Inter-
aktionen in schematischer Form konnen der Abb. 2.2 entnommen werden.

Primary Secondary Tertiary Quaternary
structure structure structure structure
Hydrogen CH ﬁ Hydrophobic
';' mteractlon
© bond o |
. \ 1 f
1 ~ H
& ;
A 0
o (lzl
¢ ¢’ Disulphide
4 linkage
A
Amino acid ~ @~helix  p-sheets Polypeptide Assembled
residues chain subunits

Abb. 2.2: Proteinstrukturen und die Ausbildung von Bindungen und Interaktionen (in Anlehnung an
Zhang und Zeng, 2008 [Zha08])

Durch die Ausbildung von kovalenten und non-kovalenten Bindungen sowie Kréften
zwischen den Seitenketten der Aminosauren stabilisiert sich eine Ubergeordnete
raumliche Anordnung der Polypeptidkette, die als Tertiarstruktur zu einer Faltung des
Proteins fuhren kann. Wechselwirkungen zwischen Proteinmolektlen fihren zu Pro-
teinkomplexen, der sog. Quartarstruktur, die in vielen Fallen zur Funktionsfahigkeit
von Proteinen notwendig ist. Durch Einflisse chemischer und/oder physikalischer Art
in Form von S&auren, Salzen, organischen Lésungsmitteln sowie Temperatur, Druck,
Bestrahlung und mechanischer Einwirkungen kdnnen Strukturanderungen auftreten,
ohne die Reihenfolge der Aminosauren (Priméarstruktur) zu verdndern. Dieser Vor-
gang wird als Denaturierung bezeichnet und ist in der Regel irreversibel. [Dam96,
Bra99, Klo00].

Neben der Moglichkeit einer strukturellen Gruppierung von Proteinen in globulére
(kugel- oder birnenférmige Tertidr- oder Quartarstrukturen) und fibrilliare Proteine
(fadenférmige oder faserige Strukturen) soll im Folgenden eine Klassifizierung nach
Vorkommen bzw. Ursprung zweckdienlich sein. Eine Einteilung technisch relevanter
Proteine pflanzlichen und tierischen Ursprungs ist in Tab. 2.1 zu finden [Klo0O,
Bra99].
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Tab. 2.1: Einteilung ausgewabhlter Proteine nach Ursprung [Pom03, Klo00, Cuq98, Shi98, Van07]

Pflanzliche Proteine |Tierische Proteine
Erbse Caseine
Erdnuss Molke
Weizengluten Kollagen
Soja-Protein Gelatine
Maiszein Keratin

myofibrillare Proteine

In neuester Zeit ist ein stark wissenschaftliches und industrielles Interesse an Protei-
nen zu verzeichnen, die sich als Rohmaterialien fur polymere Werkstoffe im hohen
Malie eignen.

2.1.3.2 Proteine als einzigartige Polymerwerkstoffe

Proteine sind Heteropolymere, die eine enorme Anzahl an sequentiellen Anordnun-
gen mit einer breiten Spanne an Interaktionen und chemischen Reaktionen erlauben.
Dazu gehoéren chemische Reaktionen durch kovalente Bindungen (Peptid und
Disulfid) und non-kovalente Bindungen (lonen-, Wasserstoffbriicken- und van der
Waals-Bindungen). Zuséatzlich treten hydrophobe Interaktionen zwischen non-polaren
Gruppen der Aminosaureketten auf [Nus09, Her08, Pom03, Kok94].

Basierend auf den intensiven Interaktionen und chemischen Reaktionen entstehen
proteinbasierte Materialien durch die Ausbildung eines relativ geordneten, gering
hydratisierten und kontinuierlichen makromolekularen Netzwerkes einer grol3en An-
zahl gleichmaliig verteilter Proteine. Die Wahrscheinlichkeit der Ausbildung intermo-
lekularer Verbindungen héngt dabei von der Proteinstruktur und den Denaturie-
rungsbedingungen ab (z. B. Lésungsmittel, pH-Wert und lonenkonzentration sowie
Warmebehandlung) [Gui05, Her08, PomO03].

Verschiedene Typen von Interaktionen sind an der Stabilisierung der Sekundar-, Ter-
tiar- und Quartarstruktur von Proteinsystemen beteiligt. Im Gegensatz zu syntheti-
schen organischen Polymeren haben Niedrigenergieinteraktionen, wie van-der-
Waals-Kréfte nur eine sehr geringe Wirkung auf die strukturelle Ausrichtung von Pro-
teinmaterialien. Eine Stabilisierung findet daher hauptsachlich durch ionische und
Wasserstoffbriicken-Interaktionen statt. Zum direkten Vergleich zeigt Tab. 2.2 die
Energien der molaren Interaktionen von Proteinen und synthetischen Polymeren.
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Tab. 2.2: Vergleich von ausgewdhlten Interaktionsenergien von Proteinen und synthetischen Polyme-
ren (in Anlehnung an Guilbert und Cuq, 2005) [Gui05]

Interaktion Energie der Interaktion

Proteine Synthetische Polymere
[] [kJ/mol] [kJ/mol]
van-der-Waals 0,1-0,3 2-17
Wasserstoffbriicken 8,4 - 42 ~40
lonenbindungen 21-84 160 - 560

Die geringeren Gesamtwerte der Proteine im Vergleich zu den synthetischen Poly-
meren kdnnen durch die stark heterogene Struktur der Proteine erklart werden, wel-
che die Frequenz von geordneten Zonen reduziert, die derartige Interaktionen be-
gunstigen [Gui05, Han05, Cuq97].

Zusammenfassend sind fir die Ausbildung eines Proteinnetzwerkes als Grundlage
proteinogener Materialien folgende Schritte erforderlich:

1. Trennen der niedrigenergetischen intermolekularen Interaktionen, welche das Pro-
teinsystem im nativem Stadium stabilisieren,

2. Proteinreorganisation durch Verarbeitung und Formgebung sowie

3. Formierung eines dreidimensionalen Netzwerkes, stabilisiert durch neue Interakti-
onen und Verbindungen nach Entfernung des intermolekularen Spaltmittels (z. B.
Ldosungsmittelentzug) [Gui05, Pom03, Nus09, Cha09, Cuq98].

Erste industrielle Anwendungen von Proteinen als polymere Werkstoffe stammen
aus den frihen 1930er und 1940er Jahren durch die Verarbeitung von Caseinen und
Soja-Proteinen zu Filmen und Beschichtungen. Proteinogene Biopolymere konnten
sich aber bisher nicht mit der gleichen Dynamik wie beispielsweise Starkederivate
entwickeln und sind lediglich in Marktnischen in Form von pharmazeutischen Ver-
kapselungen, Lebensmittelbeschichtungen, Bindemittel und grenzflachenaktive Sub-
stanzen prasent [Cla05, Gui05].

Bis vor kurzem war die industrielle Nutzung von Proteinen in der Lebensmittelindust-
rie konzentriert. FUr eine Ausdehnung auf non-food Bereiche sind in neuester Zeit
vermehrt Konzepte und Verfahrensweisen der traditionellen Kunststoffwissenschaf-
ten eingeflossen, die das Verhaltnis zwischen makromolekularer Struktur und Funkti-
on berilcksichtigen und folgende Schritte einschliel3en:

= Studium der dreidimensionalen Organisationsstruktur bei unterschiedlichen Malf3-
staben (atomare, molekulare und supramolekulare Organisation),
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= Verstandnis der Zusammenhange und funktionalen Abhangigkeiten von Prozess-
parametern (Temperatur, Druck, Losungsmittel und Additive) und

= Vorhersage bzw. Berechnung der makroskopischen Produkteigenschaften (me-
chanisch, optisch, thermisch und elektrisch) [Cug98, Han05, Gui05].

Aus dem wachsenden wissenschaftlichen Fortschritt auf dem Gebiet der proteinba-
sierten Werkstoffe hat sich eine breite Produktpalette entwickelt, die fur viele Indust-
riebereiche wirtschaftliche Relevanz aufweisen.

2.1.4 Produkte

2.1.4.1 Marktuberblick

Proteine kénnen zur Herstellung vielfaltiger Produkte eingesetzt werden, die im We-
sentlichen die Produktpalette der konventionellen Polymere abdecken. Dartber hin-
aus besitzen Proteinmaterialien wesentliche Alleinstellungsmerkmale und Kunden-
nutzen, die sich zum einen aus der Verwendung nachwachsender Rohstoffe als
Rohstoffquelle und zum anderen aus der enormen und variablen Funktionsvielfalt der
Proteine selbst ergeben. Letztere offeriert nicht nur ein 6kologisches Alternativpro-
dukt sondern bereichert viele klassische Anwendungsbereiche um deutliche Mehr-
werte [Cha04, Kol03, Bou08, Kro02].

Die grofR3e Breite an marktfahigen Produkten erfordert eine Untergliederung in ent-
sprechende Industriesektoren mit Produktbeispielen:

= Agrarwirtschaft und Gartenbau,
z. B. Mulch- (Abdeck-), Ernteverfrihungs- und Gewdachshausfolien, Pflanztdpfe-
und Schalen und Saatbander,
» Lebensmittelindustrie,
z. B. Verpackungs- und Trennfolien, Beschichtungen von Obst und Gemduse,
= Medizin und Pharmazie
z. B. Verkapselungen, Wirkstoffdepots und resorbierbare Implantate
» Verbundwerkstoffe,
z. B. Matrixmaterialien durch Naturfaserverstarkung,
= Catering,
z. B. Teller, Tassen und Besteck und
» Hygieneartikel,
z. B. Windeln und Ohrstabchen
[Che95, Khw04, Aud03, Koe94, Gui05, Han05, Sch05a].

Die Schwerpunktanwendungen und damit die Produktgruppierung, in der die Starken
und einmaligen funktionalen Eigenschaften von Proteinen am besten zum Tragen
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kommen sind Filme, Folien und Beschichtungen, auf deren Fokus die nachfolgenden
theoretischen und praktischen Ausfiihrungen beruhen.

2.1.4.2 Filme, Folien und Beschichtungen

Eine Folie bzw. ein Film bezeichnet ein dinnes, flachiges und freistehendes Material
mit gewohnlichen Dicken zwischen 2 und 500 pm. Beschichtungen sind Materialien,
die direkt auf Oberflachen von zu schitzenden oder von zu beeinflussenden Objek-
ten einen Film ausbilden und damit Gber den gesamten Produktlebenszyklus hinweg
zum Bestandteil dieses Objektes werden [Kro02, Cha04, Nen06, Bou08, Sch05b].
Die Bezeichnungen ,Film* und ,Folie* finden in fachbezogenen Veroffentlichungen
haufig eine gleichbedeutende Assoziation bzw. Definition und sollen deshalb in der
vorliegenden Arbeit synonym verwendet werden.

Ein proteinogener Film oder eine Beschichtung besteht im Wesentlichen aus drei
Komponenten, die sich folgendermal3en benennen lassen:

1. Filmbildungsmaterial: Proteine oder Proteinmischungen,

2. Additive: Weichmacher, Verarbeitungshilfsstoffe (Losungsmittel, Gleitmittel, etc.),

3. Funktionale Zuséatze: Antioxidantien, Antimikrobiotika, Farb- und Geruchsstoffe,
Vitamine sowie Trager- und Freisetzungskomponenten [Rhi07, Bou08, Cha04].

Aus wirtschatftlicher Sicht haben besonders Filme bzw. Folien seit den 1950er Jahren
an Bedeutung gewonnen. Sie bieten eine rationelle und 6kologisch vorteilhafte Prob-
lemlésung fur Verpackungsfragen und technische Probleme [Nen06, Gon94]. Die
Kombination dieser in Wirtschaft und Gesellschaft héchst etablierten Produktgattung
mit der Bestrebung nach Alternativen mit 0kologischer Nachhaltigkeit und grof3er
Funktionsvielfalt setzt grof3e Potenziale fir proteinbasierte Filme und Folien frei. Die-
se kénnen nur durch intensive Forschungsbestrebungen mit anschlieRender prakti-
scher Umsetzung genutzt und dem Bedarf zuganglich gemacht werden.

2.1.5 Funktionale Eigenschaften von Proteinfolien

2.1.5.1 Uberblick

Das enorme Potenzial proteinbasierter Produkte spiegelt sich besonders in der gro-
Ren Funktionsvielfalt wieder, die Proteine fur verschiedenste Produkte und Anwen-
dungsbereiche als attraktive Rohmaterialien pradestinieren.

Die funktionalen Charakteristiken basieren einerseits auf den spezifischen Eigen-
schaften des Proteinsystems selbst und andererseits erlangen proteinogene Produk-
te durch gezielte physikalische, chemische und enzymatische Modifikationen ein an-
wendungsorientiertes Eigenschaftsprofil. Entsprechende Ausfiihrungen dazu kénnen
dem Kapitel 2.3 entnommen werden.
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Die funktionalen Eigenschaften von proteinogenen Produkten in Form von Filmen,
Folien und Beschichtungen wurden intensiv durch zahlreiche Reviews und Veroffent-
lichungen beschrieben und ermdglichen die folgende kurze Zusammenfassung und
Relevanzfokussierung [Khw04, Bou08, Deb98, Kes86, Kro02, Cha04, Gui95, Koe94].

Ubereinstimmend sind fur Proteinfolien und Beschichtungen die folgenden Punkte
als Endprodukteigenschaft von Relevanz:

» Mechanische Eigenschaften, z. B. Zugfestigkeit, Dehnung, Flexibilitat,

= Barriereeigenschaften, z. B. gegentber Wasser, Gasen und Aromen und

= Sensorische Eigenschaften, z. B. Organoleptik (Geruch, Geschmack, Aussehen
und Farbgebung) [Han05, Par08, Rhi07, Bou08].

Generell gelten Proteine und darauf basierende Produkte durch ihre Herkunft als
nicht-giftige, essbare, biologisch abbaubare und kompostierbare Biopolymere. Neben
umwelttechnischen Gesichtspunkten sind selektive Permeabilitaten, die von der Na-
tur und der Dichte des makromolekularen Netzwerkes, genauer vom Verteilungsver-
haltnis non-polarer zu polarer Aminosauren abhéngen, ein entscheidender Faktor fur
die Anwendung von Proteinmaterialien. Generell zeichnen sich Proteinfilme und Be-
schichtungen durch hohe Wasserdampfpermeabilitdten und sehr geringe Gasper-
meabilitaten (O,, CO,) und niedrige Aromapermeabilititen aus, die wiederum eine
deutliche Abhangigkeit von der Temperatur und der relativen Luftfeuchte aufweisen.
Ein wichtiges Kriterium der Endverbraucher stellen die optischen Eigenschaften dar,
deren Anspriche und Vorstellungen durch die Gewbhnung an synthetische Kunst-
stoffe seit vielen Jahrzehnten gepréagt wurden. Proteinogene Filme und Beschichtun-
gen koénnen diesem Anforderungsprofil durch Homogenitéat, Transparenz, anspre-
chende Optik und weitgehender Geruchs- und Geschmacksneutralitdt in der Regel
gentgen [Deb98, Rhi07, Mil97, Han05, Cha04].

Von diesen Standpunkten heraus betrachtet werden Proteine vielfach aus funktiona-
len Gesichtspunkten als Biopolymere der Zukunft angesehen. Andererseits existiert
im Wesentlichen eine funktionale Eigenschaft, die durch ihre ungenigende Auspra-
gung als limitierender Faktor einer weiteren Verbreitung proteinbasierten Materialien
wirkt: die fur viele Anwendungen unzureichenden mechanischen Eigenschaften.

2.1.5.2 Mechanische Eigenschaften

Die mechanischen Eigenschaften spielen bei der Verarbeitung, der Verpackung, dem
Transport und der Verwendung von Proteinmaterialien eine mafigebliche Rolle. Die
Produkte mussen eine gewisse Stabilitdt aufweisen, sodass diese wahrend der An-
wendung weder permanent deformieren oder brechen noch Abnutzungserscheinun-
gen unterliegen, aber dabei flexibel genug sind, um eine angemessene Handhabung
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zu gewahrleisten. Zu den wichtigsten mechanischen Eigenschaften zahlen Zugfes-
tigkeit, Bruchdehnung sowie der Elastizitdtsmodul, deren Definitionen und mathema-
tischen Zusammenhange dem Kapitel 2.4.2 entnommen werden kénnen [Nen06,
Khw04, Cha04, Gui05, Arv06, Rhi07].

Die mechanische Leistungsfahigkeit von Proteinmaterialien kann grof3tenteils auf die
Verteilung und Intensitat von inter- und intramolekularen Interaktionen in den prima-
ren und rAdumlichen Strukturen des Proteinsystems sowie auf Interaktionen mit ande-
ren Komponenten zuriickgefihrt werden. Wenn viele kovalente Bindungen vorhan-
den sind, die das Proteinnetzwerk stabilisieren oder die Bindungsenergien relativ
hoch sind, kbnnen Materialien mit vergleichsweise hoher mechanischer Resistenz
und Elastizitat entstehen. Andererseits fuhren niedrigenergetische Interaktionen zu
stark dehnbaren und verformbaren Produkten mit geringen Zugfestigkeiten [Gui05,
Gal98, Cho01, Gil08, Lim99].

Daraus ergibt sich ein anwendungsspezifisches Optimierungsproblem, dessen Para-
meterauspragungen Uber die gesamte Wertschdpfungskette hinweg Berucksichti-
gung finden mussen, um den Anforderungsprofilen von Industrie, Abnehmern und
Kunden entsprechen zu kénnen. Die im Vergleich zu den konventionellen syntheti-
schen Polymeren (z. B. PE, PP und PVC) deutlich schwacheren mechanischen Ei-
genschaften stellen neben fehlenden Kostenvorteilen einer Massenproduktion den
Hauptgrund fir die unzureichende Durchdringung des Kunststoffmarktes dar. Daraus
abgeleitet soll die vorliegende Arbeit durch die ldentifizierung von relevanten Ein-
flussgrofRen, der Bestimmung des Einflussraumes und einer anschlieenden Opti-
mierung einen wichtigen Beitrag zum Verstandnis der komplexen Zusammenhange
liefern und adaquate Lésungsansatze fir die Praxis liefern.

2.2 Herstellungsverfahren

2.2.1 Grundlagen

Bei der Herstellung proteinbasierter Materialien in Form von Filmen, Folien, Bandern
und Beschichtungen werden zwei Basisverfahren unterschieden, das Losungsmittel-
verfahren, auch als ,wet process” bezeichnet und das thermoplastische Verfahren,
allgemeinhin als ,dry process* bekannt [Cuq98, Gui05, Her08, Nus09].

Die beiden Verfahren unterscheiden sich grundlegend sowohl in der Prozessfihrung
als auch in der anlagen- und verfahrenstechnischen Auslegung. In der vorliegenden
Arbeit werden beide Verfahren vergleichend betrachtet und kritisch bewertet. Zudem
sollen grundlegende Erkenntnisse aus dem Lésungsmittelverfahren fur die Entwick-
lung und Optimierung eines kontinuierlichen thermoplastischen Prozesses, der Ex-
trusion dienen.
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2.2.2 LOosungsmittelverfahren

Unter dem Ldsungsmittelverfahren, auch ,wet process” genannt, wird das Ldsen,
Dispergieren oder Emulgieren von Proteinen in einem L&sungsmittel mit anschlie-
Bender Trocknung und resultierender Film- oder Beschichtungsformation verstanden.
Hauptsachlich kommen dabei Wasser, Ethanol oder organische S&uren als Lo6-
sungsmittel zum Einsatz, abgestimmt auf die Loslichkeit des jeweiligen Proteinsys-
tems sowie auf die Anspriche an das jeweilige Endprodukt. Mit diesem Verfahren
werden die technischen Prozesse GielRen, Sprihen und Beschichten fir proteino-
gene Materialien realisiert. Durch die relativ einfache Prozessfiihrung und die Eig-
nung fur verschiedenste Proteinsysteme stellt der Giel3prozess das meist verbreitete
Verfahren fur die Herstellung von Filmen, Folien und Beschichtungen aus Proteinen
dar und ist unter kontrollierten Laborbedingungen bereits umfangreich theoretisch
und experimentell durch eine grof3e Anzahl an materialspezifischen Veroffentlichun-
gen sowie in Uberblicksschriften abgedeckt [Gui05, Cha04, Han05, Deb98, Bou08,
Cuq98, Kom07, Khw04].

Trotz der Vielfalt an wissenschaftlichen Arbeiten und praktischer Umsetzung existiert
kein standardisiertes Verfahren fur die Herstellung einer filmbildenden Lésung sowie
fur die anschlieBenden Teiloperationen, die sich in Aufbringung auf eine Oberflache
durch Giel3en, Spruhen, Dippen oder Tauchen, Entfernung des Losungsmittels und
gegebenenfalls Entfernung des Proteinfilms von der Oberflache eines Hilfsmaterials
fur die Stabilisierung wahrend des Trocknungsvorganges aufteilen [Gui05, Han05].
Fur den Gesamtprozess sind Art und Konzentration des Losungsmittels von beson-
derer Bedeutung. Zum einen sollten alle Bestandteile der filmbildenden Lésung ho-
mogen im Loésungsmittel dispergiert werden kénnen, ohne dass unerwiinschte Pha-
senseparationseffekte auftreten. Dies kann, falls keine Zwei- oder Mehrschichtfilme
erwunscht sind, durch kompatible Lésungsmittel oder Emulgatoren sichergestellt
werden. Weiterhin sollte in Hinblick auf die nicht-giftige, biologisch abbaubare und
kompostierbare Natur von proteinbasierten Biopolymeren auch auf entsprechend
adaquate Loésungsmittel zurtickgegriffen werden, was die Auswahl gréf3tenteils auf
Wasser, Ethanol oder geeignete Mischungen einschrankt. Zuletzt muss in Hinblick
auf die Effizienz des Gesamtprozesses die Losungsmittelmenge an den tats&chli-
chen Bedarf angepasst werden, was entsprechendes Wissen tber Temperatur- und
pH-Wert-Abhangigkeit der Ldslichkeit von Proteinsystemen im gewahlten Solvent
voraussetzt. Der Einsatz einer zu hohen Lésungsmittelmenge fuhrt zu einem ent-
sprechend hohen Abfihrungsaufwand nach der Formgebung und bedingt in vielen
Fallen sehr hohe Oberflachenspannungen der erzeugten Proteinldsung. Dies wiede-
rum erschwert das Aufbringen auf flachen Oberflachen mit geringen Oberflachen-
energien besonders bei Hochgeschwindigkeits-Beschichtungsverfahren. Zudem ver-
meidet die korrekte Losungsmittelmenge durch prozessgeeignete Viskositatsberei-
che unerwinschte Tropfeffekte bei Beschichtungsprozessen und gewahrleistet eine
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ausreichend gute Verteilung auf Formgebungsflachen bei der Filmausbildung [Gui05,
Han05, Cuq98, Jer05, Shi98, Ani06].

Die Eigenschaften und physikalisch-chemischen Charakteristika von Proteinen in
wassrigen Lésungsmitteln hangen dariber hinaus von den pH-Wert-Konditionen ab.
Viele proteinbasierte Materialien sind bedingt durch die relativ hohe Anzahl an ioni-
sierten polaren Aminoséuren des Proteinsystems pH-Wert sensitiv. Dies bedarf einer
Beriicksichtigung als Prozessvariable bei der Auslegung von Verfahren und Anlagen
[Kim06, Wan09, Wan08, Gui05, Jan99a].

Nachdem die genannten Punkte Bericksichtigung bei der Herstellung einer filmbil-
denden Proteinlésung gefunden haben erfolgt der Prozess der Filmformation durch
Entfernung des Losungsmittels in Form der Ausbildung eines dreidimensionalen
Netzwerkes durch die stark ausgepragten intermolekularen Wasserstoff-, elektrosta-
tischen- und hydrophoben Bindungen, die zu einem Anstieg der innerkettigen Koha-
sion fuhren. Dies kann einerseits direkt als Endprodukt durch eine Beschichtung von
Oberflachen erfolgen, z. B. Lebensmittelbeschichtungen durch Sprihen oder Tau-
chen. Andererseits kdnnen Proteinfilme als Zwischenprodukte von der Oberflache
getrennt werden und anderen Einsatzgebieten, wie beispielweise als Verpackungen
dem Markt zugefihrt werden [Han05, Cug98, Nus09, DeC04].

2.2.3 Thermoplastische Verarbeitung proteinbasierter Materialien

2.2.3.1 Grundlagen

Die thermoplastische Verarbeitung von Proteinen, auch als ,dry process* bezeichnet,
beschreibt die Herstellung von Produkten durch thermische oder thermomechani-
sche Prozesse unter geringen Feuchtigkeitsbedingungen. Sie bildet die Grundlage
von hocheffizienten Herstellungsverfahren mit grofem kommerziellen Potenzial
durch die Kostenvorteile einer Massenproduktion proteinogener Produkte, die haupt-
sachlich in Form von Formpressungs- oder Extrusionsprozessen realisiert werden
kénnen [Her08, Gui05, Bar05, Jer07, Cuq97].

Im Gegensatz zu weit verbreiteten konventionellen thermoplastischen Polymeren
zeigen Proteine ein deutlich unterschiedliches thermoplastisches Verhalten. Die sehr
komplexe und spezifische molekulare Organisation wird zur Erklarung des Verhal-
tens von Proteinen wéahrend thermomechanischer Beanspruchung unter geringen
Hydratisierungsbedingungen herangezogen. Generell missen zum Verstandnis der
Prozesse entsprechende Proteinspezifika wie Polydispersitat, heterogene intermole-
kulare Interaktionen, Proteinkettenverflechtungen sowie die Ausbildung von kovalen-
ten Bindungen Berucksichtigung finden. Charakterisiert werden die Materialspezifika
der Proteine durch hohe Elastizitatsmoduln in der Region des gummielastischen Pla-
teaus, durch das Fehlen der FlieRregion und einer relativ groRen Spannweite in den
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Glasubergangstemperaturen sowie durch eine anscheinende Reversibilitat des Glas-
Uberganges [Gui05, Gui95, Spe05, Her08].

In der Regel kdnnen Proteine ohne entsprechende Modifizierung nicht thermoplas-
tisch verarbeitet und geformt werden, da diese den Temperaturbereich ihrer Zerset-
zung in der Regel friher erreichen als ihren Glastibergang. Aus diesem Grund ist der
Zusatz eines Weichmachers erforderlich, um die Deformation der Proteinmatrix wah-
rend des Verarbeitungsprozesses ohne thermische Zersetzung durch Absenkung der
Glasubergangstemperatur zu gewahrleisten [Gui05, Cug97, Cuq98, Her08, Han05].
Am effektivsten ist dabei der Einsatz von Wasser als Weichmacher, der aber ver-
wendet in grolReren Mengen, zu Problemen bei der Verarbeitung mittels Extrusion
fuhren kann. Hervorgerufen durch eine geringe Viskositat der Proteinmasse entste-
hen ein geringes Drehmoment und damit ein reduzierter mechanischer Energieein-
trag, die in geringen Produkttemperaturen resultieren und entsprechende Auswirkun-
gen auf den Grad der Proteintransformationen und -interaktionen nach sich ziehen.
Dartber hinaus geht Wasser leicht durch Dehydration bei geringen relativen Luft-
feuchten verloren und eignet sich deshalb nicht zur dauerhaften Weichmachung. Aus
diesen Grinden besteht die Notwendigkeit zusatzlicher Weichmacher fur eine
thermoplastische Verarbeitung von Proteinen [Her08, Sot01, Cuq97].

Um die relevanten Prozessparameter wahrend einer thermoplastischen Verarbeitung
Zu optimieren, zu denen in erster Linie die Temperatur, der Weichmacher- und L06-
sungsmittelgehalt und die Verweilzeit zahlen, miussen die spezifischen Charakteristi-
ka des jeweiligen Proteinsystems bestimmt werden. Im Besonderen hervorzuheben
sind hierbei die jeweiligen Sensitivitdten gegeniber thermischer, mechanischer und
chemischer Beanspruchung sowie die vergleichsweise hohen Viskositaten in der
gummielastischen Zone oberhalb der Glasubergangstemperatur. Uber die physikali-
schen und chemischen Faktoren, die in diesen Prozess involviert sind und zu einer
Proteinmodifikation fuhren sind vor allem bei hohen Temperaturen und Driicken in
Kombination mit geringen Feuchtebedingungen wenige Erkenntnisse vorhanden.
Hauptsachlich fur Weizen-Gluten und Soja-Protein liegen entsprechende Basisinfor-
mationen aus den genannten Bereichen vor [Gui05, Pom03, Red99, Red00, Jer05,
Gra04].

Vergleichbar mit dem L&sungsmittelprozess sind auch bei der thermoplastischen
Verarbeitung mehrere Prozessschritte zur Herstellung von Proteinmaterialen erfor-
derlich, die in Abb. 2.3 schematisch verdeutlicht wurden.
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Abb. 2.3: Schematische Darstellung der thermoplastischen Verarbeitung von Weizen Gluten mit Be-
zug zur Glasuibergangstemperatur (in Anlehnung an Cugq et al., 1998 [Cuq98])

Den proteinogenen Rohmaterialien wird ein Weichmacher zugesetzt. Dieser fihrt
gemeinsam mit einer Erhéhung der Prozesstemperatur zu einer Plastifizierung des
Materials durch Erreichen und Uberschreiten der Glasiibergangszone des Protein-
systems. Das nun im elastischen gummiartigen Zustand vorliegende System wird
durch die Zufihrung mechanischer Energie zu einer homogenen Masse weiterverar-
beitet und einer Formgebung zugefihrt. Durch den gemeinsamen Effekt einer Ab-
kihlung und Trocknung (Entfernung von volatilen Weichmachern) des gummiartigen
Produktes findet eine Ricktransformation in den starren sprédelastischen Zustand
durch Unterschreitung der Glasiibergangstemperatur statt und das Produkt wird in
seiner Form fixiert. Im Bereich von Filmen und Folien werden vorrangig elastische
Produkte nachgefragt. Ein entsprechend hoher Weichmacherzusatz sorgt in diesen
Fallen daflr, dass die Glastibergangstemperatur auch bei Trocknung und Kihlung
nicht unterschritten wird, um die Anforderungen an die Endproduktnutzung zu erfil-
len [Gui05, Her08, Cug98, Han05, Bra07].

Die Vorteile einer thermoplastischen Verarbeitung von Proteinen liegen vor allem in
den geringen Feuchtigkeitslevels, hohen Temperaturen und Dricken und kurzen
Verweilzeiten, dessen Kombination die Transformation von Protein-Weichmacher-
Mixturen in plastifizierte elastische Proteinmassen herbeifiihrt. Entsprechende End-
produkte in Form von Filmen und Folien werden durch einen anschlieRenden Kih-
lungs- und/oder Trocknungsschritt durch die Reformierung von Wasserstoffbriicken-,
ionischen und kovalenten Bindungen sowie hydrophoben Interaktionen gewonnen
[Her08, Bar05, Tol93, Moh05, PomO03].
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Des Weiteren kdnnen Proteine bei einer thermischen Beanspruchung disaggregie-
ren, denaturieren, dissoziieren, sich entfalten und in FlieRrichtung ausrichten. Diese
Veréanderungen erlauben eine Rekombination der Proteinmolekile sowie spezifische
Vernetzungsreaktionen, die in hohen Glastbergangstemperaturen und hohen Visko-
sitaten resultieren [Her08, Red99, Are92, Pom03].

Das thermoplastische Verhalten von Proteinen kann in Verbindung mit der Glastiber-
gangstheorie naher beschrieben werden, die Erklarungsansétze fur entsprechende
Texturverdnderungen wahrend thermomechanischer Beanspruchung liefert [Cuq98].

2.2.3.2 Glasubergang in Proteinen

Der Glaslubergang ist ein Phdnomen, das prinzipiell bei allen nicht-kristallinen oder
teilkristallinen Materialien auftreten kann und ist ausschlief3lich eine Eigenschaft der
amorphen Phase. Es beschreibt den Ubergang zwischen dem glasartigen und dem
gummiartigen Zustand eines Materials und setzt eine gentigend weitreichende mole-
kulare Unordnung in zumindest einer Richtung voraus [Bic06, Spe05, DCr05, Gui05,
MesO02].

Unterhalb einer spezifischen Temperatur, der Glastbergangstemperatur Tg, verhalt
sich das Material wie ein Feststoff mit immobilen Molekilen, gekennzeichnet durch
einen starren, harten, sprodelastischen Zustand. Bei Uberschreitung der Glastiber-
gangstemperatur findet ein Ubergang zu einem flexiblen, elastischen, gummiartigen
Zustand des Materials, charakterisiert durch mobile Molekile und einem mit Flissig-
keiten vergleichbaren Verhalten statt. Dabei kommt es zu Anderungen der volumetri-
schen, thermischen und mechanischen Eigenschaften des Materials [Spe05, Bic06,
Her08, Cuq98, Jer07, Gui05, Bel96, Mes02].

In der Literatur besteht zwar der weitreichende Konsens, dass ein Glastibergang bei
Proteinen stattfindet, aber Uber den Ursprung existieren verschiedene Postulate. Es
wird kontrovers diskutiert, ob die Atombewegungen im Protein selbst, die Bewegun-
gen des gebundenen Solvents in der Hydrathille oder die gemeinsame Bewegung
beider Komponenten urséchlich fir den Glastibergang sind. Die Analyse von experi-
mentellen Daten verschiedener Quellen deutet aber auf einen gemeinsamen Einfluss
von Protein und gebundenem Wasser auf den Glasiibergangsmechanismus hin
[Nga08, Car79, Sin81, Gre94].

Vergleichbar mit synthetischen Polymeren wird die Glastibergangstemperatur T4 von
Proteinen durch die molare Masse, die Kettenbeweglichkeit, die Gré3e und Polaritat
der lateralen Gruppen, intermolekulare Bindungen oder kristalline Zonen und auch
entscheidend vom gewahlten Weichmacher und dessen Konzentration beeinflusst
[Cha09, Nga08, Cuq98].
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Der Effekt eines Weichmachers in Proteinsystemen ist jedoch schwierig durch stan-
dardisierte kalorimetrische Techniken, wie beispielsweise DSC oder DMTA zu detek-
tieren. Proteine besitzen einerseits im Vergleich zu synthetischen Polymeren eine
deutlich geringere Kettenmobilitat. Andererseits verkompliziert sich die Bestimmung
der Ty durch Kristallisationseffekte und die Relaxierungsenthalpie als auch durch Ein-
flisse von Wasserstoff- und Disulfidbriicken sowie hydrophobische und ionische In-
teraktionen. Eine daraus resultierende geringe Anderung der spezifischen Warmeka-
pazitaten (Acp) in Verbindung mit einer relativ breiten Glaslibergangszone ist durch
Signalverluste in Form von Rauscheffekten und Grundlinienverschiebungen schwie-
rig zu detektieren [Cer02, Cha09, Sot05, Cug98]. Aus den genannten Grinden wird
in neuester Zeit eine alternative Technik fur die Bestimmung der Glasiibergangstem-
peratur von Proteinen eingesetzt. Die sog. Methode der thermisch stimulierten Stro-
me (TSC) hangt im Gegensatz zur Bestimmung durch eine dynamische Differenzka-
lorimetrie (DSC) nicht von der Detektion der Veranderung in den spezifischen War-
mekapazitaten der Proteinsysteme ab sondern basiert auf der Fahigkeit der Bewe-
gung von polaren Molekulen in einem elektrostatischen Feld. Die Methode reagiert
auf die Mobilitat von Dipolen und anderen permanenten oder induzierten elektrischen
Ladungen und zeigt damit deutliche Vorteile bei der Bestimmung der Glastibergangs-
temperaturen von reinen Proteinen [Cha09, Red09, Sam04].

Die Glasubergangstemperaturen von natirlichen Proteinen variieren in einer Spanne
zwischen 121 und 250 °C und wurden bereits in einer Vielzahl wissenschaftlicher
Arbeiten publiziert, deren Bestimmung noch grof3tenteils auf DSC und/oder DMTA-
Methodiken basieren. Die entsprechenden Messwerte sind in Tab. 2.3 zu finden.

Tab. 2.3: Glasubergangstemperaturen technisch relevanter Proteine

Proteine Analytische Methode Ty Referenzen

[-] [-] [°C] [-]

Mais-Gluten DSC/DMTA 174 - 182  [diG99, diG98, Gui05]
Mais-Zein DSC/DMTA 164 - 168 [Arv06, Mag92, diG9g]
aufgereinigtes Zein DSC 165-178 [Wan03, Gui05, Mad96]
kommerzielles Zein DSC 139-167 [Mag92, Mad96]
Weizen-Gluten DSC/DMTA 160 - 190* [Arv06, Kal93,Che95a, Gon96]
Gliadin DSC 121 - 125 [Gui05, Kok94, DeG02]
Caseine DSC/DMTA 140 - 150* [Arv06, Kal93a, Sch05]
Natrium-Caseinat DSC/DMTA 130 - 142* [Arv06, Arv98, Kal93a, Sch05]
Myofibrilliare Proteine  DMTA 215-250 [Cuq97, Gui05]

Gelatine DSC 145 - 200* [Nis97, Arv98, Gui05]

Soja DSC/DMTA 145 - 150 [zZhaO1, Mor99]

Collagen DSC 180 - 210 [Gui05]

* Extrapolierte Werte auf 0 % Feuchtegehalt
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Die Glastibergangstemperatur wird dabei im hohen Mal3e durch den Feuchtegehalt
des Proteinsystems bestimmt und reduziert sich als grober Erfahrungswert um ca.
10 °C bei Erhdhung des Wassergehaltes um 1 Gew.%. Dies ist auf die hydrophile
Natur der Proteine zurlckzufiihren, die unter den verschiedenen Proteinen variiert.
Auf praktische Erfahrungen eigener und fremder Arbeiten zurlickgreifend, kann die
Aussage getroffen werden, dass Proteinsysteme mit mehr als 15 Gew.% Wasser —
was generell bei einem Equilibrium mit relativen Luftfeuchten um 85 % bei Raum-
temperatur auftritt — die entsprechenden Glasibergangstemperaturen in gleichen
Regionen wie die jeweiligen Umgebungstemperaturen zu finden sind. Unter Anwe-
senheit zusatzlicher Weichmacher gewinnt der beschriebene Effekt an Deutlichkeit
[Gui05].

2.2.4 Praxisbemerkungen

Bis in die heutige Zeit hinein werden Proteinfilme und Beschichtungen tUberwiegend
im Losungsmittelverfahren in kleinen Mal3staben unter kontrollierten Laborbedingun-
gen hergestellt und im Anschluss standardisierten Testverfahren unterzogen. In den
meisten Fallen wird das Giel3verfahren flr die Erzeugung von Folien und das Tauch-,
Dipp- oder Spruhverfahren fir Beschichtungen genutzt.

Das Ldsungsmittelverfahren ist zweifellos im hohen Maf3 fur die Herstellung von Fil-
men und Beschichtungen im Labormalflistab geeignet und etabliert. Durch die Wabhl
eines geeigneten Losungsmittels ist es fir den Grol3teil an technologisch bedeuten-
den Proteinen geeignet und erfolgreich umgesetzt. Zur Verdeutlichung zeigt die
Tab. 2.4 eine Ubersicht der verwendeten Herstellungsmethodik fiir Proteinfolien aus
unterschiedlichen Rohstoffquellen und gibt Auskunft tber eine gelungene Filmbil-
dung durch das jeweilige Verfahren.

Tab. 2.4: Ausgewahlte Proteine, deren Verarbeitungsmdéglichkeiten und filmbildende Eigenschaften (+
symbolisiert ein positives Ergebnis)

Proteine Herstellungsverfahren und Formgebung Referenzen
Lésungsmittel Thermoplastisch

Prozess Filmbildung Prozess Filmbildung
Maiszein + + [Wan03, Pol02, diG99, Pom03]
Weizengluten + + + + [Red00, Che95a, Gon94a, Gon96, Jer05]
Soja + + + + [Cao02, Cro01, Kum02, Mau08, Zha01]
Erbse + + [Cho01, Vir00, Liu05]
Erdnuss + + [Jan99, Jan99a]
Keratin + [Bar05, Cuq98]
Gelatine + + + + [Arv97, Cao09, Cha06, Wan09, Par08]
Caseine + + [Aud05, Ave93, Cha06, Khw04b]
Myofibrillare
Proteine + + [Shi03, Sob02, Cuq97]
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Es ist ersichtlich, dass eine Vielzahl an pflanzlichen und tierischen Proteinen in L6-
sung Uberfuhrt werden kénnen, wenn auch einige Filme durch unzureichende Integri-
tat, primar durch mangelnde Kohasion verursacht, nicht fur eine weitere Verarbeitung
zu Endprodukten geeignet sind. In den meisten Fallen erweisen sich Proteine, die
durch das Lésungsmittelverfahren keiner Formgebung unterzogen werden kdnnen,
auch fur die Verarbeitung mittels thermoplastischer Verfahren flr ungeeignet.

Die hohe Nachfrage nach biologisch abbaubaren, ungiftigen und kompostierbaren
Materialien verlangt aber nach Verfahren, die angemessene Produktionskapazitaten
bei gleichbleibend hohen Qualitaten bieten. Diesen Ansprichen kann nur durch
massenproduktionsfahige, standardisierte Verfahren Rechnung getragen werden,
welche die Kosten- und Nutzenvorteile traditioneller Verfahren zur Kunststoffverar-
beitung auch der Herstellung von proteinbasierter Materialien zuganglich machen. An
dieser Stelle setzen die thermoplastischen Verfahren an, deren Umsetzung und
grof3technischer Einsatz fur Proteinmaterialien, wie in Tab. 2.4 ersichtlich, noch wei-
tere Forschungs- und Entwicklungsarbeit verlangt und fur diese die vorliegende Ar-
beit einen wichtigen Beitrag zu leisten vermag.

Aus den genannten Grinden wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei Proteinsysteme
ausgewahlt, die eine grol3e technologische Bedeutung durch lIhre hohe Verfligbarkeit
und ihre Funktionsvielfalt aufweisen und bisher noch nicht einer Verarbeitung und
Formgebung durch thermoplastische Prozesse Uberfihrt werden konnten. Das tieri-
sche Proteinsystem Natrium-Caseinat und ein aus Erbsen extrahiertes pflanzliches
Protein (nachstehend als Erbsenprotein bezeichnet). Die Wahl des thermoplasti-
schen Herstellungsverfahrens fiel auf die Extrusion, die alle Anforderungen an das
Rohmaterial, angemessenen Output und Flexibilitat sowie Wirtschaftlichkeit und Effi-
zienz bietet und nachfolgend einer kurzen Beschreibung unterzogen wird.

2.2.5 Extrusion

2.2.5.1 Grundlagen

Die Extrusion (von lat. extrudere = hinausstol3en, -treiben) ist ein kontinuierlicher
Misch-, Knet- und Formgebungsprozess [Akd99]. Extrusionsprozesse und entspre-
chende Extruder wurden tber die beiden letzten Jahrhunderte hinweg in unterschied-
lichen Industrien simultan erforscht und weiterentwickelt. Um das Jahr 1935 nahm
die erste Maschine fur die Extrusion thermoplastischer Materialien ihren Betrieb auf
und lautete eine rasante Entwicklung ein, die eine intensive industrielle und grof3-
technische Nutzung nach sich zog. Besonders die Kunststoffindustrie verzeichnete
durch den Einzug der Extrusionsverfahren einen enormen Aufwind, deren Marktvo-
lumen und -wachstum durch stetige Neu- und Weiterentwicklungen bis heute auf ho-
hem Niveau verweilen. Die Anlagen- und Prozesstechnik fur die Verarbeitung von
Kunststoffen ist im hohen Mal3 erforscht und optimiert [Ria00, RauOla, Rau01l,
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Koh07, Rau08]. Die traditionellen Extrusionsprozesse besitzen daher einen umfang-
reichen Kenntnisstand in Forschung und Praxis, der sich in der Vielzahl an verfigba-
rer Fachliteratur widerspiegelt. Aus diesen Grtinden soll, unter dem Verzicht auf Er-
lAuterungen zu den Grundprinzipien konventioneller Extrusionsprozesse, der Fokus
fur die weiteren Ausflihrungen in dieser Arbeit auf der Verarbeitung von proteinoge-
nen Materialien mittels Extrusion liegen.

2.2.5.2 Extrusion von Proteinsystemen

Trotz der rasanten Neu- und Weiterentwicklungen auf dem Gebiet der Extrusions-
technologie ist bis in die heutige Zeit hinein nur wenig tUber die komplexen Zusam-
menhange der Proteinreaktionen und den Variablen des Extrusionsprozesses be-
kannt. Die postulierten Modifikationen der Proteinstruktur im Rahmen einer thermo-
plastischen Verarbeitung aus Kapitel 2.2.3 treffen grof3tenteils auch auf den Extru-
sionsprozess zu und wurden detailliert beschrieben.

Arbeiten aus den spaten 1980er Jahren konzentrierten sich erstmals intensiver auf
Proteininteraktionen und -modifikationen bei thermoplastischer Extrusion. Praktische
Umsetzungen bestatigten die Annahmen, dass durch molekulare Veranderungen der
Proteinfraktion diese weniger 16slich wird und zu einer makromolekularen Struktur
agglomeriert. Diese komplexen Vorgange beinhalten tbereinstimmend Veranderun-
gen kovalenter und non-kovalenter Interaktionen [Liu08, Liu07, Are92, Akd99, Alo0O0,
Cam91, Fis04].

Kontroverse Meinungen zahlreicher Wissenschatftler in Bezug auf die relative Bedeu-
tung non-kovalenter Interaktionen, intermolekularer Disulfidbindungen und maglicher
anderer kovalenter Bindungen fur die strukturelle Stabilisierung des Extrudates mun-
deten in einer weitgehenden Ubereinstimmung Ende der 1990er Jahre. Trotz noch
immer nicht lickenloser Nachweiskette herrscht zunehmend die einhellige Meinung,
dass sowohl Disulfidbindungen als auch non-kovalente Bindungen fir die ver-
gleichsweise geringe Loslichkeit und die feste Struktur des Extrudates verantwortlich
sind. Diese Schlussfolgerung basiert auf der generellen Beobachtung, dass eine Re-
solubilisierung der extrudierten Produkte nur durch Extraktionslésungen mdglich ist,
die Inhaltsstoffe beinhalten, um Wasserstoffbrickenbindungen und hydrophobe In-
teraktionen aufzuheben (z. B. SDS und Harnstoff) und zuséatzlich Mittel zur Unterbre-
chung von Disulfidbindungen (z. B. 2-Mercaptoethanol und Dithiothreitol) enthalten.
In genereller Ubereinstimmung konnen damit die Proteinmodifikationen wahrend der
Extrusion wie folgt zusammengefasst werden:

= Denaturierung bzw. Entfaltung globularer Proteine mit bedingtem Verlust sekundéa-
rer und tertiarer Strukturen,

= Aggregation durch Zufuihrung thermischer Energie, bedingt eine abnehmende L06s-
lichkeit der Proteinfraktion durch die Ausbildung hydrophobischer und ionischer
Bindungen,
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= Zerstorung bzw. Aufhebung der Agglomerate (komplett oder teilweise) durch
Scherkrafte und Warmezufuhr resultierend in der Ausbildung einer konzentrierten
Proteinldsung,

= Mogliche Formierung von kovalenten Bindungen bei hohen Temperaturen sowie

» Formation nicht-kovalenter Bindungen und Disulfidbindungen wahrend der Kih-
lung [Liu08, Akd99, Szp93, DeG00, Cam91, Hag02, Her08a, Liu07, Pru93].

Bis zum heutigen Tage fehlt ein konsistentes Modell zur Erklarung der Phdnomene,
die eine Schlisselrolle bei der Ausbildung eines dreidimensionalen Proteinnetzwer-
kes spielen [Alo00, Rou06]. Dieser Umstand erfordert im Rahmen einer anlagen- und
verfahrenstechnischen Auslegung daher einen hohen praktischen Versuchsaufwand
durch die grol3e Anzahl an Einflussfaktoren und deren Auspragungen und pradesti-
niert damit den Einsatz einer statistischen Versuchsplanung und —auswertung, die in
Kapitel 2.5 ndher beschrieben wird.

2.2.5.3 Extruder als enzymatische Bioreaktoren

Der Einsatz von Extrudern erlaubt nicht nur die kontinuierliche Verarbeitung von Pro-
teinen und die geschilderten Modifikationen, sondern eignet sich dartber hinaus als
Reaktor fir chemische und enzymatische Reaktionen. Im Rahmen der konventionel-
len Polymerverarbeitung konnen Extruder zugleich als Druckreaktoren fir chemische
Synthesen in einem hochviskosen Reaktionsmedium genutzt werden. Die sog. reak-
tiven Extrusionsverfahren umfassen Polymersyntheseverfahren, ausgehend von Mo-
no- und Oligomeren, Polykondensationsreaktionen sowie radikalische und ionische
Polymerisationen [RauOla, Gil05, Ria00].

Erste Ideen und theoretische Ansatze der Nutzung von Extrudern als kontinuierliche
Bioreaktoren wurden in den spaten 1980er Jahren entwickelt. Die praktische Umset-
zung erfolgte durch eine enzymatische oder nicht-enzymatische Behandlung von
Materialien bei erhdhten Temperatur-, Druck- und Scherverhaltnissen unter vorwie-
gend hohen Feuchtigkeitsbedingungen von 70 % und mehr. Die Nutzung der Extru-
sionstechnologie ermdglicht damit die simultane und kontinuierliche Durchfiihrung
von enzymatisch katalysierten Reaktionen und thermomechanischen Prozessen un-
ter kontrollierten Bedingungen [Lin89, Akd99].

Besonders aussichtsreich gilt allgemeinhin die Etablierung einer Quervernet-
zungsreaktion und damit die Ausbildung zusatzlicher kovalenter Verkntpfungen von
Proteinen und Peptiden. Das Prinzip wurde bisher lediglich in das Losungsmittelver-
fahren integriert, wobei besonders die Eignung des Enzyms mikrobielle Transglut-
aminase in Hinblick auf die Verbesserung der funktionalen Produkteigenschaften in
zahlreichen Studien nachgewiesen werden konnte [Ber06, Cha06, DeJ02, GhoO09,
Tan05, Sak94, Tru04]. Enzymreaktionen zahlen zu den wichtigsten Modifikationsver-
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fahren von Proteinsystemen und finden im nachstehenden Kapitel eine ausftihrliche
Beschreibung.

In der vorliegenden Arbeit soll erstmals die Integration einer enzymatisch katalysier-
ten Quervernetzungsreaktion in einen kontinuierlichen Extrusionsprozess vollzogen
werden. Allgemeine Einflisse auf den Herstellungsprozess, die Abhéngigkeiten von
relevanten Prozessparametern der Extrusion und die Auswirkungen auf die Produkt-
eigenschaften standen bei den Untersuchungen im Vordergrund.

2.3 Modifikationen

2.3.1.1 Uberblick und Zielsetzung

Proteinmaterialien mussen herstellungs- und anwendungsspezifisch vielfaltigsten
Anforderungen genugen, um wirtschaftlichen und technologischen Kriterien und einer
ausreichenden Verbraucherakzeptanz gerecht zu werden.

Hingegen fuhren vergleichsweise schlechte Wasser- und Wasserdampfresistenzen
und ungentgende mechanische Eigenschaften, wie beschrieben, zu einer Anwen-
dungslimitierung proteinbasierter Produkte fur viele Bereiche. Aus diesen Griinden
missen Strategien entwickelt werden, die ziel- und anwendungsorientierte Funkti-
ons- und Strukturdnderungen ermdéglichen. Diese werden allgemein als Modifikatio-
nen bezeichnet [Rhi07, Bou09, Koe94].

Modifikationen beschreiben Methoden zur direkten Einflussnahme auf die Struktur
und die Funktion von Proteinen und deren Produkte. Die verfolgte Zielsetzung um-
fasst im Wesentlichen die Verarbeitung und die Eigenschaften des Endproduktes.
Einerseits werden chemische Modifikationen initiiert, um die Verarbeitung von Prote-
inen zu Endprodukten zu ermdglichen bzw. zu verbessern. Andererseits dienen der-
artige Modifikationen der Einflussnahme auf die finalen Produkteigenschaften sowie
der Optimierung derselben. Dabei werden in vielen Fallen beide Zielsetzungen paral-
lel verfolgt, um die Effizienz der Produktion und die Produktleistung zu maximieren
[Rud08, Han05, Gui05)].

Zu den wichtigsten chemischen Modifikationsmdglichkeiten fir Proteinsysteme zah-
len neben pH-Wert-Anderungen, Zugabe von Salzen, Temperaturanderungen, Dena-
turierung, Peptidhydrolyse, Lésungsmittelauswahl und Zugabe von Fremdproteinen
vor allem Quervernetzungsreaktionen und der Einsatz von Weichmachern. Weitver-
breitete physikalische Modifikationen betreffen die Fraktionierung (Ultrafiltration,
Zentrifugation), mechanische Behandlung (Druck, Scherung) und Bestrahlung (UV,
Mikrowellen, Ultraschall) [Rhi07, Cao09, Ban96, Kry06, Lac02, Gen98, Vac00,
Jia98].
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Darlber hinaus existieren enzymatische Verfahren, um spezifische Veranderungen
der Primarstrukturen von Proteinen, z. B. durch kovalente Bindungen zu katalysieren
[Gho09, Tha02, Orb04, Kob01, Mar07]. Durch den Einsatz des Enzyms mikrobielle
Transglutaminase konnte ein vielversprechender Ansatz zur Etablierung von perma-
nenten Bindungen zwischen Proteinen entwickelt werden, der unter verschiedenen
pH-Wert-Bedingungen und Temperaturen zu einer Polymerisation der Proteine fuhrt.
Dies tragt zu einer Verbesserung ausgewahlter Eigenschaften der Proteinmateria-
lien, wie beispielsweise hohere Flexibilitat und geringere Wassersensitivitat bei. Das
Enzym mikrobielle Transglutaminase einschliel3lich Reaktionsmechanismus und An-
wendungsmoglichkeiten wird in Kapitel 3.2.1 naher charakterisiert [Kob01, Jon86,
Whi85, Bon96, Tak97].

Neben den beschriebenen Modifikationen, die durch Anlagen- und Prozessfiihrungen
(beispielsweise in Extrusionsprozessen) verarbeitungsbedingt auftreten, ist der ge-
zielte Einsatz von Weichmachern ein effizientes Instrument zur Prozess- und Pro-
duktoptimierung. Im Rahmen dieser Arbeit werden zudem zwei Neuentwicklungen
zur gezielten Modifikation von proteinogenen Produkten prasentiert, der Einsatz kris-
talliner Substanzen und eine enzymatisch katalysierte Proteinquervernetzung als in-
tegraler Bestandteil eines kontinuierlichen Herstellungsverfahrens.

2.3.1.2 Weichmacher

2.3.1.2.1 Definition und Wirkungsweise

Weichmacher sind allgemein hin definiert als niedrigmolekulare, inerte, organische
und nicht-flichtige Substanzen, die einem Polymer zugesetzt werden, um dessen
Flexibilitat und Dehnbarkeit zu verbessern [Cad00, Wad01, Wil96, Wyp04, Aud05].

In den traditionellen Polymerwissenschaften wird zwischen zwei Typen von Weich-
machern unterschieden, internen und externen. Interne Weichmacher sind Bestand-
teil der Polymermolekile, die entweder in die Struktur des Kunststoffes co-
polymerisiert wurden oder mit der Polymerstruktur reagiert haben. Damit sind interne
Weichmacher kovalent mit dem Polymer verbunden. Im Vergleich dazu findet bei
externen Weichmachern keine chemische Modifikation sondern lediglich eine Inter-
aktion mit dem Polymer statt. Externe Weichmacher proklamieren dabei deutlich ge-
ringere Kosten und haben einen hoheren Freiheitsgrad bezuglich Art und Konzentra-
tion der eingesetzten Substanzen und kommen aus diesen Grinden bevorzugt zum
Einsatz [Wil96, Cad00, Cad00a, Wad01, Sot05, Kro02, Wyp04].

Es existieren vier generalisierte Theorien zum Wirkungsmechanismus von externen
Weichmachern, die sich im Detail und ihrer Komplexitat voneinander unterscheiden.
Einige Theorien beinhalten detaillierte Analysen von Polaritaten, Loslichkeiten, Inter-
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aktionsparametern sowie thermodynamische Aspekte, wohingegen andere die
Weichmachung als einen einfachen Schmierprozess zwischen den Polymerketten
betrachten, &hnlich der Schmierung von Metallteilen durch Ol [Wad01, Cad00,
CadO00a, Sot05]. Ein tieferes Verstandnis des Weichmachungsprozesses setzt daher
eine Kombination von Ansétzen, Ideen und Aspekten jeder Theorie voraus, die sich
wie folgt auflisten lassen:

Schmier-Theorie,

Gel-Theorie,

Freie-Volumen-Theorie und

Thermodynamische oder mechanistische Theorie [Wad01].

Die sog. Schmier-Theorie postuliert die Wirkungsweise des Weichmachers als eine
Art Schmiermittel, um die Beweglichkeit der Polymerketten zu verbessern. Dies liegt
in der Annahme begrundet, dass die Festigkeit bzw. Steife des Materials durch
intermolekulare Reibung der Polymerketten verursacht wird, welche die Ketten in ein
starres Netzwerk bindet. Durch Warmezufuhr werden die Reibungskrafte reduziert,
was den Weichmachermolekilen erlaubt, sich zwischen den Ketten zu positionieren.
Abgekuhlt auf Raumtemperatur kdnnen die Weichmachermolekiile anschlie3end als
Schmiermittel fr die Polymerketten fungieren.

Die Geltheorie verfolgt den Grundgedanken, durch Aufhebung und Reformationshin-
derung der Polymerverbindungen und -interaktionen untereinander eine weichma-
chende Wirkung zu erzielen. Dies reduziert die Festigkeit der Gelstruktur und erhoht
deren Flexibilitat.

Die Freie-Volumen-Theorie zahlt zu den altesten Erklarungsansatzen und erweitert
die zwei bereits beschriebenen Theorien um eine quantitative Beurteilung des Pro-
zesses. Dabei wird das freie Volumen in einem Polymer bestimmt, dass bei einer
Zunahme zu einer erhohten Beweglichkeit der Polymerketten fuhrt und damit die
Flexibilitat erhoht.

Im Rahmen der thermodynamischen oder mechanistischen Theorie wird herausge-
stellt, dass die Moleklle des Weichmachers nicht permanent mit dem Polymer ver-
bunden sind, sondern eher ein dynamisches Equilibrium zwischen Solvatation und
Desolvatation der Polymerketten durch den Weichmacher existiert. Dies impliziert
das Fehlen eines stochiometrischen Gleichgewichtes zwischen Polymer und Weich-
macher, obwohl einige quasi-stdochiometrische Zusammenhéange in der Literatur pos-
tuliert werden [Wyp04, Sot05, Wad01, Cad00, Cad00a, Wil96].

Zurzeit werden ungefahr 300 verschiedene Weichmacher hergestellt, wovon etwa
100 von kommerzieller Relevanz sind [Cad00Oa]. Daher beziehen sich die weiteren
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Ausfuhrungen auf weit verbreitete Weichmacher in Biopolymeren und im Speziellen
in proteinbasierenden Filmen, Folien und Beschichtungen.

2.3.1.2.2 Weichmacher in proteinogenen Biopolymeren

Auf Proteinen basierende Filme, Folien und Beschichtungen sind in der Regel sehr
steif und briichig. Dies ist auf die stark ausgepragten intermolekularen Krafte zwi-
schen den Polymerketten, im Speziellen hervorgerufen durch elektrostatische Kréafte,
Wasserstoffbriicken- und hydrophobe Bindungen und/oder Disulfidbriicken zurtickzu-
fuhren [Kro02, Aud05, Che02, Khw04, Khw04a, Jon06, Bou06].

In den meisten Fallen ist jedoch eine entsprechende Materialflexibilitat bei der Her-
stellung, Weiterverarbeitung sowie als Endprodukteigenschaft von essenzieller Be-
deutung, zu dessen Gewabhrleistung Weichmacher zum Einsatz kommen [WypO04,
Sot05]. Im Allgemeinen werden Weichmachern daher zwei grundlegende Funktionen
zugeschrieben, zum einen als Hilfsstoff zur Herstellung und Verarbeitung und zum
anderen zur Beeinflussung der Endprodukteigenschaften. Eingesetzt als Hilfsstoffe
fur die Herstellung von Polymeren kénnen Weichmacher die Prozesstemperaturen
senken, das Verkleben verhindern, die Benetzungs- und Befeuchtungsfahigkeit ver-
bessern sowie die Glaslibergangstemperatur absenken. In Bezug auf die Modifizie-
rung der Produkteigenschaften sind generell eine Vergré3erung des Temperaturein-
satzbereiches, eine hohere Flexibilitdt und verbesserte Dehnungswerte des Erzeug-
nisses zu erwarten [Sot05, Aud05, Wad01, Cad00, Kro02, Her08, Rin03, BecO03].

Besonders fir Anwendungen als Verpackungsmaterialien in der Lebensmittelindust-
rie sind einerseits entsprechende Resistenzen gegeniber Bruch und Abrieb von No6-
ten, um die Lebensmittel zu schiitzen und das Handling zu verbessern. Dartber hin-
aus garantiert eine angemessene Flexibilitat, mégliche Deformationen wahrend dem
Verpackungs- und Nutzungszeitraum ohne Materialschaden abfedern zu kénnen.
Andererseits bestehen Anforderungen an das Verpackungsmaterial, organoleptische
Qualitatsverluste, physikalisch-chemische Modifikationen, Texturverluste sowie eine
erhohte mikrobielle Kontamination des Lebensmittels durch gute Barriereeigenschaf-
ten zu verhindern [Gon94, Cal97, Deb94].

Die durch Weichmacher hervorgerufenen Effekte erweisen sich daher nicht in allen
Bereichen als vorteilhaft, da deren Einsatz im Allgemeinem zu abnehmender Koha-
sion in den Materialien fuhrt. Dies hat wiederum starke Auswirkungen auf dessen
Barriereeigenschaften und fuhrt zu einem Anstieg von Gas-, Wasserdampf-, Feuch-
tigkeits- und Aromapermeabilitaten. Proteinfilme, bestehend aus einem Stoffsystem
zeichnen sich daher entweder als Materialien mit guten mechanischen Eigenschaften
oder guten Barriereeigenschaften aus und kreieren damit ein anwendungsspezifi-
sches Optimierungsproblem [Kro02, Gon93, Sot05, Cao09, Ozd08, Wan07, Wan09,
Jan99, Sha02, Sha02a].
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Fur Biopolymere in Form von Filmen, Folien und Beschichtungen werden vorrangig
Monosaccharide, Disaccharide oder Oligosaccharide (z. B. Glukose, Fruktose,
Sukrose und Honig), Polyole (z. B. Glycerin, Sorbitol und Polyethylenglykol) sowie
Lipide und Derivate (Phospholipide, Fettsauren und Tenside) als externe Weichma-
cher eingesetzt [Sot05, Kro02, Arv06, Ban66, Tal05, Orl03, Tan01, Iri01]. Die ent-
sprechenden Weichmacher werden gewdhnlich in Konzentrationen zwischen ca. 10
und 60 % bezogen auf die Trockenmasse abhangig von der Sprodigkeit bzw. Festig-
keit des Polymers sowie von herstellungs- und anwendungsspezifischen Anforde-
rungen eingesetzt [Gui95, Gha06, Suy05, Orl03].

Der Grof3teil der Weichmacher besitzt Hydroxylgruppen, die zur Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Biopolymer fuhren. Dies zieht eine Zunahme
des freien Volumens nach sich und erhéht damit die Flexibilitat der Filmmatrix. Die
Weichmacher unterscheiden sich dabei in der Anzahl an Hydroxylgruppen, besitzen
unterschiedliche Aggregatzustande (fest oder flissig) und differieren damit im Wir-
kungsgrad ihrer weichmachenden Eigenschaft [Kro02, Sot05, Suy05].

Bei hygroskopischen proteinogenen Materialien spielt der jeweilige Feuchtigkeitsge-
halt eine wichtige Rolle, der entscheidend von der relativen Luftfeuchte der Umge-
bung abhéngt. Wasser mit einer molekularen Masse von My = 18,02 g/mol stellt ei-
nen ausgezeichneten Weichmacher dar, der einen grof3en Einfluss auf die Eigen-
schaften des Produktes ausibt. Aus diesem Grund muss die Aufnahme von Wasser
bei hydrophilen Materialien Beriicksichtigung finden. Dartber hinaus ist bei Weich-
machern, die eine starker ausgepragte Hygroskopizitat besitzen als das Biopolymer
selbst, mit einer Verstarkung des Plastifizierungseffektes zu rechnen, wie es bei-
spielsweise bei Proteinfilmen mit Glycerin als Weichmacher der Fall ist [Sot05,
Ugr07, Jer07, Sha02, Yu06, Jan99, Mor00, Kim01].

Besonders bei Beschichtungen auf Proteinbasis kommen héaufig Lipide, wie u. a.
Fettsauren und Derivate, Lecithin, Ole und Wachse als Weichmacher zum Einsatz.
Diese non-polaren Substanzen stellen aufgrund ihrer Hydrophobizitat gute Barrieren
gegen Feuchtigkeit dar und verleihen dem Produkt zudem Glanz und steigern damit
die optische Attraktivitdt. Demgegeniber fihren lipidbasierte Weichmacher zu deut-
lich schlechteren mechanischen Eigenschaften hervorgerufen durch unzureichende
kohasive Strukturintegritat und als Resultat zu briichigen Materialien. Nichtsdesto-
trotz erzielen Lipide eine weichmachende Wirkung, die besonders bei Milchproteinen
und Weizen-Gluten zu beobachten ist [Bou08, Kes86, Cal97, Mor02, She97,
Gon94a, Khw04, Sot05, Han08, Tal05, Ave93, Tre00, Soh06].
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In der Literatur wird zudem Ubereinstimmend berichtet, dass Wachse eine signifikant
hohere Wasserdampfbarriere darstellen als andere Lipide, was einerseits auf die
starke Hydrophobizitat (keine oder nur geringe Anzahl an polaren Gruppen) und an-
dererseits auf ihre molekulare Organisation (dichte orthorhombisch-kristalline Anord-
nung senkrecht zur Richtung des Gasstromes) zurlckzufiihren ist. Ebenso wurde
eine Korrelation zwischen Wasserdampf- und Sauerstoffpermeabilitaten und der Li-
pid-Kettenlange sowie dem Grad der Uberséttigung festgestellt. Die Permeabilitaten
der Materialien reduzieren sich, wenn die Kettenlange der Lipide und der Grad der
Ubersattigung zunehmen [Cal97, Khw04, Gon94a, Mar02, Mar02a, Sch49].

Weiterfuhrende Studien haben zudem gezeigt, dass die Reduzierung der molekula-
ren Masse eines Polymers dessen Flexibilitdt steigern kann ohne einen negativen
Einfluss auf die Wasserdampfpermeabilitdt auszutiben. Die Abnahme der molaren
Masse reduziert die intermolekularen Kréfte entlang der Polymerketten und erhdht
damit das freie Volumen des Polymers [Sot05, Wyp04, Par93, Ayr97, Par02].

Der Auswahl eines geeigneten Weichmachers miissen neben dem Kostenfaktor wei-
tere Kriterien zugrunde gelegt werden, die in der Basis die Kompatibilitat, die Effizi-
enz sowie die Permanenz betreffen. Generell werden Weichmacher fur ein bestimm-
tes Proteinsystem als geeignet eingestuft, die durch eine chemisch ahnliche Struktur
eine ausreichende Kompatibilitdt zum Proteinnetzwerk besitzen. Zudem erweist sich
ein stark weichmachender Effekt bereits bei geringen Konzentrationen zur Verbesse-
rung von Prozess und Produkt als wichtiges Effizienzkriterium. Dariiber hinaus sind
Faktoren, wie z. B. molare Masse und Diffusionsrate des Weichmachers durch ihren
Einfluss auf die Wirkungspermanenz als Entscheidungskriterien mit einzubeziehen.
[Her08, Sot05, Wyp04, Jer07].

Im Rahmen dieser Arbeit werden drei Weichmachersysteme (Wasser, Glycerin und
PEG) untersucht, deren Eignung im Rahmen der Herstellung durch Losungsmittel-
und thermoplastische Verfahren als prozessunterstiitzende Substanzen sowie zur
Beeinflussung der Endprodukteigenschaften untersucht und evaluiert wird.

2.3.1.3 Kristallisation

2.3.1.3.1 Definition und Begriffsklarung

Die Kristallisation bezeichnet den Phaseniibergang einer oder mehrerer in einem
Losungsmittel, einem Gas oder einer Schmelze enthaltenen Komponenten in kristal-
liner Form. Dabei wird ein Stoff aus einem amorphen, flissigen oder gasférmigen
Zustand in eine feste geordnete Phase Uberfuhrt. Durch die gleichzeitige Wirkung
des Warme- und Stofftransports beim Phasenlibergang flissig-fest sowie mechani-
scher Einwirkungen (z. B. Sekundarkeimbildung und Agglomeration) auf die Korn-
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groRenverteilung des Kristallisates stellt die Kristallisation einen sehr komplexen
Prozess dar. Als eines der altesten angewandten industriellen Trennverfahren wird
die Kristallisation zur Gemischtrennung, Reinigung und Formgebung eingesetzt
[Wei93, Mul01, Hof04].

2.3.1.3.2 Kristallisationskinetik

Die Kiristallisation lasst sich kinetisch als ein zweistufiger Prozess bezeichnen, der
aus Keimbildung und Kristallwachstum besteht. Der Beginn des Kristallisationspro-
zesses, der die Ausbildung einer geordneten festen Phase aus einer flissigen oder
amorphen Phase darstellt, wird als Keimbildung bezeichnet und ruft neue Kristalle
hervor. Dabei lassen sich, wie in Abb. 2.4 dargestellt, Primér- und Sekundarkeimbil-
dung unterscheiden [Mul01, Wei93, Ulr02].

Keimbildung
I
| ]
. sekundar
primar (von arteigenen Kristallen hervorgerufen)
I
| ]
homogen heterogen
(spontan) (durch Fremdpartikel hervorgerufen)

Abb. 2.4: Keimbildungsmechanismen [Wei93]

Wenn in Abwesenheit von arteigenem Kristallisat Keime entstehen, wird der Begriff
primare Keimbildung gepragt. Die sog. Primarkeime kdnnen spontan durch homoge-
ne Primarkeimbildung entstehen oder durch Fremdpartikel hervorgerufen werden.
Letzteres erfolgt an Teilchen (Verunreinigungen) und an Flachen (Wéande, Ruhrer,
etc.) in Anwesenheit von Fremdkeimen und wird als heterogene Primarkeimbildung
bezeichnet. Die Bildung von Sekundarkeimen wird durch den Abrieb arteigener Kris-
talle initiiert, beispielsweise durch Kollision der Kristalle untereinander oder mit Ein-
bauten [Wei93, Mul01, Ulr02].

Voraussetzung fiir die Keimbildung ist eine Ubersattigung, bei der die Lésung ihren
Gleichgewichtszustand verlasst. Ein Stoff ist dementsprechend nur dann in der Lage
zu kristallisieren, wenn das System aus seinem Gleichgewicht gebracht wird [Wei93].
In Abb. 2.5 sind die Breite des metastabilen Bereiches und die verschiedenen Keim-
bildungsarten dargestellt.
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metastabiler Bereich

labiler Bereich

Uberlgslichkeitsk
erléslichkeitskurve Keimbildung:

primdr homogen
primér heterogen
sekundar

Konzentration

Léslichkeitskurve
(gesattigte Losung)

stabiler Bereich

Temperatur
Abb. 2.5: Der metastabile Bereich und Keimbildungsarten [Mul01, Mer01]

Unterhalb der Loslichkeitskurve befindet sich die Lésung in einem stabilen Bereich,
in dem aufgrund der Untersattigung keine Keimbildung mdglich ist. Die Loslichkeits-
kurve reprasentiert die Gleichgewichtskurve, auf der sich der Auflésungs- und Kristal-
lisationsprozess im Einklang befinden. Ein Uberschreiten der Loslichkeitskurve in
den metastabilen Bereich hinein fiihrt zu einer Uberséttigung der Losung. Der meta-
stabile Bereich wird am oberen Ende durch die Uberldslichkeitskurve begrenzt. Im
Vergleich zur Lo6slichkeitskurve ist die obere Grenze des metastabilen Bereiches
nicht thermodynamisch festgelegt, sondern abhangig vom Stoffsystem und den Pro-
zessparametern (Temperaturbereich, Geschwindigkeit der Ubersattigungsanderung
und Erschitterungen, Anwesenheit oder Abwesenheit arteigener Kristalle). Der labile
Bereich wird bei einer Uberschreitung der Uberloslichkeitskurve erreicht. Spontane
Keimbildung (prim&r homogen) tritt erst an der oberen Grenze des metastabilen Be-
reiches auf. Bei geringeren Ubersattigungen finden die heterogene Priméarkeimbil-
dung bei Fremdpartikeln im System und die sekundare Keimbildung bei Vorhanden-
sein arteigener Kristalle (z. B. Saatkristalle) statt [UIr02, Kas00, Mye02].

Wird die Ubersattigung aufrecht erhalten, so kénnen erzeugte Kristallkeime durch
Anlagerung weiterer Kristallbausteine zur Produktkorngréf3e heranwachsen. Das
Kristallwachstum erfolgt dabei in drei Teilschritten. Zunachst erfolgt der Transport der
Gitterbausteine aus der Losung an die Oberflache der Kristalle durch konvektiven
Stofftransport. Im Anschluss findet ein Transport der Gitterbausteine auf der Kristall-
oberflache bis zur Einlagerungsstelle, gefolgt von einer Einbaureaktion in das Kris-
tallgitter, statt. Zuséatzlicher Einfluss auf die Wachstumskinetik geht von dem Wéarme-
transport aus, der sich aus der Freisetzung der Kristallisationswérme beim Phasen-
ubergang fluid-fest und aus dem konvektiven Warmetransport ergibt [Kru93, Ulr02,
Mul01, Jon02, Wei93].
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Die wesentlichen Aspekte von Keimbildung und Kristallwachstum wurden in literari-
schen Quellen intensiv erdrtert und vertieft [MulO1, Hof04, Mer01, Mye02, Kas00].

Der Einsatz kristalliner Substanzen und/oder die Schaffung kristalliner Zonen stellt
ein innovatives und effizientes Verfahren zur Optimierung und Eigenschaftsbeein-
flussung proteinogener Produkte dar. Frohberg et al., 2008 [Fro08] konnten durch
den Zusatz kristalliner Substanzen und den Einbau dergleichen in die Proteinmatrix
wéahrend des Herstellungsprozesses die mechanischen Eigenschaften von Protein-
filmen deutlich verbessern und gleichzeitig den Einsatz externer Weichmacher nach-
haltig senken. Dartber hinaus kénnen Proteinfilme als Trager- und Freisetzungsma-
terialien fur kristalline Substanzen, z. B. Dungemittel in der Agrarwirtschaft oder
pharmazeutische Wirkstoffe in der Biomedizin fungieren und damit einen erheblichen
Produktmehrwert schaffen [Fro08, Fro09].

2.4 Analytik

2.4.1 Optik und Organoleptik

Die optischen Eigenschaften von proteinogenen Filmen und Folien bestimmen das
aulRere Erscheinungsbild und tragen wesentlich zum Image des Produktes bei. Zu
den wichtigsten Eigenschaften zéahlen neben Form und Abmessungen, die anwen-
dungsspezifische Anforderungen erfulllen mussen, vor allem Glanz und Transparenz
bzw. Farbgebung. Des Weiteren sind jene organoleptischen Eigenschaften von Be-
deutung, welche die Produkte nach Geruch, Geschmack und Tastgefuhl charakteri-
sieren und besonders bei essbaren Proteinfolien und Beschichtungen zum Tragen
kommen. Optik und Organoleptik zahlen zu den funktionalen Eigenschaften und
wurden in Kapitel 2.1.5.1 entsprechend eingeordnet.

Die optischen Eigenschaften sind in erster Linie materialbedingt, aber auch die
Technologie des Herstellungsverfahrens, z. B. Walzenbeschaffenheit, Abkuhlvor-
gang und Nachbehandlungen in Form von Wickeln oder Schneiden sowie der Zusatz
von Additiven gelten als Einflussfaktoren [Tim05, Nen06, RauOla, Esp06].

Die Produkte aus den Versuchen im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen anhand
der genannten Eigenschaften subjektiv und objektiv tber Messverfahren beschrieben
und bewertet werden.

2.4.2 Mechanische Produkteigenschaften

Die Bestimmung von Kennwerten zur Charakterisierung der Produkteigenschaften
erfolgt Uber Werkstoffprufverfahren, die entsprechende Kenngré3en von Probekdr-
pern unter mechanischer, thermischer oder chemischer Beanspruchung ermitteln.

Zu den wichtigsten funktionalen Eigenschaften von Proteinfilmen und -folien, die in
Kapitel 2.1.5.2 ausfuhrlich beschrieben wurden, zahlen die mechanischen Kennwer-
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te. Diese werden unter standardisierten Bedingungen mittels Zugversuch ermittelt
[Nen06]. Das resultierende Spannungs-Dehnungs-Diagramm dient zur Bestimmung
der Festigkeits- und VerformungskenngréRen von Werkstoffen und ist in Abb. 2.6
beispielhaft dargestellt.

Om
Os

Spannung [MPa]

Ev €
Dehnung [%]

Abb. 2.6: Spannungs-Dehnungs-Diagramm mit typischem Verlauf bei zahem Werkstoffverhalten mit
vorhandener Streckgrenze [DIN96]

Die entsprechenden Grol3en werden in den nachfolgenden Ausfiihrungen erlautert
und arithmetisch charakterisiert.

2.4.2.1 Zugfestigkeit

Die Zugfestigkeit oy beschreibt die Maximalspannung, die der Probekdrper wahrend
eines Zugversuchs tragt und wird in Megapascal (MPa) angegeben. Die Span-
nungswerte werden dabei auf Grundlage der Anfangsquerschnittsflache des Probe-
korpers berechnet [DIN95, DIN96].

On = Ll Gl. 2-1
A

mit  Owm Zugfestigkeit

F max. gemessene Kraft

Ao Anfangsquerschnittsflache des Probekdrpers,

und Ay=b-h Gl. 2-2
mit b Breite des Probekorpers

h Hb6he des Probekorpers [DIN9G].

Die Angabe der Zugfestigkeit bei Folien erfolgt zumeist in Langs- und Querrichtung
bezogen auf die Extrusionsrichtung, da diese Grol3e beispielsweise durch eine
Verstreckung bei einem Folienabzug am Extruderausgang wesentlich beeinflussbar
ist [Nen06].
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2.4.2.2 Bruchdehnung

Die Dehnung stellt die Fahigkeit eines Materials zur Ausdehnung unter Belastung dar
[Nen06]. Diese ist definiert als die auf die urspriingliche Lange bezogene Anderung
der Messlange. Es gilt dabei zwischen der Dehnung bei Maximalspannung €y und
Dehnung bei Bruchspannung €g zu unterscheiden. Erstere beschreibt die Dehnung
bei Maximalspannung, wenn diese ohne oder im Streckpunkt auftritt. Die Bruchdeh-
nung beschreibt die Dehnung bei der Bruchspannung, wenn der Bruch vor Erreichen
eines Streckpunktes stattfindet [DIN95]. Fur die Charakterisierung der Dehnung wird
einheitlich die Bruchdehnung ¢z fur alle Probekérper herangezogen.

Die Angabe der Dehnung erfolgt als Prozentsatz (%) bezogen auf die urspriingliche
Lange [DIN96].

58:100-ﬁ Gl. 2-3
0
mit &g Dehnungswert bei Bruchspannung
Lo Messlange am Probekérper
ALp Vergro3erung der Probekorperlange zwischen den Messmarken

[DIN96].

2.4.2.3 Elastizitatsmodul aus dem Zugversuch

Der Elastizitatsmodul (E-Modul) E; ist definiert als Verhaltnis von Spannungs- zu dem
entsprechenden Dehnungsunterschied und wird in Megapascal (MPa) angegeben.
Das E-Modul dient der Messung der internen Steifheit einer Folie [Din96, Che95].

E=22"% Gl. 2-4
&, &
mit  E; Zugmodul
01 beim Dehnungswert €, = 0,0005 gemessene Spannung
02 beim Dehnungswert €, = 0,0025 gemessene Spannung [DIN96].

Bei rechnergestitzten Prifeinrichtungen kann die Ermittlung des E-Moduls Uber zwel
ausgewahlte Spannungs-/Dehnungswerte erfolgen, indem eine lineare Regression
auf dem Kurvenbereich zwischen diesen ausgewdahlten Punkten durchgefuhrt wird
[DIN95].

2.4.3 Biochemische Analyseverfahren
2.4.3.1 Enzymatische Aktivitat

2.4.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Das Prinzip der Elektrophorese beruht auf einem elektrischen Gleichstromfeld, in
dem geladene Moleklle und Partikel jeweils in die Richtung der Elektrode mit entge-
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gengesetztem Vorzeichen wandern. Dabei bewegen sich verschiedenartige Molekiile
und Partikel eines Gemisches in wassriger Losung aufgrund verschiedenartiger La-
dungen und Massen mit unterschiedlicher Geschwindigkeit und werden dabei in ein-
zelne Fraktionen aufgetrennt. Bei der Elektrophorese kommt ein homogenes Puffer-
system zum Einsatz, das eine pH-Wert-Konstanz lber die gesamte Trenndistanz
gewahrleistet. Die Methodik wird zur qualitativen Charakterisierung einer Substanz
oder eines Substanzgemisches, zur Reinheitsprifung, fur Gehaltsbestimmungen und
fur praparative Zwecke eingesetzt [Wes90, Mic95, Bla91, Eck97].

Zur Vermeidung von Diffusionseffekten finden die Elektrophoresen in Gelen als Tra-
germatrix statt, die neben Agarose hauptsachlich aus Polyacrylamid bestehen. Um
das Protein in seine Untereinheiten aufzuspalten, wird Natriumdodecylsulfat (SDS)
zugesetzt, was die Sekundar-, Tertiar- und Quartarstrukturen der Proteine durch Auf-
spalten der Wasserstoffbriicken und durch Streckung der Molekule auflést. Zudem
werden Disulfidbriicken durch die Zugabe von Mercaptoethanol oder Dithiothreitol
reduziert. Durch die Beladung mit der anionischen Detergenz SDS werden die Eigen-
ladungen von Proteinen so effektiv tberdeckt, dass anionische Mizellen mit konstan-
ter Nettoladung pro Masseneinheit entstehen. Durch das gleiche Ladungs-Masse-
Verhéltnis hangt die Wanderung im elektrischen Feld nicht mehr von der Ladung der
Proteinuntereinheiten ab, sondern nur noch von der Proteingrof3e. Bei der SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese ergibt sich eine lineare Beziehung zwischen dem
Logarithmus der jeweiligen Molekulargewichte und den relativen Wanderungsstre-
cken der SDS-Polypeptid-Mizellen [Bol96, Wes90, Eck97].

Die SDS-PAGE kann deshalb dazu verwendet werden, das Molekulargewicht eines
Proteins zu bestimmen. Dabei wird neben dem zu untersuchenden Protein eine Pro-
be von Proteinen mit bekanntem Molekulargewicht, der sog. Proteinmarker, aufge-
tragen. Mithilfe einer Eichgeraden und dem Vermessen der Laufstrecke der zu unter-
suchenden Proteine konnen die jeweiligen Molekulargewichte berechnet werden
[Mic95, Eck97, Bla91].

Diese Methodik findet im Rahmen der vorliegenden Arbeit vorrangig zum Nachweis
einer enzymatisch katalysierten Quervernetzung der eingesetzten Proteinsysteme
Anwendung und ist damit zur vergleichenden Bewertung der Reaktionseffizienz zwi-
schen verschiedenen Herstellungsverfahren und Proteinen zu verstehen.

2.5 Statistische Versuchsplanung

2.5.1 Ausgangspunkt und Grundidee

Jede angewandte Wissenschaft bedient sich des Experimentes als Mittel zur Er-
kenntnisgewinnung im weitesten Sinne, sei es zur Forschung, zur Untersuchung
neuer Sachverhalte oder bei der Kontrolle und Steuerung von Ablaufen. Dabei mis-
sen jeder experimentellen Untersuchung eine genaue Problemstellung und eine ent-
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sprechende Zielsetzung zugrunde liegen. Haufig wird zur Lésung letzterer eine wohl-
definierte, endliche Menge an Versuchen durchgefuhrt, ausgewertet und beurteilt.
Anhand dieser Ergebnisse werden dann weiterfiihrende Uberlegungen angestellt.
Jedoch fuihren einschrankende Vorgabewerte fur Zeit und Kosten zu einer unbefrie-
digenden Beurteilung dieser Vorgehensweise. Durch das Bestreben, die gewtinsch-
ten oder erforderlichen Erkenntnisse aus der experimentellen Untersuchung mit mog-
lichst geringen Versuchsaufwand zu gewinnen, gehen die Bemuhungen hin zu einer
mathematisch-statistischen Prazisierung der Problemstellung, infolge derer, die zu
untersuchenden Grol3en und Bedingungen festgelegt werden. Mit dem Ziel der Sys-
tematisierung und Rationalisierung der Empirie bietet die statistische Versuchspla-
nung ein wertvolles Hilfsmittel fir die Gestaltung von Experimenten [Sch97, Kle09,
MonQ9].

2.5.2 Definition und Vorgehensweise

Die statistische Versuchsplanung (auch DoE = Design of Experiments) stellt eine
effiziente Methode zur Erfassung und reproduzierbaren Bewertung des Effekts von
EinflussgréRen auf Zielgré3en dar. In der Praxis wird von statistischer Versuchspla-
nung gesprochen, wenn in einem gegebenen Sachverhalt verschiedene konkurrie-
rende Moglichkeiten fir Experimente zur Verfligung stehen. Erfolgt die Auswahl die-
ser beobachtbaren Zufallselemente nach einem gegebenen Optimalitatskriterium, so
handelt es sich um eine statistisch optimale Versuchsplanung [Ban94, MukO06].

Die Einflussgrol3enbewertung erfolgt mithilfe mehrfaktorieller Regressionsmodelle,
welche einen Bewertungsformalismus darstellen, Giber dessen Ergebnisse kein Streit
madglich ist. Im Gegensatz zur klassischen Versuchsmethodik, welche die moglichen
EinflussgréRen nacheinander untersucht (,one factor at a time*), werden bei der
DoE-Vorgehensweise mehrere Faktoren in einem Versuchsplan in systematischer
Weise parallel variiert. Dabei stellt die Ausgewogenheit der Versuchsplane sicher,
dass sich die Einflisse der verschiedenen Faktoren tatsachlich auch trennen lassen.
Weitere entscheidende Vorteile gegentber der klassischen Vorgehensweise lassen
sich wie folgt identifizieren:

= systematische Planung und programmiertes Vorgehen,

= Modellierung und Optimierung experimenteller Versuche und

= Einsparung von Forschungsaufwand und damit auch von Zeit und Kosten
[Muk06, Kle09].

Die statistische Versuchsplanung ist immer dann anwendbar, wenn:

= die Werte bestimmter Einflussgro3en fur das Optimum oder fir entsprechende
ZielgréRen ermittelt werden sollen,
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= die Abhangigkeit zwischen Einfluss- und Zielgréf3e erfasst werden soll,

= die grundsatzlichen physikalischen oder chemischen Zusammenhange unbe-
kannt sind und

= eine grof3e Anzahl von Variablen zu untersuchen bzw. die Versuche sehr auf-
wendig sind [Muk06, Mon09].

Im Gegenzug ist die statistische Versuchsplanung nur bedingt fur Grundlagenunter-
suchungen angebracht, bei der nichtstatistische funktionelle Zusammenhénge ermit-
telt werden sollen, da diese die DoE-Vorgehensweise nicht liefern kann. Zudem ist
ihre Anwendung nicht sinnvoll, wenn der Versuchsaufwand gering ist und die Ermitt-
lung der Ergebnisse wenig Aufwand erfordert [Sch97, Kle09, Mon09].

2.6 Wissenschaftliche Problemstellung

Biologisch abbaubare, nicht giftige und kompostierbare Materialien gelten als vielver-
sprechende Innovation fir verschiedenste Wirtschaftszweige. Begunstigt durch eine
weltweit strengere Umweltgesetzgebung, ein verstarktes Umweltbewusstsein der
Verbraucher, die Verknappung konventioneller, erddlbasierender Materialien und
derer hohen preislichen Volatilitaten verbunden mit stark expandierenden Kapazita-
ten ist mit einer deutlichen Ausweitung des Marktvolumens insbesondere fiir Bio-
kunststoffe zu rechnen.

Basierend auf dem geschilderten Grundlagenwissen Uber proteinbasierte Materia-
lien, deren Herstellung, Eigenschaften und Einsatzmdglichkeiten, kbnnen im Wesent-
lichen drei Punkte abgeleitet werden, die fir eine Ausschdpfung der vorhandenen
Marktpotenziale von essentieller Natur sind:

1. Kostenvorteile durch die Etablierung eines standardisierten massenproduktféahigen
Herstellungsverfahren flr Proteinmaterialien,

2. Angemessene, anwendungsspezifische funktionale, physikalische und chemische
Produkteigenschaften und

3. Veredelung und Mehrwertschaffung vorhandener Produkte.

Bisherige Forschungs- und Entwicklungsbestrebungen konnten die genannten kom-
plexen Problemstellungen nicht in hinreichende Lésungen Uberfiihren, die wirtschaft-
lichen und gesellschaftlichen Anforderungsprofilen gentigen. Diese sind primar in der
Dominanz und dem Erfolg synthetischer, auf fossilen Rohstoffen basierender Pro-
dukte begrindet und bremsen den Markterfolg durch nicht erfullte Erwartungshaltun-
gen.
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Verantwortlich fir den Siegeszug synthetischer Massenkunststoffe in den vergange-
nen 50 Jahren war neben der verlasslichen Rohstoffbasis, den vielseitigen Einsatz-
maoglichkeiten durch gute funktionale Eigenschaften vor allem die thermoplastische
Verarbeitung ein ausschlaggebender Faktor. Erst standardisierte Herstellungsverfah-
ren ermoglichten eine effiziente, kostenginstige und umweltfreundliche Produktion
von Kunststoffen als Massenwaren.

In Anlehnung an die genannten limitierenden Faktoren fir einen wirtschaftlichen Er-
folg und eine nachhaltige Verbraucherakzeptenz ergeben sich fiir die vorliegende
Arbeit die folgenden wissenschaftlichen Problemstellungen:

1. Entwicklung eines kontinuierlichen Herstellungsverfahrens durch Modifikation von
Anlagen und Prozessen der traditionellen Kunststoffindustrie,

2. Gezielte Beeinflussung von funktionalen Eigenschaften des Endproduktes durch
physikalische, chemische und enzymatische Methoden und

3. Veredelung und Mehrwertschaffung durch Funktionsbereicherung der Produkte.

Aus den genannten Punkten ergibt sich eine konkretisierte Zielstellung, die nachfol-
gend eine Beschreibung mit grundlegenden Produkt- und Prozessinnovationen fin-
det.

Auf der Basis einer etablierten Herstellungs- und Verarbeitungstechnologie fir syn-
thetische Polymere, der Extrusion, soll zunachst die Eignung von Proteinsystemen
fur eine thermoplastische Verarbeitung von Proteinen zu Filmen, Folien und Be-
schichtungen im Rahmen einer Machbarkeitsstudie untersucht werden. Eine an-
schlieBende Optimierung der anlagen- und verfahrenstechnischen Parameter soll
einen Beitrag zur Etablierung und Standardisierung des Herstellungsverfahrens leis-
ten. Darlber hinaus sollen Methoden entwickelt und angewendet werden, um die
physikalischen Eigenschaften der Produkte einer zielgerichteten Optimierung zu un-
terziehen. In diesem Zusammenhang finden physikalische, chemische und enzyma-
tische Behandlungen vor, wéhrend und nach der Herstellung entsprechend Anwen-
dung. Durch die zusétzliche Schaffung produkt- und prozessflankierender Innovatio-
nen sollen die Endprodukte funktional verbessert, veredelt und aufgewertet werden.
Dazu werden neuentwickelte Strategien vorgestellt, zu denen die Integration einer
enzymkatalysierten Reaktion in den Extrusionsprozess und der Einbau kristalliner
Substanzen in die Proteinmatrix gehoren.

Damit soll ein Beitrag zur Funktionsvielfalt und Akzeptanz proteinogener Produkte in
Wirtschaft und Gesellschaft geleistet werden, mit der Zielsetzung einer nachhaltigen
Etablierung und Verbreitung von Biopolymeren als Substitutions- oder Komple-
mentarprodukte fur synthetische Kunststoffe.
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3 Materialien

3.1 Proteine

3.1.1 Natrium-Caseinat

Casein (lat. caseus = Kase) ist ein Protein, dass aus Kuhmilch gewonnen wird. Ca-
seine konnen in die Untereinheiten as;-, as-, B- und kK - Casein eingeteilt werden, die
im Verhaltnis von etwa 4:1:4:1 ca. 80 % des gesamten Milchproteins reprasentieren
[Jos07, Fox04, Che02, Mar07a, Dal97]. Dabei unterscheiden sich die verschiedenen
Typen im Molekulargewicht (19 bis 25 kDa) sowie in ihrer Hydrophobizitat, besitzen
aber die gleiche allgemeine molekulare Struktur, die in Abb. 3.1 dargestellt ist
[Che02, MarQ7a].

NH—CH—|C|‘,
O

Abb. 3.1: Allgemeine Struktur der Caseine [Mar07a]

Molkenproteine und die entsprechenden Untereinheiten (Lactalbumin und -
Lactoglobulin) stellen mit ca. 20 % Anteil die zweite Proteinfraktion in der Kuhmilch
dar [Fox04, Jos07, Bon06, Vaz03].

Die chemischen und physikalischen Eigenschaften von Caseinen wurden bereits in
vielen Studien umfangreich charakterisiert [Bru81, Fox98, MarO7a, Che02].

Caseine sind hauptséchlich Phosphoproteine und enthalten ca. 0,85 % Phosphor.
Die organischen Phosphatresiduen im Casein bilden sog. Phosphatzentren, die eine
deutlich negative Ladung bei neutralem pH-Wert besitzen und somit Calciumionen
stark binden. Es wird allgemein davon ausgegangen, dass diese strukturelle Beson-
derheit fur die gute thermische Stabilitdt der Caseine verantwortlich ist [Che02,
Dal97, MarO7a]. Die hohe Resistenz gegenuber thermischer Beanspruchung ist fur
die Entwicklung eines kontinuierlichen Herstellungsverfahrens von grofRer Bedeu-
tung.

Caseine weisen zudem wenige Sekundar- und Tertiarstrukturen auf, da der ver-
gleichsweise hohe Anteil der Aminosaure Prolin die a-Helices und die B-Faltblatter
teilweise aufhebt [Fox98]. Der offene, flexible und mobile Aufbau der Caseinmolekii-
le, auch bezeichnet als offene Ringstruktur, fordert die Ausbildung von Filmen durch
intermolekulare Wasserstoffbriicken- und elektrostatische Bindungen sowie durch
hydrophobe Interaktionen [Che95, Che02, Fox98, Cha04, McH94, Khw04].
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Filme und Beschichtungen werden hauptsachlich aus kommerziell verfigbaren Ca-
seinaten gewonnen. Die Herstellung von Caseinaten bzw. denaturiertem Casein er-
folgt durch eine Saurefallung mit anschlielRender Neutralisierung mittels Calciumhy-
droxid, Kaliumhydroxid oder Natriumhydroxid und abschlielender Spruhtrocknung
der Caseinate [Che02, Cha04, Vaz03, Fox98, Mar07a, Lyn97].

Vorrangig kommen Natrium-Caseinate (NaCas) zum Einsatz, da diese eine allge-
mein hoéhere Loslichkeit sowie bessere funktionale Charakteristiken besitzen als die
Caseine [McH94, Cha04].

In der vorliegenden Arbeit wurde das kommerziell verfigbare Produkt Natrium-
Caseinat der Bayerischen Milchindustrie eG (BMI) fur die Experimente verwendet,
welches It. Herstellerangaben wie folgt zusammengesetzt ist: 88 % Protein, 1,5 %
Fett, 0,2 % Lactose, 4,5 % Asche und 6 % Wasser [BMI09].

3.1.2 Erbse

Erbsen (Pisum sativum), zur Gruppe der Leguminosen (Hulsenfriichte) gehdrend,
stellen durch ihren vergleichsweise hohen Proteingehalt und ihre vorteilhafte Amino-
saure-Zusammensetzung aus erndhrungsphysiologischer Sicht eine attraktive Quelle
fur pflanzliche Proteine dar [Gue83, Cho0O1, Pat74, Hor89]. Fur die Extraktion der
enthaltenen Proteine kommen in erster Linie verschiedene Sorten von Kdrnerlegumi-
nosen zum Einsatz, die sich in ihren Inhaltsstoffen teilweise deutlich unterscheiden
[Wu05, Gue83, Mar98, Cho01, Pat74]. In Tab. 3.1 ist ein Uberblick tiber die Inhalt-
stoffe von technisch relevanten Leguminosen gegeben.

Tab. 3.1: Nutritative Inhaltsstoffe ausgewéhlter Kérnerleguminosen; TM=Trockenmasse [Mar98,
Pat74, Gue83, Wu05]

Bezeichnung Protein Fett Kohlenhydrate
[0/100 g TM] [g/100 g TM] [9/100 g TM]

Felderbse 25,7 1,4 53,7
Kichererbse 22,7 5,0 54,6
Sojabohne 39,0 19,6 7,6
Gartenbohne 241 1,8 54,1
Sau-(Pferde-) Bohne 26,7 2,3 44,8

Erdnuss 27,4 50,7 9,1

Linse 26,6 1,6 57,6

Die Proteinfraktionen der Hulsenfriichte liegen im Bereich zwischen 22,7 und 27,4 %.
Einzig die Sojabohne besitzt einen Anteil von 39 % bezogen auf ihre Trockenmasse.
Die Hauptproteinfraktion stellen dabei die Globuline dar (> 80 % des Gesamtprote-
ins), wahrend Albumine nur in einem geringen Umfang zu finden sind [ChoO1,
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Gue83]. Die Gewinnung von Proteinen aus der Frucht erfolgt im Allgemeinen durch
eine alkalische Extraktion gefolgt von einer isoelektrischen Prazipitation. Der Extrak-
tionsprozess fuhrt zu Protein-Isolaten mit einem durchschnittlichen Proteingehalt
zwischen 90 und 95 % sowie eine Proteinausbeute in Gréf3enordnungen zwischen
60 und 65 % bezogen auf den Gesamtproteininhalt der jeweiligen Hulsenfrucht
[Sch07, Vir00, Cho01, Gue83, Vo0s80, Sat81, TomO01].

Kommerziell verfigbares Erbsenprotein-Isolat besitzt sensorische Eigenschaften, die
sich in einer creme- bis gelb-braunlichen Farbung sowie einem neutralen Ge-
schmacksprofil des pulverférmigen Proteins duf3ern. Die Wasseraufnahmekapazitét
betragt das 2,7 bis 2,8fache ihres Eigengewichtes bei einem pH-Wert von 7 [Vos80,
Gue8a3].

Besonders durch die filmbildenden Eigenschaften dieses pflanzlichen Vertreters
steht Erbsenprotein neben dem tierischen Vertreter Natrium-Caseinat ebenfalls im
Fokus der verfahrenstechnischen Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit. Das
Potenzial von Erbsenprotein zur Herstellung von biologisch abbaubaren und/oder
essbaren Filmen und Beschichtungen, vorrangig fur Anwendungen in der Lebensmit-
telindustrie, konnte bereits in einigen Studien nachgewiesen werden [ChoO1, Vir00,
Gue96, Jan99, Jan99a]. Weiterhin wurde von einer deutlichen Verbesserung der in
vivo — Verdaubarkeit berichtet, wenn eine thermische Behandlung des Erbsenprote-
ins erfolgt, wie es beispielsweise bei einer Extrusion der Fall ist [Sch07, Fon99,
Bur00, Ste07, Le05]. Dies steigert die Attraktivitdt im Bereich von essbaren Filmen,
Folien und Beschichtungen zusatzlich und verbessert die Einsatzmdglichkeiten fur in
vivo — Applikationen.

Fur die nachstehenden Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde
Erbsenprotein-lsolat (PPI) der Emsland Starke GmbH, Emlichheim, Deutschland
verwendet.

3.1.3 Gelatine

Das tierische Protein Gelatine wird durch chemisch-thermische Verfahrensschritte
aus der Proteinfamilie der Kollagene gewonnen, die in Haut, Knochen, Sehnen und
Bindegewebe von tierischen und menschlichen Organismen enthalten sind. Abhan-
gig vom Rohmaterial, der Vorbehandlung und den Extraktionsparametern zeigt Gela-
tine abhangig vom Grad der Hydrolyse eine polydisperse Molmassenverteilung bei
mittleren Molmassenbereichen zwischen 30.000 und 300.000 g/mol. Grundsatzlich
besteht Gelatine aus 18 linear verknupften Aminosauren, die in langen geordneten
Ketten ausgerichtet sind. Ihre Triple-Helix-Struktur besteht aus zwei identischen Ket-
ten, bezeichnet als a; und a, [Sch07a, Bab96, Bab00, Kum03, Kee03].
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Marktibliche Gelatine ist ein glasartig-brichiger und leicht gelblicher Feststoff, der
sich durch seine weitgehende Geschmacks- und Geruchslosigkeit auszeichnet. Die-
ser wird kommerziell in unterschiedlichen Formen von grof3en Granulaten bis hin zu
feinen Pulvern angeboten und enthalt im trockenen Zustand ca. 9 — 13 % Feuchtig-
keit. Technische Gelatine wird hauptséchlich tGber die Gelierkraft und die Viskositat
charakterisiert. Erstere wird Uber den Bloom-Index, benannt nach dessen Erfinder
Oscar T. Bloom beschrieben und ist Ausdruck fur die Gallertfestigkeit, welche tber
die Deformationsresistenz bei definierten Bedingungen gemessen wird. Die Bloom-
Werte liegen im Allgemeinen zwischen 50 und 300 und symbolisieren mit einem An-
stieg eine Zunahme der Gelierkraft. Die Viskositét einer Gelatinelésung hangt wiede-
rum von der Gelierkraft, der Gelatinekonzentration, der Temperatur und dem pH-
Wert ab. Wassrige Gelatinelosungen zeigen gewo6hnlich oberhalb von 40 °C ein
Newton‘sches Verhalten [Kee03, Sch07a, Bab96].

Die Bezeichnung Gelatine wird seit tber 1700 Jahren verwendet und stammt von der
lateinischen Bezeichnung gelatus = gefroren ab. Dies deutet auf eine der wichtigsten
Eigenschaften der Gelatine hin, der Ausbildung thermo-reversibler Gele in Verbin-
dung mit Wasser, die sog. Sol/Gel-Umwandlung. Weitere funktionale Eigenschaften
konnen wie folgt zusammengefasst werden:

= Texturbildung,

= Verdickung und Wasserbindung,

= Emulsionsbildung und -stabilisierung,

* Filmbildung,

» Adhé&sion/Kohasion und

» Schutzkolloid [Bab00, Kee03, Sch07a].

Der Auswahl des Modellproteins Gelatine fir die vorliegende Arbeit liegen im We-
sentlichen zwei Uberlegungen zu Grunde. Zum Ersten konnten die filmbildenden Ei-
genschaften bereits umfassend nachgewiesen und evaluiert werden, was eine her-
vorragende Grundlage fur einen Vergleich im Rahmen der Einflussermittiung geziel-
ter Modifikationen durch kristalline Substanzen und enzymatische Reaktionen auf die
Produkteigenschaften gewéhrleistet. An den geplanten Modifikationen ankntpfend
stellt Gelatine zum Zweiten durch seine Aminosaurezusammensetzung ein geeigne-
tes Substrat fur eine Quervernetzung durch das Enzym mikrobielle Transglutaminase
dar. Dieser Umstand erlaubt die Untersuchung von kombinierten Modifikationen auf
die funktionalen Eigenschaften von Gelatineprodukten [Bab00, SchO7a, Arv97,
Cha06, Cao09, WanQ9, Szt08, Tho05].
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Fur die durchgefuhrten Versuche wurde Gelatine, GELITA AG, Eberbach, mit einem
Bloom-Wert von 280 und einem mittleren Molekulargewicht von ~ 147.000 g/mol
verwendet.

3.2 Enzyme

3.2.1 Transglutaminase

3.2.1.1 Einfuhrung und Reaktionsmechanismus

Transglutaminasen (TG) reprasentieren eine Gruppe von Enzymen (Protein-
Glutamin y-Glutamyltransferase, EC 2.3.2.13), welche eine kovalente Verknipfung
von Proteinen und Peptiden katalysieren [Zhu08, Arr07, DeJ02]. Als Reaktion wird
ein Acyltransfer zwischen einer y-Carboxyamid-Gruppe eines protein- oder
peptidgebundenen Glutamins und der e-Aminogruppe eines Lysinrestes katalysiert,
welcher zur Entstehung einer e-(y-Glutamyl) Lysin-Isopeptidbindung fuhrt [Seg02,
PflO5, Kas02]. Der entsprechende Reaktionsmechanismus ist in Abb. 3.2 dargestellit.

X, S

RNH 0 HNY)

TG
NH,*
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I

Abb. 3.2: Reaktionsschema von Transglutaminasen (TG). Bildung einer e-(y-Glutamyl-)-Lysin-
Isopeptidbindung zwischen einer y-Carboxyamid-Gruppe eines proteingebundenen Glutaminrestes
und einer e-Aminogruppe eines proteingebundenen Lysinrestes

Transglutaminasen sind weit verbreitet und haben ihren Ursprung in Bakterien, Tie-
ren und Pflanzen und sind flr eine Vielzahl an biologischen Funktionen notwendig
[Grif02, Lor03, Jar06]. Bis Ende der 1980er Jahre konnten kommerzielle Transglut-
aminasen nur aus Tierhauten und besonders aus Meerschweinchenleber gewonnen
werden und haben den Nachteil der Calciumabhéangigkeit fir ihre Aktivitat. Im Ge-
gensatz zu den tierischen oder pflanzlichen Transglutaminasen handelt es sich bei
mikrobiellen Transglutaminasen (MTG) um monomere und Ca®" - unabhéngige En-
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zyme [Arr07, Jar06, Zhu08, Mar05]. Die Vorteile der MTG liegen neben der Calcium-
unabhangigkeit vor allem in der geringeren Substratspezifizitat sowie der hohen
Thermostabilitdt und haben die Mdglichkeit einer kostengiinstigen Massenproduktion
durch traditionelle Fermentationsprozesse ertffnet. Dies fuhrte zu einer schnellen
Verbreitung des Enzyms fur vielfaltigste industrielle Anwendungen [Jar06, KurO1,
Zhu05, Zhu08, DeJ02, Shi02].

Mikrobielle Transglutaminase besteht aus einer einzelnen Polypeptidkette mit einer
Molmasse von 37,9 kDa und einem isoelektrischen Punkt von 8,9. Die dreidimensio-
nale Struktur ist in Abb. 3.3 dargestellt. Das Enzym weist eine scheibenartige Form
mit einer zentralen B-Faltblattstruktur auf, die an drei Seiten von a-Helices umgeben
ist. Das fir die katalytische Aktivitat verantwortliche Cys-64 befindet sich im Zentrum
der Substrattasche [Kas02, Jar06, ArrQ7].

Abb. 3.3: Dreidimensionale Struktur der mikrobiellen Transglutaminase aus verschiedenen Perspekti-
ven [Kas02]

Mikrobielle Transglutaminase besitzt eine hohe Aktivitat Gber einen weiten pH- und
Temperaturbereich hinweg. Der pH-Wert-Bereich fur optimale Reaktionsbedingun-
gen liegt zwischen 5 und 8, der Temperaturbereich zwischen 45 bis 55 °C. Eine Inak-
tivierung erfolgt bei Temperaturen héher als 60 °C [Aji09, Lu03, Yok04]. Die jeweili-
gen Aktivitatsbereiche kdnnen der Abb. 3.4 entnommen werden.
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Abb. 3.4: Optimale Reaktionsbedingungen von ,ACTIVA® WM¥, Ajinomoto, optimaler Temperaturbe-
reich (o. I.), optimaler pH-Wert-Bereich (o. r.) sowie thermische Stabilitat und Inaktivierung (u.); ange-
passt nach Ajinomoto, 2009 [Aji09]

0

MTG ist kommerziell bei der Ajinomoto Foods Deutschland GmbH unter dem Han-
delsnamen ,ACTIVA® WM* erhéltlich und wurde fiir die Versuche in der vorliegenden
Arbeit verwendet. In zahlreichen Studien konnte zudem nachgewiesen werden, dass
die mikrobielle Transglutaminase Quervernetzungsreaktionen in den gewahlten Mo-
dellproteinsystemen in einem sehr zufriedenstellenden Umfang katalysiert und des-
halb als Biokatalysator fir die Versuche Uberaus geeignet erscheint [Par07, Sha08,
Mar07, Cla07, Tan05, Tan06, ORz06, Cha06, deK02, Lor98, Lor00, Far97, Non92].

3.2.1.2 Industrielle Anwendungen

Die Quervernetzung von Proteinen durch Transglutaminasen zeigt einen deutlichen
Einfluss auf die physikalischen und chemischen Eigenschaften des jeweiligen Pro-
duktes. Die Etablierung zusatzlicher kovalenter Bindungen durch das Enzym erweist
sich als vielversprechender Weg zur Verbesserung der funktionalen Eigenschaften
und eréffnet vielfaltigste Einsatzbereiche in der Lebensmittel-, Textil- und Kosmetik-
industrie sowie fur medizinisch-pharmazeutische Anwendungen [Arr07, Jar06]. Zu
den wichtigsten beeinflussbaren Eigenschaften zahlen Ldslichkeit, Wasserbindever-
maogen bzw. Emulgierkapazitat, Schaumverhalten, Viskositat, Elastizitat und Gelbil-
dungsverhalten, die sich im Detail wie folgt auf die Proteinfunktionalitdt auswirken
[Jar06]:
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= Verbesserung der Gelbildungseigenschaften [Zhu08, Jar06, B6n06, Li04, Non92,
Sch00],

= Stabilisierung von Emulsionen und Schaumen [Jar06, Li04, Bon06],

» Erhohung der Viskositat (bei Quervernetzung von Casein oder Molkenproteinen)
[BOn06, Lau0l, Lor00, Arr07],

» Verbesserung der Hitzestabilitat (Molkenproteindenaturierung und Gelatine)
[BOn06, Bon04, Jar06],

= Verbesserung von Wasserbindekapazitat und pH-Loslichkeit [B6n06, Yil98].

Besonders deutlich wird das biotechnologische Potenzial durch die Vielzahl an Pa-
tenten und Verdoffentlichungen reflektiert, die diese Enzymgruppe und entsprechende
Anwendungsfelder betreffen [Gri02, Nie95]. Erste Bestrebungen fir eine industrielle
Anwendung von tierischen Transglutaminasen zielten auf die Modifizierung von Pro-
teinen aus dem Lebensmittelsektor ab, um die rheologischen Eigenschaften von
Nahrungsmitteln zu modulieren [Mat87, Zhu95]. Erst die Gewinnung von mikrobieller
Transglutaminase (MTG) aus dem Stamm Streptomyces mobaraensis durch Ando et
al. fuhrte zu einem Durchbruch, da diese fur die grofdtechnische Nutzung einige we-
sentliche Vorteile gegenuber den tierischen Varianten besitzen, die sich wie folgt au-
3ern [And89]:

Ca®" - Unabhangigkeit [Seg02],

= Klein, monomer und stabil [Yok04],

Deutlich geringere Herstellungskosten [Lu03] und
= Geringe Substratspezifitat [Zhu95].

In der Folgezeit nahm die industrielle Nutzung des Enzyms MTG stetig zu und setzte
sich dabei besonders fuir Anwendungen in der Lebensmittelindustrie durch. Dabei
stellt die aus Streptomyces gewonnene MTG bis heute die einzige kommerziell ver-
fugbare Quelle dar [ArrQ7].

Anwendungen auf industriellem Niveau sind auf3erst vielfaltig und bereits durch viele
zusammenfassende Veroffentlichungen abgedeckt und erstrecken sich tber folgen-
de Bereiche [Arr07, Jar06, ORz06, Gri02, Mar05, Mot98, Yok04, Kur01]:

» Lebensmittel,
z. B. Fleisch, Fisch, Milchprodukte, Backwaren, Nudeln und Soja-Produkte
[Zhu95, Arr07, Mar05, Jar06, Bon07, Mot98, ORz06, Lau00, Tan06, Mar07,
B6n06],

» Medizin und Pharmazie,
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z. B. therapeutischer oder diagnostischer Einsatz als Inhibitoren oder Antikorper,
Bestandteil in Blutgerinnungsmitteln und Geweberegeneration [Arr07, Mar05,
Zhu08, YunQ7, Ber06]

= Textil- und Lederindustrie,
z. B. Biokatalyse bei der Verarbeitung von Wolle, Polymerisation von proteinoge-
nen Fullmaterialien bei der Lederherstellung [Zhu08, Arr07, Mar05],

» Kosmetikindustrie,
z. B. Schutzschichten fur Haut, Haar und Nagel, kovalente Binder fur verschiede-
ne Stoffe, wie z. B. antimikrobielle Substanzen, Antioxidantien, Farbstoffe und Par-
fum [Arr07, Jar06, Mar05],

= Kunststoffindustrie,
Z. B. zur Eigenschaftsbeeinflussung von biologisch abbaubaren und essbaren Fil-
men und Kompositen [Mar05, Bae09, Cha06, Szt08, Tan05].

Fur diese Arbeit ist die Verwendung der MTG zur gezielten Eigenschaftsbeeinflus-
sung von Biopolymeren, insbesondere von biologisch abbaubaren, essbaren und
kompostierbaren Filmen durch die Katalyse einer Proteinquervernetzung der Protei-
ne von besonderer Bedeutung.

3.3 Hilfsstoffe

3.3.1 LOsungsmittel

Als Verarbeitungshilfsstoffe wurden im Wesentlichen zwei Losungsmittel verwendet,
eine Pufferlosung sowie Wasser bzw. destilliertes Wasser.

Als Standardpuffer wurde Tris/HCI-Puffer, 20 mM, pH 7 verwendet. Fir die Herstel-
lung von einem Liter Pufferlosung wurden 2,423 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
in ca. 800 mL destilliertem Wasser geldst. AnschlieRend wurde der pH-Wert mit 4 M
HCI auf 7 eingestellt und mit destilliertem Wasser auf 1 L aufgefillt. Die Abweichun-
gen im pH-Wert kdnnen geratespezifisch bei maximal = 0,1 pH-Einheiten liegen.

Fur die grol3technischen Versuche wurde ebenfalls der Einsatz von Wasser (Trink-
wasserqualitat) getestet, um Einfluss auf die Kosten- und Zeiteffizienz sowie auf den
apparativen Aufwand zu nehmen. Zudem sollte durch den Verzicht auf Tris dem Ge-
danken der biologischen Unbedenklichkeit und Essbarkeit der Produkte Rechnung
getragen werden.

3.3.2 Weichmacher

3.3.2.1 Glycerin

Als Weichmacher kam unter anderem Glycerin 99,5 % PF, Fa. Caldic zum Einsatz.
Glycerin liegt als farblose, viskose und hygroskopische Flissigkeit vor. Dieser Stoff
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ist durch eine Molekilmasse von 92,10 g/mol, die Summenformel C3HgO3 und die in
Abb. 3.5 dargestellte Strukturformel charakterisiert [CogQ7].

OH

Abb. 3.5: Strukturformel von Glycerin [Han05]

Glycerin hat bei 20°C eine Dichte von 1,263 g/cm® und eine Viskositat von
1760 mPa-s. Der Schmelzpunkt liegt bei etwa 18 °C und der Siedepunkt bei 290 °C
[Cog07]. Die Glasubergangstemperatur von reinem Glycerin betragt - 93 °C [Oga00,
Che95a].

Glycerin findet unter anderem in der Medizin und der Lebensmittelindustrie Verwen-
dung. Des Weiteren wird es bei der thermoplastischen Verarbeitung von Proteinen
eingesetzt [Her08]. Die Eignung von Glycerin als Weichmacher fur Biopolymere, ins-
besondere fir proteinbasierte Filme, Folien und Beschichtungen wurde bereits durch
Studien mit unterschiedlichen Proteinsystemen nachgewiesen, auf die im Kapitel
2.3.1.2.2 naher eingegangen wurde [Cao09, Par08, Her08, Bou06, Jon06, Aud05,
Jan99, Sob02, McH94a, McH94b, Gon93].

3.3.2.2 Polyethylenglykol (PEG)

Polyethylenglykol ist ein chemisch inertes, wasserlésliches und nicht-toxisches
Polymer, das je nach Kettenlange in flissiger oder fester Form vorliegt. Haufig wird
als Abkirzung der Ausdruck PEG oder Macrogol zusammen mit einem Zahlenwert,
der die mittlere Moleklilmasse angibt, verwendet. Monomere (-CH,-CH,-O-) mit einer
molaren Masse von 44 g/mol bilden dabei die Grundeinheit der linear aufgebauten
PEG-Kette, dessen allgemeine Summenformel C,HgO, als Struktur der Abb. 3.6 zu
entnehmen ist [Smo09, Whi00, Cas09].

O _H
H O

n

Abb. 3.6: Strukturformel von Polyethylenglykol [Cas09]

PEGs mit geringen molaren Massen zwischen 200 und 600 g/mol liegen als farb-
und geruchslose Flissigkeiten bei Raumtemperatur vor, wahrend molare Massen ab
600 g/mol einen festen Aggregatzustand aufweisen. Flissige PEGs sind hygrosko-
pisch und vollstandig mit Wasser mischbar, wahrend die Léslichkeit mit ansteigen-
dem Molekulargewicht abnimmt [Whi0O0, Smo09].
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Der nicht-fliichtige Charakter, niedrige Toxizitatswerte und der sehr geringe Dampf-
druck (< 10 Pa bei 20 °C) qualifizieren PEG als Weichmacher fiir proteinogene Bio-
polymere. Die Eignung als Weichmacher wurde bereits in einigen Studien im Rah-
men der Herstellung von Proteinmaterialien mittels Losungsmittelverfahren nachge-
wiesen [Cao09, Jon06, Suy05, diG98, Tan01, Lin03, Wan05, Mez98].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde PEG 300 mit der Bezeichnung LIPOXOL®
300, SASOL Germany GmbH, Marl verwendet. Dieses wies gemal3 Herstelleranga-
ben eine Dichte von 1,125 g/cm3® und eine dynamische Viskositdt von 80 —
105 mPa s bei 20 °C auf.

3.3.3 Additive

Fur die gezielte Modifikation von Proteinmaterialien wurden die kristallinen Substan-
zen Kaliumnitrat, Harnstoff und Ammoniumsulfat verwendet, deren Stoffdaten aus
der Tab. 3.2 hervorgehen.

Tab. 3.2: Stoffdaten ausgewabhlter kristalliner Additive [Rot09, Rot09a, Mer06]

Stoffdaten Einheit Materialien
Kaliumnitrat Harnstoff Ammoniumsulfat
Hersteller - Carl Roth Carl Roth Merck KGaA
GmbH & Co. KG GmbH & Co. KG
Summenformel - KNO3 CH4N,0O HgN,O,4S
CAS-Nummer - 7757-79-1 57-13-6 7783-20-2
Molare Masse g/mol 101,11 60,06 132,14
Dichte (20°C) g/cm3 2,11 1,323 1,77
Schmelzpunkt °C 334 132 - 134* 235 - 280*
Laslichkeit
(20 °C, Wasser) g/L 320 1000 754

* Zersetzung

Die gewahlten Additive sind hinsichtlich ihrer Eigenschaften und Kristallisationspa-
rameter gut erforscht, weisen eine hohe Verfugbarkeit auf und werden zudem als
wichtige Dingemittelzusatze in der Praxis eingesetzt [Fre05, LauOOa, Kon05,
WesO03].
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4 Versuchsdurchfuhrung

4.1 Folienherstellung

4.1.1 GielRverfahren

In Anlehnung an bekannte Verfahrensweisen fur die Herstellung proteinogener Filme
und Folien im Losungsmittelverfahren (siehe Kapitel 2.2.2) wurde im Folgenden eine
modifizierte Variante entwickelt, die fur die Herstellung von Proteinfolien im Labor-
malflstab geeignet ist [Cha06, Oh04, Kes86, Bou08, Bya07, Tan05]. Der sog. Giel3-
prozess stellt ein etabliertes Verfahren dar, dessen Prozessschritte in Form eines
allgemeinen Flie3schemas der Abb. 4.1 zu entnehmen sind.

pH-Wert-Einstellung Additivzugabe

Homogenisierung— Kuhlung » Homogenisierung »\  Guss »{ Trocknung

Protein
Tris-Puffer MTG-Zugabe
Weichmacher

Abb. 4.1: Allgemeines FlieRschema fir die Folienherstellung im GieRverfahren

Zunachst erfolgte die Erstellung eines Gemisches aus 6 g des jeweiligen Proteins,
3 g Weichmacher (Glycerin oder PEG 300) und 110,4 g Puffer (20 mM Tris/HCI
pH 7) als Kernkomponenten einer filmbildenden Losung. Im Anschluss daran wurde
dieses Gemisch fur 30 min bei 90 °C im Wasserbad erhitzt und homogenisiert. Die
resultierende Proteinlosung wurde auf Raumtemperatur ohne Zufuhrung von Kihl-
energie abgekuhlt und mittels 1 M NaOH auf einen pH-Wert von 7 eingestellt. Im Fal-
le der Integration einer enzymatisch katalysierten Proteinquervernetzungsreaktion in
den Giel3prozess wurde die Proteinldsung im Anschluss fur 30 min im Wasserbad
auf 50 °C erwarmt. Die Zugabe des Enzyms MTG erfolgte in vorgeloster Form. Dazu
wurden 1,5 g MTG in 6 mL Tris-Puffer (pH 7, 50 °C) geldst, der Proteinldsung zuge-
setzt und entsprechend homogenisiert. Zu diesem Zeitpunkt kénnen je nach be-
schriebener Prozessfihrung zwei verschiedene Proteinlésungen vorliegen, eine oh-
ne Zusatz von MTG und das reaktive Pendant, die Losung mit dem Enzym MTG. Der
nachste Schritt war durch die Zugabe von Additiven charakterisiert, die als kristalline
Feststoffe der jeweiligen Proteinlésung in unterschiedlichen Konzentrationen zuge-
setzt und erneut unter Ruhren in Loésung Uberfuhrt wurden. Vor dem nachsten Pro-
zessschritt, dem Foliengiel3en, galt es mdgliche Luftblasen bzw. Schaum manuell
aus der Proteinldsung zu entfernen. Diese wurde im Anschluss in eine PTFE-Form
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mit den Abmessungen 200 x 200 mm gegossen und fur 48 h bei 23 £ 2 °C unter ei-
nem Abzug getrocknet. Im Anschluss an die Trocknungsphase erfolgte die Entnah-
me der Proteinfolien, die abschlie3end fiir 48 h in einem Exsikkator bei 23 + 2 °C und
50 £ 3 % rLF Uber einer gesattigten Calciumnitrat-L6sung konditioniert wurden.

4.1.2 Extrusion

4.1.2.1 Materialien

An der kontinuierlichen extruderbasierten Verarbeitung von Proteinen zu Filmen bzw.
Folien waren im Wesentlichen drei funktionale Komponenten beteiligt.

Das filmbildende Material, die Proteine, lagen in Pulverform vor und konnten ohne
Vorbehandlungsaufwand fir eine Extrusion genutzt werden. Hinzu kamen die Verar-
beitungshilfsstoffe Weichmacher und Lésungsmittel, die in flissiger Form vorlagen.
Der Weichmacher (Glycerin oder PEG 300) wurde mit dem Losungsmittel (Tris-Puffer
oder Wasser) in einem gewlnschten Verhaltnis gemischt und in einen Behélter ab-
gefullt. Fur die Integration einer reaktiven Komponente in den Extrusionsprozess kam
das Enzym mikrobielle Transglutaminase (MTG) zum Einsatz. Dieses wurde in Vor-
bereitung auf den Extrusionsprozess in dem beschriebenen Flissigkeitsgemisch aus
Weichmacher und Lésungsmittel vorgelost. Damit ergab sich die Notwendigkeit zwel
Zufuhrungssysteme in den Extrusionsprozess zu integrieren, dessen Ablauf nach-
stehend beschrieben wird.

4.1.2.2 Versuchsanlagen und -durchfiihrung

Die Untersuchungen zur kontinuierlichen Verarbeitung von Proteinen erfolgten an
zwei verschiedenen Versuchsanlagen. Dabei kamen jeweils Extruder mit gleichsinnig
drehenden und dicht kAimmenden Doppelwellenschnecken zum Einsatz. Die nach-
folgend beschriebenen Anlagen- und Prozessparameter sind das Ergebnis zahlrei-
cher Voruntersuchungen und Testlaufe, aus denen keine verwertbaren Daten ge-
wonnen werden konnten und beinhalten damit bereits zwangslaufig Optimierungsan-
satze, die Bestandteil der Diskussion in dieser Arbeit sind. Die technischen Spezifika-
tionen der Versuchsanlagen kénnen der Tab. 4.1 entnommen werden.
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Tab. 4.1: Technische Spezifikationen der Extruder mit Antriebseinheit

Extruder
Technische Spezifikationen

PolyLab OS PTW 24/40
Fa. Thermo Electron

ZE25A-UTXx48D-UG
Fa. Krauss Maffei Berstoff

Schneckenlange
Schneckendurchmesser
Schneckenkonfiguration
Max. Schneckendrehzahl
Max. Temperatur

Max. Druck
Getriebedrehmoment
Temperierzonen
Kihlung

Zusatzliche Zufiihrungs- und
Entliftungsoption

Antriebsleistung
Motordrehmoment

L/D=40:1

24 mm

Variabel

1100 min™

350 °C

100 bar

180 Nm

10

Interner Wasserkreislauf

2 oben, 2 seitlich

16 kw
440 Nm

L/D=48:1
25 mm
Variabel
1200 min™
420 °C

250 bar

2x 103 Nm
11

2 oben, 2 seitlich

26 kW
2 x 103 Nm

Im Rahmen einer Machbarkeitsstudie wurden zunachst Versuche auf dem Modellex-
truder ,Haake PolyLab OS PTW 24/40" in Verbindung mit einem Haake ,PolyLab OS
RheoDrive 16“ als Antriebseinheit gefahren. Anlagen- und Prozessspezifika dieses
Extrusionssystems, welches vereinfacht als ,Extruder A* in weiteren Ausfihrungen
bezeichnet wird, findet nachfolgend eine Detailbeschreibung.

4.1.2.2.1 Extruder A — Haake PolyLab OS PTW 24/40

Initiale Versuche einer kontinuierlichen Verarbeitung von Proteinen zu Folien bzw.
Filmen wurden mithilfe des Modellextruders Haake PolyLab OS PTW 24/40 (Fa.
Thermo Electron GmbH, Karlsruhe) durchgefiihrt. Die entsprechende Versuchsanla-
ge, bestehend aus Extruder-, Antriebs- und Steuereinheit wurde in Abb. 4.2 veran-

schaulicht.
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Abb. 4.2: Modellextruder Haake PolyLab OS PTW 24/40 (Extruder A) mit Antriebseinheit PolyLab OS
RheoDrive 16

Der Extruder besal} 10 einzeln temperierbare Zonen, jeweils zwei Zonen davon mit
der Option einer Zufihrung von oben und von der Seite sowie zwei mogliche Entluf-
tungszonen. Die Zonen werden im Folgenden fortlaufend nummeriert beginnend mit
der Zone am Extrudereinzug bis zum Extruderausgang.

Die Schneckenkonfiguration bestand aus Forder- und Knetelementen, die variabel zu
einem geeigneten geometrischen Profil angeordnet wurden. Forderneutrale Knet-
scheiben, die zueinander einen Versatz von 180° aufwiesen kamen in den Zonen 4
und 7 zum Einsatz. Darlber hinaus wurde in Zone 9 eine Entliftungs6éffnung ange-
bracht. Daraus resultierte die Festlegung der Schneckengeometrie, wie in Abb. 4.3
dargestellt.

menten (rechts oben) und Knetelementen (rechts unten) [Rau0la]
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Fur die Zufihrung der Rohstoffe kamen zwei Zufihrungssysteme zum Einsatz. Die
Zudosierung der Proteine erfolgte Uber einen gravimetrischen Feeder (Brabender
GmbH & Co. KG, Duisburg) geméaf Abb. 4.4 (links) in der Extrudereinzugszone 1.

N
Abb. 4.4: Extruderzuflihrungsysteme bestehend aus einem gravimetrischen Feststofffeeder mit Trich-

terzufihrung (links) und einer volumetrischen Flussigkeitspumpe (rechts)

Eine volumetrische Pumpe (Fluke Deutschland GmbH, Kassel, Dosiergenauigkeit
+ 1 %) ubernahm die Zufuihrung der flissigen Komponenten, die der Extruderzone 3
entsprechend Abb. 4.4 (rechts) zugesetzt wurden.

Die Formgebung des Extrudates erfolgte Uber eine Schlitzdise (bzw. Film- und
Bandduse) mit den Abmessungen des Dusenausgangs von 10 x 100 mm (HOhe x
Breite) deren Geometrie schematisch und fotografisch in Abb. 4.5 dargestellt wurde.

Abb. 4.5: Film- und Bandduse (Innenansicht), schematisch (links), Lichtbildaufnahme (rechts)

Abschliel3end wurde mithilfe einer Film- und Bandabzugseinheit (Thermo Electron
GmbH, Karlsruhe) die extrudierte Folie in ein temperierbares Walzensystem (Kalan-
der) uberfuihrt. Dieses bestand, wie in Abb. 4.6 erkennbar, aus zwei mittels Thermos-
tat temperierbarer Edelstahlwalzen sowie einer gummierten Transport- und Auf-
wickelwalze.
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Abb. 4.6: Automatisiertes Folien- und Bandabzugssystem im laufenden Betrieb beim Abzug und Auf-
wickeln einer NaCas-Folie

Die Proteinfolie konnte als Endprodukt in Form einer Folienrolle entnommen und ent-
sprechenden Testverfahren zugefuhrt werden.

4.1.2.2.2 Extruder B — ZE25A-UTXx48D-UG

Weiterfiuhrende Versuche fur die Entwicklung eines extruderbasierenden Herstel-
lungsverfahrens proteinogener Produkte wurden mit dem Extruder ZE25A-UTXx48D-
UG (Krauss Maffei Berstorff GmbH, Hannover) durchgefihrt. Dieser ist als Bestand-
teil des Extrusionssystems in Abb. 4.7 dargestellit.

Abb. 4.7: Extrudersystem ZE25A-UTXx48D-UG (Extruder B) mit Antriebs- und Steuereinheit
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Der Extruder zeichnet sich durch 11 einzeln temperierbare Zonen aus und besitzt
zwei Entluftungséffnungen, die zur Vakuumentgasung in den Zonen 7 und 9 genutzt
wurden. Die jeweilige Anordnung der Schneckenelemente sowie der Zu- und Abflh-
rungseinrichtungen kann der Abb. 4.8 entnommen werden.

Zudosierung:
Ausstof Entgasung Entgasung Flussigkeit Feststoff

T

Abb. 4.8: Schneckenkonflguratlon mit Anordnung der Zu- und Abfuhrungssysteme

Die Schneckenkonfiguration bestand neben den standardmé&figen Forderelementen
aus Ruckforder-, Misch- und Knetelementen, die in Abb. 4.9 dargestellt sind.

Abb. 4.9: Forder-, Rickforder-, Misch- und Knetelemente (v. I. n. r.)

Fur die Zufiihrung der Rohstoffe standen sowohl gravimetrische als auch volumetri-
sche Feeder zur Verfiigung, wobei die Zugabe der pulverférmigen Proteine in der
ersten Zone des Extruders erfolgte und hierbei ein gravimetrischer Doppelschne-
ckenfeeder (K-TRON Deutschland GmbH, Gelnhausen) zum Einsatz kam. Die Zu-
fuhr der flissigen Komponenten wurde in der dritten Zone vorgenommen und mittels
einer volumetrischen Pumpe (NETZSCH Mohnopumpen GmbH, Waldkraiburg,
Dosiergenauigkeit + 1 %) realisiert. Abb. 4.10 zeigt die verwendeten Feedsysteme.

Abb. 4.10: Grawmetnscher Feststofffeeder mit Trichterzufiihrung (links) und volumetrische Pumpe mit
Dosierungsvorrichtung (rechts)

Dem Extruder wurde zwischen Extruderausgang und Duseneingang eine Zahnrad-
pumpe (Maag Pump Systems, Zirich, Schweiz) zwischengeschaltet. Die Form-
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gebung wurde durch eine Breitschlitzdiise der Breite 400 mm und einer maximalen
Offnung von 2 mm umgesetzt, deren Aufbau in Abb. 4.11 ersichtlich ist.

L

Abb. 4.11: Filmduse im laufenden Betrieb (links) und in gedffneter Ansicht (rechts)

Abschliel3end erfolgte der Folienabzug Uber einen temperierbaren 2-Walzenkalander
mit einer monoaxialen Reckeinheit mit der Bezeichnung DAVO VISKOSYSTEM (Rei-
fenhduser EXTRUSION GmbH & Co. KG, Troisdorf), der die Folie tber zwei
temperierbare Transportwalzen auf eine Aufwickelwalze fihrte. Die beschriebene
Anlage ist als Einheit der Abb. 4.12 zu entnehmen.

wlil?
Abb. 4.12: Automatisiertes Film- und Bandabzugssystem mit 2-Walzenkalander zum Folienabzug
sowie Transport- und Aufwickelsystem

Uber das automatisierte Filmabzugssystem wurden die post-extrudalen Prozesse
Folienabzug, Kuhlung, Transport und Aufwicklung automatisiert und erlaubten die
Entnahme einer Folienrolle als Endprodukt.

4.1.2.3 Prozessfuhrung

Aufgrund unterschiedlicher technischer Spezifikationen, die der Tab. 4.1 entnommen
werden kdnnen, ist zunachst eine Unterteilung der durchgefuhrten Versuche nach
dem verwendeten Extrudersystem erforderlich.

Extruder A:
Die Experimente unter Nutzung des Extruders Haake PolyLab OS PTW 24/40 wur-
den mit dem Modellprotein Natrium-Caseinat (NaCas) durchgefihrt. Zu Beginn der
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Extrusion wurde zunachst der Flussigkeitsstrom in Zone 2 vorgelegt. Kurz darauf
wurde mit einem gravimetrischen Feeder der Feststoff in Zone 1 dem Extruder zuge-
fuhrt. Tab. 4.2 reprasentiert eine Auswahl an Versuchen, die sich in Hinblick auf eine
thermoplastische Verarbeitung und eine entsprechende Formgebung als geeignet
erwiesen.

Tab. 4.2: Prozessparameter der Versuchsdurchfiihrung an Extruder A

Nr. Feststoffe Flussigkeiten Temperatur | Drehzahl | Durchsatz | Bemerkungen
NaCas MTG Tris-Puffer | Glycerin Tbuse n
[[] | [Gew.%] | [Gew.%] [Gew.%] [Gew.%] [°C] [1/min] [kg/h] [-]
1 40 - 40 20 90 100 4 -
2 40 - 40 20 70 100 4 -
3 40 - 40 20 50 100 4 -
4 50 - 32,5 17,5 70 100 4 -
5 50 - 32,5 17,5 50 100 4 -
6 40 6 34 20 50 100 4 -
7 40 6 34 20 50 100 4 ohne Diise

Bei Versuch Nr. 1 betrug das Verhaltnis von Feststoff zu Flussigkeit 2:3, wobei in-
nerhalb der Flissigkomponenten ein Verhaltnis von Glycerin zu Tris-Puffer von 1:2
eingestellt wurde. Im Versuch Nr. 2 erfolgte wéahrend der laufenden Extrusion eine
Reduzierung der Temperatur, gemessen in der Dise, von 90 auf 70 °C, gefolgt von
einer weiteren Absenkung auf 50 °C représentiert durch den Versuch 3.

Der Versuch Nr. 4 war im Wesentlichen durch die Erh6hung der Feststoffkonzentra-
tion auf ein Verhaltnis von fester zu flussiger Phase von 1:1 gekennzeichnet, wobei
die Temperatur mit 70 °C konstant gehalten wurde. Zur Vorbereitung auf eine reakti-
ve Extrusion wurde im Versuch Nr. 5 die Temperatur bis auf 50 °C abgesenkt.

In den Versuchen Nr. 6 und 7 wurden zusatzlich jeweils 6 Gew.% MTG, vorgeldst in
dem Flussigkeitsgemisch, hinzugegeben, um eine Proteinquervernetzung innerhalb
des Extruders zu erreichen. Die enzymatische Aktivitat betrug damit 15 U/g NaCas.
Das Temperaturniveau wurde auf 50 °C gesenkt und der Proteinanteil wieder auf
40 Gew.% eingestellt.

Alle Versuche wurden mit einer Extruderdrehzahl von 100 U/min und einem Gesamt-
durchsatz von 4 kg/h gefahren. Im Rahmen einer Strangextrusion wurde im Versuch
6 die Duse entfernt.

Extruder B:
Unter Berticksichtigung der Vorversuche mit Extruder A in Kombination mit den un-
terschiedlichen technischen Parametern von Extruder B ergab sich eine veranderte
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Prozessfuhrung, deren relevanten Auspragungen in Tab. 4.3 zusammengefasst wur-
den. Die dargestellten Versuche beziehen sich zunéchst auf das Modellproteinsys-
tem NaCas, wobei die Bezeichnung ,C* fir das Modellprotein Natrium-Caseinat, die
Nummerierung fur die entsprechende Versuchsnummer und die jeweilige Indizierung
.L* bzw. ,Q" fur langs bzw. quer zur Extrusionsrichtung entnommene Proben stehen.
Im Wesentlichen wurden bei den durchgefihrten Versuchen die Stoffkonzentration,
das Temperaturprofil und die Drehzahl variiert sowie eine enzymatisch katalysierte
Proteinquervernetzung in den Extrusionsprozess integriert. Des Weiteren wurde eine
Beschichtung (Indizierung mit ,B“) mit NaCas-Pulver als Nachbehandlungsschritt ge-
testet.
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Tab. 4.3: Prozessparameter der Versuchsdurchfiihrung an Extruder B mit dem Modellprotein NaCas

Nr. Feststoffe Flussigkeiten Durchsatz Temperatur Drehzahl
Protein MTG Tris-Puffer Glycerin Gesamt Tz To | Ts n
[] [Gew.%)] | [kg/h] | [Gew.%] | [U/g Protein] |[ka/h] | [Gew.%] | [kag/h] | [Gew.%)] | [kg/h] [ka/h] [°C] [°C] |[°C]| [1/min]

CO01-L 50,00 5 0 0 0 33,33 | 3,33 | 16,67 | 1,67 10 30-50-50-50-70-70-70-70-70-75-75 | 75 | 72 285
C01-Q 50,00 5 0 0 0 33,33 | 3,33 | 16,67 | 1,67 10 30-50-50-50-70-70-70-70-70-75-75 | 75 | 72 285
Co02-L 50,00 5 0 0 0 33,33 | 3,33 | 16,67 | 1,67 10 30-50-50-50-70-70-70-70-70-75-75 | 75 | 74 285
C02-Q 50,00 5 0 0 0 33,33 | 3,33 | 16,67 | 1,67 10 30-50-50-50-70-70-70-70-70-75-75 | 75 | 74 285
C02-L-2 50,00 5 0 0 0 33,33 | 3,33 | 16,67 | 1,67 10 30-50-50-50-50-50-50-50-50-50-50 | 50 | 65 285
C02-Q-2 50,00 5 0 0 0 33,33 | 3,33 | 16,67 | 1,67 10 30-50-50-50-50-50-50-50-50-50-50 | 50 | 65 285
C03-L 50,00 5 0 0 0 25,00 | 2,50 | 25,00 | 2,50 10 30-50-50-50-50-50-50-50-50-50-50 | 75 | 65 180
C03-Q 50,00 5 0 0 0 25,00 | 2,50 | 25,00 | 2,50 10 30-50-50-50-50-50-50-50-50-50-50 | 75 | 65 180
Co04-L 48,78 5 2,44 5 0,25 | 32,52 | 3,33 | 16,26 | 1,67 10 30-50-50-50-50-50-50-50-50-50-50 | 75 | 63 285
C04-Q 48,78 5 2,44 5 0,25 | 32,52 | 3,33 | 16,26 | 1,67 10 30-50-50-50-50-50-50-50-50-50-50 | 75 | 63 285
C04-L-B 48,78 5 2,44 5 0,25 | 32,52 | 3,33 | 16,26 | 1,67 10 30-50-50-50-50-50-50-50-50-50-50 | 75 | 63 285
C04-Q-B 48,78 5 2,44 5 0,25 | 32,52 | 3,33 | 16,26 | 1,67 10 30-50-50-50-50-50-50-50-50-50-50 | 75 | 63 285
CO05-L 47,62 5 4,76 10 0,50 | 31,75 | 3,33 | 15,87 | 1,67 10 30-50-50-50-50-50-50-50-50-50-50 | 75 | 63 285
C05-Q 47,62 5 4,76 10 0,50 | 31,75 | 3,33 | 15,87 | 1,67 10 30-50-50-50-50-50-50-50-50-50-50 | 75 | 63 285
C06-L 46,51 5 6,98 15 0,75 | 31,01 | 3,33 | 1550 | 1,67 10 30-50-50-50-50-50-50-50-50-50-50 | 75 | 63 285
C06-Q 46,51 5 6,98 15 0,75 | 31,01 | 3,33 | 1550 | 1,67 10 30-50-50-50-50-50-50-50-50-50-50 | 75 | 63 285
co7 47,62 5 4,76 10 0,5 31,75 | 3,33 | 15,87 | 1,67 10 30-50-50-50-50-50-50-50-50-50-50 | 50 | 55 160
cos8 47,62 5 4,76 10 0,5 31,75 | 3,33 | 15,87 | 1,67 10 30-50-50-50-50-50-50-50-50-50-50 | 50 | 55 180
Co09 47,62 5 4,76 10 0,5 31,75 | 3,33 | 15,87 | 1,67 10 30-50-50-50-50-50-50-50-50-50-50 | 50 | 55 200
C10 47,62 5 4,76 10 0,5 31,75 | 3,33 | 15,87 | 1,67 10 30-50-50-50-50-50-50-50-50-50-50 | 50 | 55 220
C11 47,62 5 4,76 10 0,5 31,75 | 3,33 | 15,87 | 1,67 10 30-50-50-50-50-50-50-50-50-50-50 | 50 | 55 240
C12 47,62 5 4,76 10 0,5 31,75 | 3,33 | 15,87 | 1,67 10 30-50-50-50-50-50-50-50-50-50-50 | 50 | 55 260
C13 47,62 5 4,76 10 0,5 31,75 | 3,33 | 15,87 | 1,67 10 30-50-50-50-50-50-50-50-50-50-50 | 50 | 55 280
C14-L 47,62 5 4,76 10 0,5 23,81 | 2,50 | 23,81 | 2,50 10 30-50-50-50-50-50-50-50-50-50-50 | 75 | 58 180
C14-Q 47,62 5 4,76 10 0,5 23,81 | 2,50 | 23,81 | 2,50 10 30-50-50-50-50-50-50-50-50-50-50 | 75 | 58 180
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Zur Durchfihrung der dargestellten Experimente wurden fiir die Versuche C01 und
CO02 jeweils 5 kg/h NaCas dem Extruder in Zone 1 zudosiert. Fur den Versuch Nr.
CO01 wurde der Flissigkeitsstrom bestehend aus einem Gemisch Glycerin — Tris-
Puffer mit dem Verhéltnis 1:2 in die Extruderzone 2 mit einem Massenstrom von
5 kg/h zugegeben. In Vorbereitung auf Versuch C02 und fortfolgende, wurde die
Flissigdosierung von Zone 2 in Zone 3 verlagert. Dartber hinaus fand eine Reduzie-
rung der Dusentemperatur Tp auf 50 °C im Versuch C02-L/Q-2 statt.

Der Versuch C03 war im Wesentlichen durch die Erh6hung des Glycerinanteils in der
Flissigkeit auf ein Verhaltnis Glycerin zu Tris-Puffer von 1:1, der Erh6hung der DU-
sentemperatur von 50 auf 75 °C sowie einer Herabsetzung der Drehzahl von 285
auf 180 min™ gekennzeichnet.

In den darauf folgenden Versuchen wurden zur Katalyse einer Quervernetzung in-
nerhalb des Extruders zusatzlich das Enzym MTG in der Flussigkeit vorgeldst und
Glycerin-Tris-Puffer-Verhaltnis von 1:2 gewahlt. Die Drehzahl stieg zudem von 180
auf 285 min™. In den Versuchen C04 bis C06 fand eine schrittweise Erhohung der
Enzymaktivitat von 5 auf 10 U/g NaCas sowie auf 15 U/g NaCas statt. Bei Versuch
C04-B wurden die extrudierten Folien zudem post-extrudal mit pulverférmigen NaCas
durch ein Streuverfahren beschichtet. Im Anschluss daran wurden die Drehzahl zu-
nachst auf 160 min™ und die Diisentemperatur wieder auf 50 °C verringert.

Die Versuche CO7 bis C13 waren durch eine schrittweise Erhéhung der Drehzahl auf
160, 180, 200, 220, 240, 260 und 280 min™ bei einer konstanten Enzymaktivitat von
10 U/g NaCas sowie konstanter Zusammensetzung und einem einheitlichen Tempe-
raturprofil charakterisiert. Im Versuch C14 wurden entsprechende Anpassungen wie
folgt vorgenommen: Glycerin/Tris-Puffer 1:1, Enzymaktivitat 10 U/g NaCas, Dusen-
temperatur 75 °C und Drehzahl 180 min™.

Angelehnt an die oben stehende Versuchsbeschreibung wurden nachfolgend Versu-
che mit Erbsenprotein-Isolat (fortfiihrend vereinfacht als Erbse bezeichnet) gefahren.
Die Bezeichnung der in Tab. 4.4 dargestellten Versuche erfolge in Anlehnung an das
Proteinsystem Erbse mit einem ,E* und entsprechender Nummerierung.

Tab. 4.4: Prozessparameter der Versuchsdurchfiihrung an Extruder B mit dem Modellprotein Erbse

Nr. Feststoffe Flussigkeiten Temperatur | Drehzahl | Durchsatz | Bemerkungen
NaCas MTG Tris-Puffer | Glycerin Tbuse n
[-] [Gew.%] | [Gew.%] [Gew.%] [Gew.%] [°C] [1/min] [kg/h] [-]
EO1 50 - 25 25 70 285 10 ohne Duse
EO02 50 - 25 25 90 285 10 ohne Dise
EO3 50 - 25 25 100 180 10 ohne Duse
EO4 50 - 33,33 16,67 70 180 10 ohne Duse
EO5 50 - 33,33 16,67 50 160 10 ohne Duse
EO06 50 - 25 25 50 160 10 ohne Dise
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Bevorzugt wurden die Prozessgréfien Temperatur und Drehzahl sowie das Konzen-
trationsverhaltnis der Flissigkomponenten variiert. Die technischen Spezifikationen
und die Schneckenkonfiguration blieben im Vergleich zu den Experimenten mit dem
Protein NaCas an Extruder B unverandert.

4.2 Modifikation

4.2.1 Weichmacher

Dem Einsatz von Weichmachern in Proteinsystemen kommt neben der Beeinflus-
sung entsprechender Endprodukteigenschaften, vor allem bei der thermoplastischen
Verarbeitung von Proteinen eine entscheidende Rolle zuteil, die ausfuhrlich in den
Kapiteln 2.2.3 sowie 2.3.1.2.2 beschrieben wurde.

Bei der Versuchsdurchfihrung sollen aus diesen Griinden Einflisse von Weichma-
chertyp und Konzentration auf wesentliche ProzessgréRen und Endprodukteigen-
schaften untersucht und mithilfe statistischer Methoden beurteilt werden. Konkreti-
siert werden die Experimente durch die Variation der weichmachenden Substanz
zwischen Glycerin und PEG 300 sowie einer konzentrationsabhéangigen Beziehung
des Weichmachers auf die mechanischen Eigenschaften. Dartber hinaus wird erst-
malig der Wechselwirkungseinfluss kristalliner Substanzen und Weichmacherkon-
zentration in proteinogenen Materialien untersucht und evaluiert. Eine Substitution
des verwendeten Losungsmittels Tris-Puffer mit Wasser soll abschlie3end mdgliche
Einflisse auf den Extrusionsprozess und die funktionalen Produkteigenschaften auf-
zeigen.

4.2.2 Enzymatische Quervernetzung

Es ist hinlanglich bekannt und beschrieben, dass eine enzymatische Proteinquerver-
netzung die funktionale Charakteristik proteinogener Materialien entscheidend mani-
pulieren kann. Dazu z&hlen im Wesentlichen die Eigenschaften Ldslichkeit, Wasser-
bindevermdgen, Viskositat und Elastizitat [Jar06, Zhu08, Tre07, Li0O4]. Andererseits
existieren bisher keine Informationen Uber das Reaktionsverhalten in hochviskosen
Medien unter Druck-, Temperatur- und Scherbeanspruchung und den Einfluss auf
den Herstellungsprozess sowie auf die finalen Produkteigenschaften im Rahmen ei-
ner thermoplastischen Verarbeitung.

Aus diesen Grunden soll der Einfluss einer enzymatisch katalysierten Quervernet-
zungsreaktion mithilfe des Enzyms MTG auf die Verarbeitungs- und Produktparame-
ter des Extrusionsprozesses untersucht und einer vergleichenden Analyse mit den
Resultaten aus den Lésungsmittelverfahren unterzogen werden. Die verfahrenstech-
nische Umsetzung erfolgte zum einen durch die Integration der reaktiven Komponen-
te in den Giel3prozess, wie in Kapitel 4.1.1 beschrieben. Zum anderen wurde der Ein-
fluss des Enzyms in verschiedenen Konzentrationen und damit mit unterschiedlichen
enzymatischen Aktivitdten von 5, 10 und 15 U/g Protein durch die Zugabe in den lau-
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fenden Extrusionsprozess untersucht. Detailinformation dazu kénnen den Kapiteln
4.1.2.2 und 4.1.2.3 entnommen werden.

Die Beurteilung der Ergebnisse erfolgte hinsichtlich des Vernetzungsgrades der
Endprodukte mittels SDS-PAGE, dem Einfluss auf die Prozessfihrung und auf rele-
vante Prozessgrof3en, der Formgebung des Produktes sowie optischer und physika-
lischer Endprodukteigenschaften.

4.2.3 Kristallisation

Der gezielte Einbau kristalliner Substanzen in proteinogene Filme und Folien wurde
in Anlehnung an das in Kapitel 4.1.1 beschriebene GielRverfahren experimentell um-
gesetzt. Dazu erfolgte die Zugabe kristalliner Feststoffe als Additive analog dem vor-
gestellten Prozessschema unmittelbar nach der Homogenisierung der filmbildenden
Proteinlosung. Als Modellsubstanzen zur experimentellen und analytischen Untersu-
chung des Einflusses kristalliner Additive wurden Kaliumnitrat, Harnstoff und Ammo-
niumsulfat gewahlt. Diese wurden jeweils in festen Verhaltnissen zum gewéhlten
Modellprotein der Proteinldsung zugegeben und 10 min unter Rihren homogenisiert.
Die weiteren Prozessschritte Foliengiel3en, Trocknen, Entfernen aus den Folienrah-
men und Konditionierung erfolgten analog dem vorgestelltem GieRRverfahren. Die ge-
naue Zusammensetzung der Proteinlésung kann der Tab. 10.3 im Anhang entnom-
men werden. Durch die Abfihrung des Losungsmittels im Rahmen der Trocknung
und der entsprechenden Ubersattigung der Losung fand eine Keimbildung mit an-
schlieRendem Kristallwachstum statt.

Die hergestellten kristallinen Folien besal3en nach der Trocknung die in Abb. 4.13
dargestellte Zusammensetzung und basierten auf den Proteinen Natrium-Caseinat
oder Gelatine.

0,00 1,00 m  Kaliumnitrat
. ® Harnstoff
Ammoniumsulfat

_\Qé‘
Jf—b
1,00
> > , . y S — 30,00
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
NaCas / Gelatine

Abb. 4.13: Ternardiagramm der Folienzusammensetzung nach der Trocknung



Versuchsdurchfuhrung 63

Der Anteil der kristallinen Additive betrug substanzabhéngig zwischen 5 und
33 Gew.% bezogen auf die Trockenmasse der Folie. Dabei wurden zunachst im
Rahmen einer Machbarkeitsstudie die Konzentrationsgrenzen der kristallinen Additi-
ve ermittelt, deren stoffspezifischen Auswirkungen auf das Proteinsystem beruck-
sichtigt (z. B. ein weichmachender Einfluss) und Optimierungsbestrebungen hinsicht-
lich der mechanischen Leistungsfahigkeit betrieben.

4.3 Analytik

4.3.1 AuRere Merkmale

Die Analyse der auf3eren Merkmale der hergestellten Produkte erfolgte sowohl sub-
jektiv im Rahmen der Bestimmung organoleptischer bzw. sensorischer Eigenschaf-
ten als auch durch objektive Messverfahren.

Fur die Einschatzung der optischen Eigenschaften wurden die Proben nach qualitati-
ven und funktionalen Gesichtspunkten charakterisiert. Dazu z&hlen hauptsachlich
Integritat, Homogenitat, Oberflachenbeschaffenheit, Farbgebung und Geruch, die in
Form eines traditionellen Benotungssystems einer Beurteilung zugefuhrt wurden. Die
Bestimmung der Produktgeometrie erfolgte Gber Messverfahren. Fir die Ermittlung
der Foliendicken wurde ein Mikrometer eingesetzt. Alle Messergebnisse unterlagen
einer Mehrfachbestimmung und wurden als arithmetisches Mittel angegeben, das die
Berechnungsgrundlage fiir ausgewahlte Kenngréf3en darstellt.

4.3.2 Mechanische Produkteigenschaften

Die Bestimmung der mechanischen Eigenschaften erfolgte im Zugversuch entspre-
chend DIN EN ISO 527-3 unter Nutzung der Materialprifmaschine BDO-FB0.5TH,
Zwick GmbH & Co. KG, Ulm in Verbindung mit der Software TestXpert I, Version
1.42 zur Berechnung und grafischen Auswertung der Ergebnisse.

Vor der Durchfiihrung des Zugversuches wurden die zu prufenden Proben 48 h bei
23 £2 °C und 50 = 3 % rLF in einem Exsikkator Gber gesattigter Calciumnitratiésung
konditioniert. Die Praparation der Probestreifen in normgerechte Dimensionen erfolg-
te mithilfe eines Rollenschneiders entsprechend Tab. 4.5. Durch eine Dreifachmes-
sung mittels Mikrometerschraube wurde die Dicke der Probestreifen bestimmt und
das arithmetische Mittel gebildet. Die zu vermessende Probe wurde mittels pneuma-
tischer Spannklemmen in den Einspannkodpfen der Prifmaschine befestigt und an-
schliel3end mit den in Tab. 4.5 dargestellten Parametern bis zum Bruch belastet.
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Tab. 4.5: Parameter der Priifmaschine und der Probendimensionen fiir den Zugversuch geman DIN
EN ISO 527-3

Parameter der Prifmaschine Wert Einheit
Vorkraft 0,1 N mm™
Prufgeschwindigkeit 50 mm min*
Geschwindigkeit Zugmodul 1 mm min*
Einspannlange bei Startposition 100 mm
Parameter des Probestreifens

Breite 15 mm
Lange 100 mm

Die durch den Antrieb erzeugten Krafte wurden Uber die Einspannvorrichtung auf die
Probe ubertragen. Uber eine massentragheitsfreie Kraftmesseinrichtung wurde die
auf den gehaltenen Probekdrper einwirkende Zugkraft mit einer geratespezifischen
Unsicherheit < 1 % ermittelt. Die Langen&nderungsmesseinrichtung konnte automa-
tisiert die Anderung der Messlange am Probekérper zu jedem Zeitpunkt wahrend der
Prifung bestimmen. Die dabei auftretenden Messfehler lagen entsprechend der Vor-
schrift ebenfalls unter 1 %. Fur jede verlangte Prufrichtung wurden im Rahmen einer
ausreichenden statistischen Absicherung mindestens 5 Probekérper geprift. Darauf-
hin konnten der arithmetische Mittelwert und die Standardabweichung ermittelt wer-
den. Die Bestimmung der mechanischen Eigenschaften Zugfestigkeit, Bruchdehnung
und Elastizititsmodul erfolgte analog der Berechnungsvorschriften in Kapitel 2.4.2,
die anschlie3end grafisch aufbereitet wurden.

4.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Der Nachweis einer enzymatisch katalysierten Proteinquervernetzung des Extruda-
tes erfolgte zum einen wie beschrieben durch den Einfluss auf ProzessgrofRen, wie
beispielsweise der Verdnderung der Viskositdt der Proteinmasse und damit den
Druck- und Drehmomentenverhaltnissen im Extruder. Zum anderen bestand die
Notwendigkeit, extrudierte Produkte tber den Grad der Proteinquervernetzung zu
charakterisieren und dariber Ruckschlisse auf Umfang, Geschwindigkeit und Effizi-
enz der Reaktion zu ziehen. Zu diesem Zwecke wurde mithilfe der SDS-PAGE die
Molekulargewichtsverteilung des extrudierten Proteinsystems wie folgt analysiert.

In einem ersten Schritt erfolgte die Herstellung der fiir die SDS-PAGE erforderlichen
Trenn- und Sammelgele, deren Zusammensetzung aus Tab. 4.6 hervorgeht.
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Tab. 4.6: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele nach Laemmli, Dicke 1 mm [Lae70]

2 Trenngele 125% T 2 Sammelgele 45% T
Gelpuffer 2,5mL 1,25 mL
Acrylamid/ Bisacrylamid 4,2 mL 0,75 mL
deionisiertes Wasser 3,3mL 3,0 mL
TEMED 10 pL 10 pL
gesattigtes APS 20 pL 8 uL

Der Trenngelpuffer bestand aus 18,18 g Tris, 2 mL 20 % w/v SDS-Ldsung, 100 pL
10 % w/v Natriumazid-Losung und destilliertem Wasser (auf 80 mL aufgefullt). Der
pH-Wert wurde mit HCI auf 8,8 eingestellt und danach mit destilliertem Wasser auf
100 mL aufgefullt. Der Sammelgelpuffer war wie folgt zusammengesetzt: 6,06 g Tris,
2mL 20 %ige (w/v) SDS-LOsung, 100 pL 10 %ige (w/v) Natriumazid-L6ésung und
wurde zunachst mit destilliertem Wasser auf 70 mL aufgefillt. Nach der pH-Wert-
Einstellung auf 6,8 mit HCI erfolgte die Auffillung mit destilliertem Wasser auf
100 mL. Die 30 %ige Acryl/Bisacrylamid-Losung wurde aus 29,1 g Acrylamid und
0,9 g Bisacrylamid hergestellt. Nach dem Ldsen in destilliertem Wasser wurde mit
dem gleichen auf 100 mL aufgefillt. Zur Herstellung der gesattigten APS-L6sung
wurde Ammoniumperoxodisulfat (APS) in destilliertem Wasser geldst, sodass sich
noch ungelostes APS am Boden befand. Der verwendete Kathodenpuffer (10-fach
konzentriert) enthielt pro Liter 30,28 g Tris, 144 g Glycin, 50 mL 20 %ige (w/v) SDS-
Losung und 1 mL 10 %ige (w/v) Natriumazid-L6sung.

Der Probenpuffer wurde aus 2,72 g Tris, 3 mL 3 M HCI, 25 mL 20 %ige (w/v) SDS-
Lésung, 50 mg Bromphenolblau und 50 g Glycerin gewonnen. Nach dem Ld&sen in
destilliertem Wasser erfolgte die pH-Wert-Einstellung mittels 3 M HCI auf 6,8 und die
anschlieende Auffullung mit destilliertem Wasser auf 100 mL. Vor Verwendung
wurden 10 puL Mercaptoethanol pro mL zugesetzt.

Die dem Extruder am Ausgang entnommenen Proben wurden mit SDS-Probenpuffer
verdunnt und falls nicht anders angegeben fir 10 min bei 99 °C inkubiert. Aufgetra-
gen wurden im Anschluss 10 pL der Probe und 5 pL Molekulargewichtsmarker mit
anschlieBender Durchfiihrung einer zweistufigen Elektrophorese (1. Stufe: 300V,
80 mA, 6 min; 2. Stufe: 300 V, 60 mA, 40 min). Die resultierenden Gele wurden utber
Nacht in einer Farbeldsung mithilfe eines Wipptisches bewegt.

Zur Herstellung von Farbeldsung wurden 1 g Brilliant Blau G-250 in 700 mL destillier-
ten Wasser unter Rihren aufgelést und 200 mL 2-Propanol hinzugefligt. Nach dem
Zusatz von 100 mL Essigsaure (100 %) erfolgte die Filtration der L6sung. Nach der
Farbung wurde das Gel mit destilliertem Wasser abgespilt und mit Entfarbelésung
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bis zum maximalen Kontrast entfarbt. Diese bestand aus 200 mL 2-Propanol und
100 mL Essigsaure (100 %) und wurde mit destilliertem Wasser auf 1 L aufgefullt.
Nach erneutem Spulen mit destilliertem Wasser wurden die Gele fur 30 min in
Geltrocknerlésung inkubiert, die 200 mL Ethanol und 100 mL Glycerin enthielt und
ebenfalls auf 1 L mit destilliertem Wasser aufgefillt wurde. Zum Abschluss wurden
die Gele luftblasenfrei zwischen zwei mit destilliertem Wasser benetzte Cellophanfo-
lien gespannt und anschlieBend 2 Tage bei Raumtemperatur getrocknet. Die Analyse
der resultierenden Gele ermoglichte die Analyse der extrudierten Proteine und
erlaubte damit Rickschliisse auf Prozess- und reaktionsbedingte Molekulargewichts-
veranderungen des untersuchten Proteinsystems.

45 Statistik

4.5.1 Deskriptive Statistik

Die deskriptive oder auch beschreibende Statistik wurde im Rahmen dieser Arbeit
zur Erhebung, Darstellung und Beschreibung von empirischen Daten aus Experimen-
ten und Messwerten eingesetzt. Die Auswertung erfolgte zahlenmafig durch geeig-
nete grundlegende Kenngrof3en, zu denen neben Mittelwerten, Standardabweichun-
gen und Varianzen vor allem der Vergleich von zwei Mittelwerten durch den t-Test
gehorte. Letzterer setzte die Ermittlung des sog. Vertrauens- oder Konfidenz-
bereiches voraus, um Aussagen darlber treffen zu kdnnen, ob ein statistisch signifi-
kanter Unterschied zwischen den Mittelwerten zweier Gruppen besteht und wie stark
dieser ausgepréagt ist. Zu diesem Zwecke wurde der 95 %-Vertrauensbereich flr
ausgewahlte Vergleiche bestimmt, und mit softwaretechnischer Unterstiitzung durch
die Berechnung des P-Wertes (,Probability“, Wahrscheinlichkeit) beurteilt. Es handelt
sich um die Wahrscheinlichkeit dafiir, dass der beobachtete Effekt oder ein noch
groerer Effekt nur zufallig auftritt, wenn der wahre Effekt O ist. Schlussfolgernd be-
deutet dies, je kleiner diese Wahrscheinlichkeit (d. h. je kleiner P), desto gréf3er ist
die Uberzeugung, dass wirklich ein Unterschied zwischen den beiden Gruppen be-
steht. Dies resultiert in folgender Beurteilung:

P > 0,05: kein Hinweis auf einen Unterschied

0,05=P >0,01: indifferent (méglichst mehr Daten erforderlich)
0,01 2P >0,001: signifikanter Unterschied

0,001 = P: hochsignifikanter Unterschied

Die entsprechenden statistischen Beurteilungen finden an geeigneten Stellen in der
Ergebnisdiskussion Anwendung und dienen der Absicherung vergleichender Aussa-
gen uber Versuchsergebnisse und Messdaten.
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4.5.2 Statistische Versuchsplanung

Bereits die Ergebnisse der traditionellen Versuchsdurchfihrung ermdglichen die Dar-
stellung von Abhangigkeiten der Ausgangsparameter auf das Endprodukt. Diese
Vorgehensweise erlaubt jedoch nur die Bestimmung der Abhangigkeit einer Zielgro-
Be von jeweils einer Variablen unter Konstanthaltung der Ubrigen. Die statistische
Versuchsplanung bietet durch den Einsatz eines mehrfaktoriellen Regressionsmo-
dells die Moglichkeit mehrere Faktoren gleichzeitig zu variieren. Somit kdnnen zum
einen Wechselwirkungen zwischen den Faktoren erkannt und zum anderen Zielgr6-
Reneffekte der urséchlichen Variable zugeordnet und quantifiziert werden.

Die Festlegung der relevanten Zielgréf3en stellt bei der Durchfihrung der statisti-
schen Versuchsplanung den Ausgangspunkt dar. Dabei handelt es sich um die me-
chanischen Kennwerte der extrudierten Folien, die Zugfestigkeit, die Bruchdehnung
und der Elastizitatsmodul, die zielkonform mit der Aufgabenstellung als Antwortgro-
Ren auf die Einflisse ausgewahlter Parameter untersucht und optimiert werden sol-
len. Im nachsten Schritt wurden die Einflussfaktoren und deren Auspragungen identi-
fiziert, die einen Effekt auf die oben genannten Zielgrol3en ausiiben. Dabei handelt
es sich um die Weichmacherkonzentration, den Einfluss einer enzymatischen Quer-
vernetzung mittels MTG, den Effekt einer Probenentnahme langs und quer der Ex-
trusionsrichtung sowie die Temperaturen des Extrusionsprozesses. Aus diesen Aus-
gangsdaten wurden Faktorenversuchsplane erstellt, die je nach der Anzahl der Pa-
rameter im 2"-Design strukturiert wurden. Dabei wurden n EinflussgroBen mit je 2
maoglichen Auspréagungen bzw. Niveaus (-1; 1) zu einem Versuchsplan zusammen-
gefasst.

Die Ergebnisauswertung erfolge mithilfe des Programms Statistica® 8.0, StatSoft,
Tulsa, USA. Durch multifaktorielle Regression wurden die Effekte der Einflussgréf3en
quantifiziert und die Richtung des Einflusses bestimmt (positiver Einfluss auf die
ZielgroRe (+); negativer Einfluss auf die ZielgroRe (-)). Zusatzlich konnten die Wech-
selwirkungen zwischen den Parametern identifiziert und deren kombinierte Einfllisse
auf die Antwortgro3e dargestellt werden.
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5 Darstellung der Ergebnisse

5.1 Herstellungsverfahren

5.1.1 Loésungsmittelverfahren

Durch die Herstellung von Proteinfolien entsprechend dem in Kapitel 4.1.1 beschrie-
benen Giel3verfahren konnte gezeigt werden, dass die gewahlten Proteinsysteme
Natrium-Caseinat, Gelatine und Erbse grundsatzlich fir die Bildung von Folien und
Filmen mit angemessenen optischen, organoleptischen und mechanischen Eigen-
schaften geeignet sind. Die typische Optik einer 200 x 200 mm Giel3folie ist in
Abb. 5.1 zu sehen.

Abb. 5.1: NaCas-Folie als reprasentatives Produkt des Giel3folienprozesses

Die gewonnenen Messwerte in Zusammenhang mit relevanten technisch-
funktionalen Charakteristiken dienen als Grundlage fir die Entwicklung und entspre-
chende Ubertragung auf einen thermoplastischen Prozess, der Extrusion. Aus diesen
Grinden soll auf eine gesonderte Darstellung der Ergebnisse fur Giel3folien verzich-
tet werden. Stattdessen werden diese zweckmaliig fur eine vergleichende Betrach-
tung von Produkt- und Prozessparametern in der Ergebnisdiskussion entsprechend
herangezogen und zielorientiert analysiert. Dartiber hinaus finden wesentliche analy-
tische Ergebnisse des Giel3folienprozesses bei der Darstellung des Einflusses kris-
talliner Substanzen in Kapitel 5.3.3 eine ausfiihrliche Beschreibung.

5.1.2 Extrusion

5.1.2.1 Extruder A — Haake PolyLab OS PTW 24/40

Die Wahl der in Kapitel 4.1.2.3 vorgestellten Prozessparameter erwies sich hinsicht-
lich der Durchfihrung eines kontinuierlichen Extrusionsprozesses als geeignet. Zum
Ersten konnte gezeigt werden, dass die gewahlten Zufiihrungssysteme fir das Prote-
insystem als auch fur die Dosierung des Tris-Puffer-Weichmacher-Gemisches eine

sehr gute Praktikabilitat und Zuverlassigkeit aufwiesen. Das Protein NaCas konnte
ohne Vorbehandlungsschritte in der vom Hersteller bereitgestellten Pulverform ver-
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arbeitet werden. Zum Zweiten hat sich herausgestellt, dass die gewahlte Schnecken-
konfiguration mit der Anordnung von forderneutralen Knetscheiben in den Zonen 4
und 7, die zueinander einen Versatz von 180° besal3en, eine vollstandige Homogeni-
sierung der Proteinmasse gewahrleistet haben. Zudem wurden die in der Einzugszo-
ne entstandenen Proteinagglomerate, wie aus Abb. 5.2 hervorgeht vollstandig auf-
gehoben und zu einer konzentrierten Proteinldsung weiterverarbeitet.

Abb. 5.2: Gefiillte Extruderdoppelschnecke der Zonen 5 und 6 (v. r. n. I.) mit NaCas und ansteigender
Massenhomogenitat und reduzierten Proteinagglomeraten

Die Schlitzdise am Extruderausgang erméglichte die Formgebung des Extrudates zu
einem kontinuierlichen Folienband, wie aus Abb. 5.3 hervorgeht.

Abb. 5.3: Folienabzug einer NaCas-Folie mittels Kalander (links) und Folienrolle als Endprodukt nach
Aufwicklung (rechts)

Die Extrudatdehnung war angemessen hoch und ermdglichte der nachgeschalteten
Abzugsvorrichtung eine Streckung in Langsrichtung, den Ab- und Weitertransport,
eine kontrollierte Kihlung und die abschlieende Aufwicklung in Form einer Folien-
rolle. Das Endprodukt konnte im direkten Anschluss entnommen, verpackt und gela-
gert werden.
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5.1.2.2 Extruder B — ZE25A-UTXx48D-UG

Wesentliche Erkenntnisse Uber das Stoffsystem sowie Uber die Anlagen- und Pro-
zessfuhrung aus den Versuchen mit Extruder A konnten fur weiterfihrende Experi-
mente und Optimierungsbestrebungen an Extruder B adaptiert werden.

In Anlehnung an die Zufiihrungssysteme des Extruders A stellten sich die verwende-
ten Systeme zum Transport der Rohstoffe in den Extruder als ideal heraus und wie-
sen durch die computergestitzte Steuerung eine hohe Prazision auf. Die nach den
Erkenntnissen zahlreicher Vorversuche konstruierte Schneckenkonfiguration stellte
sich hinsichtlich der Mischung und Homogenisierung der Rohstoffe ebenfalls als im
hohen Maf3 praktikabel und zweckdienlich heraus. Aus diesen Griinden konnten alle
in Tab. 4.3 des Kapitels 4.1.2.3 dargestellten Versuche des Modellproteinsystems

NaCas erfolgreich mit den beschriebenen Verfahrensparametern umgesetzt werden.
Des Weiteren stellten die zwei installierten Vakuumpumpen eine effiziente Entga-
sung der Proteinmasse sicher und die Schmelzepumpe garantierte zum einen den
ausreichenden Druckaufbau vor der Dise und zum anderen einen konstanten Mas-
senstrom, sodass, wie in Abb. 5.4 ersichtlich, die kontinuierliche Formgebung und
Entnahme der Folien erfolgen konnten.

A

Abb. 5.4: NaCas-Folie als Ergebnis des Formgebungsprozesses des Extrudates (links) und Folienab-
zug mittels einer Edelstahlwalze als Kalanderbestandteil (rechts)

Hinsichtlich der Aufnahme des Folienbandes, axialer Streckung, Trocknung, Weiter-
transport und abschlieRender Uberfiihrung in eine Folienrolle war der Kalander ein
geeignetes Instrument, wie durch die Visualisierung der post-extrudalen Prozesse in
Abb. 5.5 gezeigt wird.
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Abb. 5.5: Weitertransport der extrudierten Folien (links) und Aufwicklung zur Folienrolle als

entnehmbares Endprodukt

Im Anschluss an die erfolgreiche Extrusion erfolgte auch fir die Folien aus Extruder
B eine umfangreiche Charakterisierung hinsichtlich optischer, sensorischer und phy-
sikalischer Eigenschaften.

Die Versuche EO1 bis EO6 aus Tab. 4.4 wurden mit dem Modellprotein Erbse durch-
gefuhrt. Die Prozessschritte Zuftihrung, Mischung und Transport konnten in einem
mit NaCas vergleichbar guten Niveau umgesetzt werden. Es ist aber in keinem der
Versuche gelungen, eine homogene Proteinlésung zu generieren und durch eine
Filmduse in Folienform zu Uberfuhren. Lediglich eine partielle Losung des Erbsenpro-
teins in dem Tris-Puffer-Glycerin-Gemisch mit vorwiegend gequollenen Partikeln
konnte erreicht werden. Die Reduzierung der Extruderdrehzahl von 285 auf 160 min™
und die damit verbundene Erh6hung der mittleren Verweilzeit von 90 auf 120 s ver-
besserte zwar den Grad der Loslichkeit am Extruderausgang, konnte aber auch kei-
ne vollstandige Losung und Homogenisierung erreichen. Demzufolge gelang keine
Formgebung als Folie, sondern die Extrusion der in Abb. 5.6 gezeigten Strange, die
sich in ihrer Konsistenz, Integritat und Farbgebung voneinander unterschieden.

Abb. 5.6: Erbsenprotein-Extrudat in Strangform als Ergebnis der Versuche EO1 bis EO3 (links), Ver-
suche E04 und EO5 (mittig) und in gepresster Form aus den Versuchen E04 und EO5 (rechts),
Tab. 4.4



Darstellung der Ergebnisse 72

Durch ein Verpressen der extrudierten Masse zwischen zwei Teflonfolien bei Raum-
temperatur als nachgeschalteter Prozessschritt gelang die Erzeugung von transpa-
renten, leicht glanzenden Folien mit einer glatten homogenen und integrativen Ober-
flache. Die erreichte Foliendicke betrug zwischen 50 und 150 pm.

5.1.3 Optik und Organoleptik

5.1.3.1 Extruder A

In Abh&angigkeit von der Zusammensetzung und den Prozessparametern zeichneten
sich die produzierten NaCas-Folien durch optische Homogenitat und strukturelle In-
tegritat aus. Das allgemeine Erscheinungsbild kann gemaf Abb. 5.7 als transparent
bis leicht gelblich, matt bis glanzend und haptisch ansprechend bis leicht haftend
charakterisiert werden.

,
Abb. 5.7: Extrudierte NaCas-Folien bei unterschiedlichen Temperaturprofilen charakterisiert ber die
Temperatur in der Duse Tp, 90 °C (links) 70 °C (mittig), 50 °C (rechts), Unterscheidung (I, r) nur durch
verschiedenfarbige Unterlagen

Zudem konnten mit einer Variation des Temperaturprofils entsprechend Abb. 5.7 die
optischen Eigenschaften beeinflusst werden. Thermische Profile mit den Zonentem-
peraturen 30-30-50-50-60-60-70-70-80-90 °C fuhrten zu matten, gelblichen, leicht
intransparenten und klebrigen Folien. Eine Veranderung der Zonen- und Diisentem-
peraturen auf 30-30-45-45-50-50-50-60-60-70 °C zog optische Veradnderungen zu
transparenten, glanzenden, nicht haftenden und fuhlbar elastischeren Folien nach
sich. Die weiterfihrende Absenkung des Temperaturprofils auf 30-30-45-45-45-45-
50-50-50-50 °C in Vorbereitung auf eine reaktive Versuchsdurchfiihrung zeigte eine
erneute Veranderung von Optik und Haptik der Produkte. Dabei pragten vor allem
eine leichte Intransparenz und die gelbliche Farbgebung das Erscheinungsbild der
Folien, die sich leicht matter und fihlbar fester zeigten. Die Foliengeometrie war
durch eine durchschnittliche Breite von 7 bis 8 cm und einer Dicke zwischen 140 und
570 um gekennzeichnet. Die exakte Foliengeometrie jedes Produktes kann in
Tab. 10.1 des Anhanges eingesehen werden.
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Wie bereits in den Abbildungen Abb. 5.3 und Abb. 5.7 zu erkennen war, wiesen die
produzierten Folien Fehlstellen in Form von Gaseinschliissen auf, die in Folge des
Folienabzuges eine Streckung in Langsrichtung erfahren haben. Dieses Phanomen
ist deutlich in Abb. 5.8 (links) erkennbar, die das Folienband zwischen Dise und Ab-
nehmerwalze zeigt.

Abb. 5.8: Fehlstellen in Form von Gaseinschlissen im extrudierten Folienband (links) und Entluf-
tungsoffnung in Zone 9 des Extruders zur Abflhrung volatiler Bestandteile (rechts)

Die Installation einer Entliftungsoffnung in Zone 9 unter Atmosphéarendruck geman
Abb. 5.8 (rechts) konnte die volatilen Bestandteile des Extrudates nur in unzurei-
chendem Mal3e abfiihren. In seltenen Fallen konnten Proteinagglomerate in den ex-
trudierten Folien festgestellt werden.

5.1.3.2 Extruder B

Das Ergebnis der Extrusionsversuche am Extruder B waren transparente bis leicht
opake Folien mit einer leicht gelblichen Tonung. Die Konsistenz reichte in Abh&ngig-
keit von der Zusammensetzung von leicht klebrig, bei Folien mit einem
Glyceringehalt von 25 Gew.% (bezogen auf die Extrudatzusammensetzung) bis zu
wenig haftend bei reduziertem Weichmacherzusatz und erhohten Temperaturen.
Generell zeigten die Produkte eine homogene Zusammensetzung ohne Fehlstellen
oder Stoffeinschlisse, eine leicht glanzende und glatte Oberflache, eine angenehme
Haptik sowie ein neutrales Geruchsprofil. Die Produkte des Extrusionsprozesses
zeigt die Abb. 5.9 aus verschiedenen Perspektiven.
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|
Abb. 5.9: Extrudierte NaCas-Folien einschlie3lich Weiterverarbeitung zu Folienrollen

Die produkttypischen Abmessungen der extrudierten Folien betrugen in der Breite
zwischen 30 und 35 cm und besal3en ein Dickenprofil im Bereich zwischen 150 und
300 pm.

5.2 Mechanische Eigenschaften

5.2.1 Extruder A

Die im Hinblick auf die Produktion von Folienbahnen erfolgreich durchgefiihrten Ver-
suche an Extruder A kénnen entsprechend Tab. 4.2 hauptsachlich anhand der Ex-
trudatzusammensetzung und dem Temperaturprofil unterschieden werden. Eine me-
chanische Charakterisierung mithilfe des Zugversuches ergibt, dargestellt in
Abb. 5.10, die Abhangigkeiten von Zugfestigkeit und Bruchdehnung von der an der
Duse gemessenen Temperatur.
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Abb. 5.10: Zugfestigkeiten und Bruchdehnungen extrudierter Folien mit Extruder A in Abhangigkeit
von der Dusentemperatur (50 °C: Versuch 3, 70 °C: Versuch 2, 90 °C: Versuch 1; Tab. 4.2); x+SD,
n=5

Eine Erh6hung des Temperaturprofils, charakterisiert durch die Veranderung der Zo-
nentemperaturen von 30-30-45-45-45-45-50-50-50-50 °C (Tp=50 °C) auf 30-30-45-
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45-50-50-50-60-60-70 °C (Tp=70 °C) zog einen sehr stark ausgepréagten Anstieg in
den Zugfestigkeiten der produzierten Folien nach sich. Diese verbesserten sich fast
um das 9-fache von 2,44 auf 21,79 MPa. Eine weitere Anpassung des Temperatur-
profils auf 30-30-50-50-60-60-70-70-80-90 °C (Tp=90 °C) zeigte einen leicht negati-
ven Einfluss auf die Zugfestigkeit in Form einer knapp 20%igen Abnahme auf
17,48 MPa. Eine gegensatzliche Entwicklung bekunden die Messwerte der Bruch-
dehnungen durch eine Abnahme von 106 % auf 36 % bei einer Erhhung des Tem-
peraturniveaus, beschrieben durch die Dusentemperatur von 50 auf 70 °C. Eine Ver-
besserung von ca. 47 % konnte durch das hochste Temperaturprofil mit einer Disen-
temperatur von 90 °C im Vergleich zum mittleren erreicht werden. Alle untersuchten
Proben bestatigten den gegensatzlichen Verlauf von Zugfestigkeit und Bruchdeh-
nung, der auch bei einem Vergleich unterschiedlicher Extrudatzusammensetzungen,
insbesondere in Form der Erh6hung des Weichmachergehaltes zum Tragen kommt.
Letzterer wurde beispielhaft durch die Bestimmung der mechanischen Kennwerte bei
unterschiedlicher Glycerinkonzentration umgesetzt und grafisch in Abb. 5.11 aufbe-
reitet.
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Abb. 5.11: Zugfestigkeiten und Bruchdehnungen extrudierter Folien mit Extruder A in Abhangigkeit
von der Glycerinkonzentration der Extrusionsmasse (17,5 Gew.% Gly: Versuch 4, 20 Gew.% Gly:
Versuch 2, Tab. 4.2); x+SD, n=5

Es ist ersichtlich, dass bereits eine geringe Konzentrationsanderung des Glycerins im
Extrudat einen deutlichen Einfluss auf die mechanischen Kennwerte ausibt. Dieser
auf3ert sich in Form einer Reduzierung der Zugfestigkeit um ca. 23 % auf 21,79 MPa
und einer Zunahme der Bruchdehnung um ca. 24 % auf 36 MPa.

Die Bestimmung der mechanischen Kennwerte von Extrusionsprodukten aus Ver-
such 6 und 7, die durch eine enzymatisch katalysierte Quervernetzungsreaktion cha-
rakterisiert waren, konnte aufgrund der in Kapitel 5.3.2.1 beschriebenen Formge-
bungsproblematik nicht durchgefuhrt werden.
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5.2.2 Extruder B

Fur die erfolgreich an Extruder B extrudierten Folien geman Tab. 4.3 wurde zunachst
der Einfluss des gefahrenen Temperaturprofils auf die mechanischen Kennwerte be-
stimmt. Der Vergleich basiert auf zwei reprasentativen Disentemperaturen, 50 und
75 °C, denen unterschiedliche Zonentemperaturen von 30-50-50-50-50-50-50-50-50-
50-50 und 30-50-50-50-70-70-70-70-70-75-75 °C vorausgehen. Die in Abb. 5.12 gra-
fisch aufbereiteten Messwerte basieren sowohl auf einer Probenentnahme aus den
extrudierten Folien in Langs- als auch in Querrichtung.
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Abb. 5.12: Zugfestigkeiten, Bruchdehnungen und Elastizitditsmoduln extrudierter Folien in Abhangig-
keit vom Temperaturprofil und der Probenentnahmerichtung, Versuche C02-L/Q und CO03-L/Q aus
Tab. 4.3; x£SD, n=5

Sowohl die Zugfestigkeit als auch die Bruchdehnung zeigen eine negative Tendenz
bei Erhéhung des Temperaturprofils, charakterisiert durch die Disentemperatur. Le-
diglich der Elastizitatsmodul verzeichnet eine Zunahme bei Temperaturerhéhung. In
dieser Betrachtung wird zudem deutlich, dass die Entnahmerichtung der Folienpro-
ben einen grol3en Einfluss auf dessen mechanische Kennwerte aufweist. Wahrend
eine Entnahme quer zur Extrusionsrichtung die Zugfestigkeiten der Folien nur gering-
fugig um 1 % (50 °C) bzw. 19 % (75 °C) verringert, zeigen die jeweiligen Bruchdeh-
nungen einen starker ausgebildeten Trend mit einer Abnahme von mehr als 50 % in
beiden Temperaturbereichen. Ansteigende Kennwerte wiederum erfahrt der Elastizi-
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tatsmodul mit Erhdhung des Temperaturniveaus unabhangig von der Probenent-
nahmerichtung.

Als weiterer Untersuchungsgegenstand wurde eine der Extrusion nachgeschaltete
Beschichtung der Folien mit pulverformigen NaCas und dessen Einfluss auf die me-
chanischen Eigenschaften ausgewahlt, dessen Ergebnisse in Abb. 5.13 zu finden
sind.
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Abb. 5.13: Zugfestigkeiten, Bruchdehnungen und Elastizititsmoduln extrudierter Folien in Abh&ngig-
keit einer post-extrudalen Beschichtung mittels pulverférmigen NaCas und der Probenentnahmerich-
tung, Versuche C04-L/Q und C04-L/Q-B aus Tab. 4.3; x£SD, n=5

Die Beschichtung der NaCas-Folien wirkte sich unabhangig von der Richtung der
Probenentnahme negativ auf die Zugfestigkeit aus, wohingegen die Bruchdehnung
fur Proben in Langsrichtung nahezu gleichbleibende Werte aufzeigten und in Quer-
richtung sogar eine Verbesserung um 250 % durch das Aufbringen einer Beschich-
tung erfuhren. Dartber hinaus konnten bei letzterem leichte Steigerungen des Elasti-
zitditsmodules fur beide Probenentnahmerichtungen festgestellt werden.

Eine Charakterisierung in Form mechanischer Kenngréf3en fir die Extrusions-
produkte aus dem Modellprotein Erbse (Versuche EO1 bis E06, Tab. 4.4) war auf-
grund der in Kapitel 5.1.2.2 beschriebenen mangelhaften Loslichkeit des Proteins
und unzureichender Formstabilitat des Extrudates nicht mdglich. Weiterfihrende Be-
trachtungen zu den mechanischen Eigenschaften von NaCas-Folien aus Extruder B
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konnen den vergleichenden Darstellungen mit den Ergebnissen einer reaktiven Ex-
trusion durch eine gezielte Enzymkatalyse in Kapitel 5.3.2.2 entnommen werden.

5.3 Modifikation

5.3.1 Weichmacher

Die Wahl des Weichmachers Glycerin stellte sich sowohl bei der Verarbeitung als
auch hinsichtlich der finalen Produkteigenschaften als Uberaus geeignet und vorteil-
haft heraus. Dessen Einsatz ermdglichte die erfolgreiche Produktion von Folienbah-
nen mit den in Kapitel 5.1.3 und 5.2 beschriebenen sensorischen und mechanischen
Eigenschaften.

Der Wechsel des Weichmachersystems auf PEG 300 erwies sich hinsichtlich Zuflh-
rung, Agglomeration, Homogenisierung und Transport des Extrudates im gleichen
Malfe probat wie der Einsatz von Glycerin. Eine dauerhafte Formgebung konnte aber
nicht erfolgreich durchgefiihrt werden, da der Einsatz von PEG 300 bei Konstanz der
anderen Parameter zu einer klebrigen, gummiartigen Masse mit hoher Dehnbarkeit
fuhrte, die aufgrund ihrer Konsistenz, die in Abb. 5.14 zu sehen ist, nicht in Folien-
form Uberfuhrt werden konnte.

Abb. 5.14: Extrudat mit PEG 300 als Weichmacher (links) und entsprechende Formgebung durch
eine Schlitzduse (rechts), Extruder A

Dieses Ph&nomen konnte bei allen gefahrenen Temperaturbereichen beobachtet
werden. Der Effekt wurde durch eine Erhéhung der PEG-Konzentration von 17,5 auf
20 Gew.% noch verstarkt.

Aus den genannten Grunden wurde von einer Verwendung von PEG 300 fur die Ver-
suche an Extruder B abgesehen. Der Wechsel des Losungsmittels von Tris-Puffer zu
Wasser erfolgte beispielhaft fur die Versuche CO1 und CO5 (Tab. 4.3) an Extruder B.
Es konnten keine verfahrens- oder produkttechnische Beeinflussung festgestellt wer-
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den. Auswirkungen auf die Proteinvernetzungsreaktion durch den Einsatz von MTG
waren ebenfalls nicht erkennbar bzw. nicht messbar.

5.3.2 Enzymatische Quervernetzung

5.3.2.1 Extruder A

Die im Kapitel 3.2.1 beschriebene enzymatische Quervernetzungsreaktion fand
durch den Zusatz von MTG in vorgeloster Form eine erfolgreiche verfahrenstechni-
sche Umsetzung. Es ist gelungen, durch die Anpassung des Temperaturprofils der
Extruderzonen auf 30-30-45-45-45-45-50-50-50-50 °C eine Enzymreaktion in den
laufenden Extrusionsprozess zu integrieren. Der Einfluss der MTG wurde vor allem

durch einen deutlichen Viskositatsanstieg deutlich, der zu stark erhéhten Drehmo-
ment- und Druckverhaltnissen des Extruders fiihrte. Dieser Umstand erlaubte keine
Formgebung durch die verwendete Schlitzdlise und erforderte deren Demontage flr
den Versuch einer Strangextrusion, die in Abb. 5.15 illustriert ist.

Abb. 5.15: Strangférmiges Extrudat als Ergebnis einer enzymatisch katalysierten Quervernetzungsre-
aktion mit MTG, 15 U/g NaCas (links und mittig) und Endprodukt in Strangform und sowie als Ergeb-
nis einer post-extrudalen Walzprozesses (rechts)

Das Extrudat in Form eines wulstartigen Stranges kann als optisch und haptisch ho-
mogen und konsistent bezeichnet werden. Die Veranderung des Extrudates durch
die Quervernetzungsreaktion flihrte zu einer sehr festen und z&dhen Struktur und
wurde von einer Farbverdnderung in Richtung dunkelgelb bis hellbraun begleitet. Der
in Abb. 5.15 (links und mittig) dokumentierte Strang wurde zudem einem Walzpro-
zess zwischen zwei Edelstahlrollen unterzogen, um durch dessen Verflachung eine
Folienform zu erreichen. Das Ergebnis der Strangnachbehandlung ist, wie in
Abb. 5.15 (rechts) ersichtlich, als ungentigend zu bezeichnen.

5.3.2.2 Extruder B

Die Etablierung einer enzymatisch katalysierten Quervernetzungsreaktion in den Ex-
trusionsprozess erfolgte in den Versuchen C03 bis C13 (Tab. 4.3) mit dem Modell-
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protein NaCas unter Variation der Parameter enzymatische Aktivitat, Extrudatzu-
sammensetzung, Temperatur und Drehzahl. Bereits eine enzymatische Aktivitat von
5 U/g NaCas zeigte einerseits deutliche Auswirkungen auf den Herstellungsprozess
in Form einer ansteigenden Viskositat detektiert durch ansteigende Drehmoment-
und Druckverhéltnisse. Andererseits wurden Einflisse auf das Extrudat und die Foli-
en nach der Formgebung festgestellt. Das Extrudat zeichnete sich durch eine deut-
lich verminderte Klebrigkeit und festere Konsistenz mit einer entsprechend geringe-
ren Flexibilitdt aus. Dieser Umstand bedingte eine geringere Abzugsgeschwindigkeit,
um ein AbreiRen des Produktstromes zu vermeiden und fiihrte deshalb zu anstei-
genden Foliendicken zwischen 400 und 600 um. Eine schrittweise Erhéhung der En-
zymaktivitat bis auf 15 U/g NaCas und eine Erhdhung der Verweilzeit durch Reduzie-
rung der Extruderdrehzahl verstarkten die beschriebenen Effekte.

Die geschilderten Auswirkungen kdonnen durch die Darstellung der funktionalen Zu-
sammenhange von den Prozessparametern Druck vor der Diuse (Dusendruck),
Drehmoment des Extruders und Temperatur der Extrusionsmasse vor der Duse in
Abb. 5.16 quantifiziert werden.
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Prozessbedingt korreliert die Verweilzeit negativ mit einer Erh6hung der Extruder-
drehzahl und ist damit unabhangig von stofflichen und reaktiven Einflissen. Die In-
tegration einer Enzymreaktion zeigt einen deutlichen Einfluss in Abhangigkeit von der
mittleren Verweilzeit der Partikel und damit auch von der resultierenden Reaktions-
zeit, deren Zunahme zu ansteigenden Druckverhéltnissen vor der Dise und einen
erhéhten Drehmoment des Extruders fuhrt. Eine vergleichbare indirekte Abhangigkeit
von der Drehzahl besteht auch hinsichtlich der Massetemperatur, welche die Tempe-
ratur des Proteinextrudates unmittelbar vor Duseneintritt beschreibt. Eine Erhdhung
der Extruderdrehzahl von 90 auf 285 min™ filhrte zu einer Zunahme der Massetem-
peratur um 10 °C von 53 auf 63 °C bei Konstanz des gefahrenen Temperaturprofils.

Neben der Analyse von Prozessvariablen wurden die extrudierten Folien mittels
SDS-PAGE untersucht, um den Einfluss einer Quervernetzung auf die Molekularge-
wichtsverteilung des Proteinsystems nachzuweisen. Die biochemische Analyse der
Extrusionsprodukte der Versuche C04 bis C06 aus Tab. 4.3 zeigt in Abb. 5.17 den
Einfluss der Quervernetzungsreaktion bei enzymatischen Aktivitdten von 5, 10 und
15 U/g NaCas, einem Temperaturprofii von 30-50-50-50-50-50-50-50-50-50-50-
75 °C, einer Extruderdrehzahl von 285 min™ und daraus resultierend einer mittleren
Verweilzeit von 90 s.

NaCas-films + TG"ACTIVA after extrusion

. 10 mg/mL N 3 5 mg/mL d
"0 5 10 15 M 0 5 10 15 |U/g protein
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—18
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Abb. 5.17: SDS-PAGE zur Analyse der Quervernetzungsreaktion von NaCas durch MTG bei einer
Drehzahl von 285 min™ und verschiedenen enzymatischen Aktivitaten und Probenverdiinnungen (M:
Marker), Versuche C04 — C06 aus Tab. 4.3

Im Vergleich zur Referenzprobe (0 U/g NaCas), bei der auf den Einsatz von MTG
verzichtet wurde kann lediglich bei der hochsten Aktivitat von 15 U/g NaCas eine Ab-
nahme niedrigmolekularer Verbindungen im Molekulargewichtsbereich der NaCas-
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Monomere zwischen 26 und 32 kDa beobachtet werden. Hochmolekulare Verbin-
dungen sind in allen Fallen nicht ersichtlich.

In einem weiteren Schritt wurde der Einfluss der Reaktionszeit auf die enzymatisch
katalysierte Proteinquervernetzung durch die Variation der Drehzahl und damit der
entsprechenden mittleren Verweilzeit bestimmt. Fir das in Abb. 5.18 dargestellte
SDS-Gel erfolgte eine Probenentnahme am Dusenausgang in Drehzahlbereichen
zwischen 90 und 285 min™. Eine Korrelation zwischen Drehzahl und mittlerer Ver-
weilzeit war in Abb. 5.16 ersichtlich.

NaCas-films + TG*ACTIVA (10 U/g) after extrusion
at different rotation speed

M 90 120 140 160 180 200 220 240 260 285 pre-day|U/min
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Abb. 5.18: SDS-PAGE zur Analyse der Quervernetzungsreaktion von NaCas durch MTG bei Variation
der Extruderdrehzahl und einer enzymatischen Aktivitat von 10 U/g NaCas (M: Marker, pre-day: Vor-
tagesflussigkeitsgemisch mit MTG)

Es wurde offenkundig, dass durch die Reduzierung der Drehzahl deutlich weniger
NaCas-Monomere in den Folienproben vorhanden waren. Ab einer Drehzahl kleiner
als 180 min™ ist die Entstehung hoher molekularer Verbindungen zu erkennen und
unterstreicht die Grundtendenz, dass mit zunehmender Reaktionszeit infolge einer
Drehzahlerniedrigung die Loslichkeit der Proben in SDS-Probenpuffer sehr deutlich
abnimmt.

In Anlehnung an die Einflisse einer durch MTG katalysierten Vernetzungsreaktion
auf ausgewahlte Prozessparameter und der anschlielenden biochemischen Unter-
suchung des Extrudates mittels SDS-PAGE soll abschliel3end eine Korrelation der
mechanischen Kennwerte mit der mittleren Verweilzeit und damit indirekt mit der
durch dem durch die Drehzahl beeinflussten Reaktionsumfang hergestellt werden.
Zu diesem Zwecke gibt die Abb. 5.19 die funktionalen Zusammenhange von Zugfes-
tigkeiten, Bruchdehnungen und Elastizititsmodul der produzierten Folien mit der mitt-
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leren Verweilzeit wieder. Die Darstellung ist auf die Versuche C07 bis C13 (gemaf
Tab. 4.3) beschrankt, da das Extrudat bei Drehzahlen kleiner als 160 min™ aufgrund
seiner festen Konsistenz keinem Formgebungsprozess durch die vorhandene Dise
unterzogen werden konnte.
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Abb. 5.19: Zugfestigkeiten, Bruchdehnungen und Elastizitdtsmoduln extrudierter Folien im Rahmen
einer reaktiven Extrusion mit einer enzymatischen Aktivitat von 10 U/g NaCas in Abhangigkeit von der

mittleren Verweilzeit, Versuche C07 bis C13 aus Tab. 4.3; x+SD, n=5

In dem engen Bereich der mittleren Verweilzeiten zwischen 88 und 91 s sind nur ge-
ringe Abweichungen der mechanischen Eigenschaften zu beobachten. Eine weitere
Zunahme der mittleren Verweilzeiten auf 100 s bedingt durch die Drehzahlerh6hung
fuhrt zu einem ansteigenden mechanischen Eigenschaftsprofil, verdeutlicht durch die
Zunahme aller dargestellten Kennwerte. Ausgenommen von der Bruchdehnung er-
fahren alle gemessenen Kennwerte bei mittleren Verweilzeiten im Extruder von mehr
als 100 s eine Abnahme und finden ihr Minimum jeweils bei der hdchsten Verweilzeit
von 120 s, was einer Extruderdrehzahl von 160 min™ entspricht.

Neben der isolierten Betrachtung der Auswirkungen einer reaktiven Extrusion besteht
ein besonderes Interesse an einer vergleichenden Quantifizierung mit den mechani-
schen Folieneigenschaften aus einer nicht-reaktiven Extrusion. Zu diesem Zwecke
zeigt Abb. 5.20 eine gegenuberstellende Darstellung mechanischer Kennwerte ex-
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trudierter Folien ohne MTG (nicht-reaktive Extrusion) mit bei unterschiedlichen en-
zymatischen Aktivitaten hergestellten Produkten einer reaktiven Extrusion.
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Abb. 5.20: Zugfestigkeiten, Bruchdehnungen und Elastizititsmoduln extrudierter Folien in Abh&ngig-
keit der Enzymaktivitat und einer Probenentnahme langs und quer der Extrusionsrichtung, Versuche
C02-L/Q-2, C04-L/Q, C05-L/Q und C06-L/Q aus Tab. 4.3; xtSD, n=5

Aus der Darstellung geht hervor, dass eine reaktive Extrusion bereits bei einer gerin-
gen Enzymaktivitdt von 5 U/g NaCas (entspricht 2,44 Gew.% des Extrudates) zu ei-
ner deutlichen Verbesserung der Zugfestigkeit beitragt. Diese konnte um ca. 85 %
von 6,15 MPa auf 11,35 MPa bei Probenentnahme langs der Extrusionsrichtung ge-
steigert werden. Dabei fallt besonders auf, dass die Erhéhung der Zugfestigkeiten
keine signifikante Reduzierung der Bruchdehnungen bedingt hat, die sich auch bei
einer reaktiven Extrusion auf hohem Niveau in den Vertrauensbereichen ihrer Stan-
dardabweichungen bewegt. Der Elastizitatsmodul erreicht seine Maximalwerte bei
der enzymatischen Aktivitat von 10 U/g NaCas flr beide Entnahmerichtungen.

Der Darbietung von Auswirkungen der Enzymaktivitat schliel3t die Ergebnisdarstel-
lung des Einflusses der Weichmacherkonzentration auf die mechanischen Eigen-
schaften bei Enzymaktivitatskonstanz von 10 U/g NaCas an, die in Form einer Uber-
blicksbetrachtung in Abb. 5.21 zu finden ist.
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Abb. 5.21: Zugfestigkeiten, Bruchdehnungen und Elastizitdtsmoduln extrudierter Folien in Abhangig-
keit von der Zusammensetzung der Flissigkomponenten Tris-Puffer, pH 7 und Glycerin (Gly) bei einer
Enzymaktivitat von 10 U/g NaCas und einer Probenentnahme langs und quer der Extrusionsrichtung,
Versuche C02-L/Q, bis C03-L/Q, C05-L/Q und C14-L/Q aus Tab. 4.3; x+SD, n=5

Durch die einheitliche Skalierung der jeweiligen Kennwerte fallt zunachst besonders
die deutliche Steigerung der Zugfestigkeiten bei Etablierung einer Quervernetzungs-
reaktion bei einem Verhaltnis von Tris-Puffer zu Glycerin von 2:1 auf. Eine Erhéhung
des Glyceringehaltes im Extrudat auf ein paritatisches 1:1-Verhaltnis zog keine signi-
fikante Anderung der Zugfestigkeit bei MTG-Zugabe nach sich. In diesem Zusam-
menhang hebt sich besonders die deutliche Abnahme der Zugfestigkeit bei Erh6hung
der Glycerinkonzentration um ca. 46 % (Probenentnahme in Langsrichtung) bei einer
reaktiven Extrusion hervor. Im Gegensatz dazu verzeichnen Proben ohne enzymati-
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sche Behandlung wahrend der Extrusion nur geringfiigige Anderungen bei einem
Anstieg der Glycerinkonzentration.

Veranderungen in nicht signifikantem Mal3e weisen die Werte der Bruchdehnungen
hinsichtlich des Einflusses einer Quervernetzungsreaktion auf, wohingegen in allen
Fallen verbesserte Bruchdehnungen bei einer Erh6éhung des Glyceringehaltes unab-
hangig von der Probenentnahmerichtung festgestellt wurden.

Wahrend bei den nicht vernetzten Folien eine erhthte Weichmacherkonzentration
keine signifikante Wirkung auf den Elastizitatsmodul zeigt, wirkt sich diese im Falle
quervernetzter Folien deutlich positiv auf den Kennwert aus.

Auf eine reaktive Extrusion des Modellproteins Erbse wurde aufgrund des geschilder-
ten Optimierungsbedarfes hinsichtlich Rohstoff und Prozess verzichtet.

5.3.3 Kristallisation

5.3.3.1 Folienherstellung

Die Herstellung kristalliner Folien mit den Additiven Kaliumnitrat, Harnstoff und Am-
moniumsulfat durch das in Kapitel 4.1.1 vorgestellte Giel3verfahren erwies sich als
Uberaus praktikabel. Die vergleichsweise hohen Léslichkeiten der verwendeten kris-
tallinen Substanzen erlaubten eine schnelle und vollstandige Integration in die film-
bildende Proteinlosung. Negative Auswirkungen auf den Giel3prozess, die Filmbil-
dung, die Trocknung, das Entfernen aus den Gussformen sowie der anschlieRenden
Konditionierung konnten nicht festgestellt werden.

5.3.3.2 Mechanische Eigenschaften

Im Anschluss an die Herstellung im Lésungsmittelverfahren erfolgte die Unter-
suchung des Einflusses kristalliner Substanzen quantitativ mithilfe des Zugversu-
ches. Fur die Modellproteinsysteme NaCas und Gelatine wurden die Kenngréf3en
Zugfestigkeit und Bruchdehnung in Abh&ngigkeit von Art und Konzentration des Ad-
ditives bestimmt und grafisch ausgewertet.

Zunachst erfolgte die Einflussquantifizierung des Additives Kaliumnitrat, dass in Ver-
haltnissen zwischen 0:1 bis 1:1,33 KNO3:Protein in die Folie eingebracht worden war.
Gravimetrisch betrug der Zusatz unter Bericksichtigung einer konstanten Protein-
masse pro Folie von 6 g zwischen 0 und 4,5g, wobei die Proben mit einem
KNOs/Protein-Verhaltnis von 0:1 jeweils die Referenzprobe darstellen und additivirei
sind. Die exakte Zusammensetzung der Probekérper ist in Tab. 10.3 des Anhangs
aufgefuhrt. Bei der Betrachtung der Zugfestigkeiten in Abb. 5.22 ist zu erkennen,
dass die Folien ohne KNO3-Zusatz die hochsten Werte aufweisen. Dies trifft fir beide
Proteinsysteme zu.
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Abb. 5.22: Zugfestigkeiten ausgewahlter NaCas-Folien (links) und Gelatine-Folien (rechts) in Abhan-
gigkeit von der KNOs-Konzentration und der Proteinquervernetzung mittels MTG, Versuche C-K01-06
(Tab. 10.4) und G-K01-06 (Tab. 10.5) ; x+SD, n=5

Mit zunehmender Additivkonzentration ist in beiden Fallen eine Abnahme der Zugfes-
tigkeiten zu verzeichnen, die im Falle von NaCas-Filmen eine Abnahme von ca. 67 %
bei einem Verhaltnis von 1:1,33 (KNOgz:NaCas) im Vergleich zur Referenzprobe be-
deutet. Im Falle von Gelatine sinkt bereits bei einer geringen Menge an KNOs3 die
Zugefestigkeit deutlich und erreicht ab einem Verhaltnis von 1:12 bis 1:1,33
(KNOg3:Gelatine) lediglich Zugfestigkeiten zwischen 5,89 und 2,96 MPa. Signifikante
Unterschiede der Kennwerte im Rahmen einer enzymatischen Quervernetzung konn-
ten nur bei der Gelatine-Referenzprobe festgestellt werden, bei der eine Verbesse-
rung um ca. 44 % durch die Quervernetzung erzielt werden konnte.

Ein anderes Bild zeigt die Entwicklung der Bruchdehnung bei KNO3z-Zugabe im
gewahltem Konzentrationsbereich, deren grafische Aufbereitung in Abb. 5.23 ersicht-
lich ist.
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Abb. 5.23: Bruchdehnungen ausgewéhlter NaCas-Folien (links) und Gelatine-Folien (rechts) in Ab-
hangigkeit von der KNOs-Konzentration und der Proteinquervernetzung mittels MTG, Versuche C-
K01-06 (Tab. 10.4) und G-K01-06 (Tab. 10.5); x+SD, n=5
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Durch den Einsatz von Kaliumnitrat gelang eine deutliche Verbesserung der Bruch-
dehnung in beiden Proteinsystemen. Darlber hinaus erwies sich besonders der
kombinierte Einfluss mit mikrobieller Transglutaminase als positiver Faktor und er-
hohte die Bruchdehnung der NaCas-Folien um ca. 97 % (bei KNO3z:NaCas 1:6 im
Vergleich zur Referenz). Im Falle von Gelatine gelang bei gleicher Additivkonzentra-
tion eine Steigerung um bis zu 269 %. Wahrend die Gelatine-Folien das gute Niveau
ihrer Bruchdehnungen auch bei hohen Additivkonzentrationen halten kdnnen, ist bei
NaCas-Folien eine signifikante Abnahme bei KNOs/NaCas-Verhéaltnissen grofRer als
1:4 zu verzeichnen.

Bei der Betrachtung der Zugfestigkeiten unter dem Einfluss einer Ammoniumsulfat-
Kristallisation ist ein mit KNO3 als Additiv vergleichbarer negativer Einfluss zu erken-
nen. Aus Abb. 5.24 geht hervor, dass die Abnahme unabh&ngig von einer enzymati-
schen Quervernetzung bei NaCas-Folien deutlich starker ausgeprégt ist als im Gela-
tinesystem, wobei im letzteren die quervernetzten Folien in allen Féllen eine bessere
Zugfestigkeit zeigten.
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Abb. 5.24: Zugfestigkeiten ausgewahlter NaCas-Folien (links) und Gelatine-Folien (rechts) in Abhén-
gigkeit von der Ammoniumsulfat-Konzentration (AS) und der Proteinquervernetzung mittels MTG,
Versuche C-A01-05 (Tab. 10.4) und G-A01-05 (Tab. 10.5); x+SD, n=5

Uber den Konzentrationsbereich hinweg erzielten damit die NaCas-Folien einen Ver-
lust an Zugfestigkeit von ca. 72 % und Gelatine-Folien von nur ca. 33 % ohne Be-
ricksichtigung einer Vernetzungsreaktion im Vergleich zur jeweiligen Referenzprobe.

Noch intensiver ausgepragt zeigt sich der Einfluss von Ammoniumsulfat auf die
Bruchdehnungswerte der Proteinsysteme in Abb. 5.25. Bewegen sich die Bruchdeh-
nungen von Gelatinefolien beim zunehmenden Ammoniumsulfat-Gehalt noch in glei-
chen GrolRenordnungen, brechen die Werte bei NaCas-Folien ab einem AS/NaCas-
Verhaltnis von 1:3 drastisch ein.
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Abb. 5.25: Bruchdehnungen ausgewéhlter NaCas-Folien (links) und Gelatine-Folien (rechts) in Ab-
hangigkeit von der Ammoniumsulfat-Konzentration (AS) und der Proteinquervernetzung mittels MTG,
Versuche C-A01-05 (Tab. 10.4) und G-A01-05 (Tab. 10.5); x+SD, n=5

Dabei fallt auf, dass die Verwendung von MTG diesen Effekt bei einem Verhéltnis
von 1:6 noch ausreichend kompensiert, dann aber ein MTG-unabhé&ngiger Einbruch
folgt.

Der Einsatz von Harnstoff (Urea) als Additiv im FoliengieR3prozess bedurfte zunachst
einer Reduzierung der ublichen Weichmachermenge von 6 auf 1 g pro Folie (ent-
spricht 0,84 Gew.% in der filmbildenden Losung), um die Ausbildung vermessbarer
Folien gewahrleisten zu kdnnen. Die Beibehaltung der erhdhten Weichmacherkon-
zentration fuhrte zu einer unzureichenden Stabilisierung des Proteinnetzwerkes und
in dessen Konsequenz zu gummi- bis gelartigen Materialien mit geringer struktureller
Integritat.

In Abb. 5.26 kann eine auffallende GleichmaRigkeit in den Kennwertentwicklungen
unter Harnstoffeinfluss festgestellt werden, die sich durch eine Abnahme der Zugfes-
tigkeit und einer deutlichen Zunahme der Bruchdehnung bei Erh6éhung der Urea-
Konzentration in beiden Proteinsystemen auf3ert.



Darstellung der Ergebnisse 90

16 - 50
= [__1-MTG, 1 g Gly (0.84 wt.%) T [1-MTG, 1 g Gly (0.84 wt.%)
14 [ 1+MTG, 1 g Gly (0.84 wt.%) 1 [C1+MTG, 1 g Gly (0.84 wt.%)
T 40
12 J_
N g T
s 10 S 301
T 8- = T E
S o
s, : S :
N £ N 104 -
| ] | [ b
0 0
0:1 1:12 1:6 1.4 0:1 1:12 1:6 1:4
Harnstoff : NaCas [-] Harnstoff : Gelatine [-]
180 - 160 o
1 CJ-MTG, 1 g Gly (0.84 wt.%) [ 1-MTG, 1 g Gly (0.84 wt.%)
160 (1 +MTG, 1 g Gly (0.84 wt.%) I 140 E—1+MTG, 1 g Gly (0.84 wt.%) _
1 e
ki
140 - 1204 =
2 1204 )
E 0 | I E. 100
£ g0 T + E %0 JT_
[5] [0}
2 ol T | 2 60
G 604 28 3]
=[] 2
@ 404 @ 407 cE
20_‘ 204 £
ol 0 =
0:1 1:12 1:6 1:4 0:1 1:12 1:6 1:4
Harnstoff : NaCas [-] Harnstoff : Gelatine [-]

Abb. 5.26: Zugfestigkeiten (oben) und Bruchdehnungen (unten) ausgewahlter NaCas-Folien (links)
und Gelatine-Folien (rechts) in Abhéngigkeit von der Harnstoffkonzentration und der Proteinquerver-
netzung mittels MTG, Versuche C-H01-08 (Tab. 10.4) und G-H01-08 (Tab. 10.5); x+SD, n=5

Mit Ausnahme der Zugfestigkeiten von Gelatine-Filmen unter Harnstoffeinfluss, konn-
te die Etablierung einer enzymatischen Proteinquervernetzung in allen Fallen zu ei-
ner Kennwertverbesserung beitragen. Das grof3e Potenzial von Urea zur Verbesser-
ung der Bruchdehnungswerte geht dabei ohne Ausnahme zu Lasten der Zugfestig-
keit.

5.3.3.3 Morphologie

Die Untersuchung des Kristallisationseffektes erfolgte zunachst mikroskopisch durch
die Bestimmung von GrofRe, Form und Verteilung anhand des Modellproteins NaCas
und des Additivs Kaliumnitrat.

In Abhéangigkeit von der KNOs-Konzentration konnten verschiedene Kristallgrof3en
und strukturelle Auspragungen beobachtet werden. Wie aus den Mikroskopaufnah-
men in Abb. 5.27 hervorgeht, konnten fur Verhaltnisse zwischen 1:6 bis 1:4 mittlere
Kristallgrof3en im Bereich zwischen 30 und 100 pum bei einer homogenen Verteilung
festgestellt werden. Eine Erh6hung der Additivkonzentration auf 1:2 (Abb. 5.27 (c, e))
fuhrte zu einem Anstieg der Kristallgré3en auf durchschnittlich 100 und 200 pm, die
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sich in der fur KNOg3 typischen orthorhombischen (Aragonit-Typ) Struktur zeigten
(Abb. 5.27 (e)).

Abb. 5.27: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Kaliumnitratkristallen in NaCas-Folien bei

KNOs/NaCas-Verhdltnissen von (a) 1:6, (b) 1:4, (c, €) 1:2 und (d) 1:1,33

Eine weitere Erh6hung der Kaliumnitratkonzentration auf 1:1,33 bedingte briichige,
saulenférmig streuende Kristalle mit effektiven Langen von bis zu 80 mm, die die
Oberflachen der Folien beidseitig durchdrangen. Die entsprechende makroskopische
Auspragung dieses Phanomens kann der Abb. 5.28 (h) enthommen werden.
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Abb. 5.28: Lichtbildaufnahmen von Kaliumnitratkristallen in NaCas-Folien bei KNOs/NaCas-
Verhaltnissen von (f) 1:4, (g) 1:2 und (h) 1:1,33

Folien mit einer KNOs-Konzentration kleiner als 1:4 zeigten keine makroskopisch
sichtbaren kristallinen Bereiche und waren optisch und haptisch mit additivfreien Fo-
lien vergleichbar. Inhomogen verteilte kristalline Bereiche, wie in Abb. 5.28 (f, g) er-
sichtlich, sowie komplexe makroskopische Strukturen pragten in einigen Féllen das
Erscheinungsbild der Folien im Verhaltnisbereich 1:4 bis 1:2.

Generell nimmt bei allen Folien die Transparenz mit zunehmender Kristallinitat ab,
die mit einer Erhéhung der Additivkonzentration korreliert. Mikroskopisch und makro-
skopisch sichtbare Kristallbildung konnte in NaCas- und Gelatine-Folien mit den Ad-
ditiven Kaliumnitrat und Ammoniumsulfat erfolgreich durchgefiihrt werden. Bei dem
Additiv Harnstoff konnte die fiir eine Kristallisation erforderliche Konzentration nicht in
die filmbildende Lo6sung eingebracht werden. In diesem Fall fand keine Ausbildung
eines Filmes statt, sondern lediglich die Entstehung einer gallertartigen Masse nach
Abfiihren des Lésungsmittels.

5.4 Statistische Versuchsplanung

Zunachst wurden der Einfluss der Glycerinkonzentration in den Folien sowie einer
enzymkatalysierten Quervernetzung mittels MTG auf die ZielgroRen Zugfestigkeit,
Bruchdehnung und Elastizitdtsmodul langs zur Extrusionsrichtung bestimmt. Dazu
wurde ein 2-Faktorenversuchsplan erstellt, der in Tab. 5.1 dargestellt ist.
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Tab. 5.1: 22-Faktorenversuchsplan mit den Einflussgrof3en Glycerinkonzentration und MTG fiir Folien-
proben langs zur Extrusionsrichtung

ZielgroRen
Versuch | Kombination | Versuch | Zugfestigkeit [ Bruchdehnung E-Modul
[Nr.] [-] [-] [MPa] [%] [MPa]
1 A1:B1 C02-L-2 6,15 90 74,19
2 Az:B1 CO03-L 5,93 110 102,09
3 A1:B; CO05-L 10,66 91 223,89
4 A,:B; C14-L 5,74 90 108,42

Tab. 5.2: 22-Faktorenversuchsplan mit den Einflussgré3en Glycerinkonzentration und MTG fur Folien-

proben quer zur Extrusionsrichtung

ZielgroRen
Versuch | Kombination | Versuch | Zugfestigkeit | Bruchdehnung E-Modul
[Nr.] [-] [-] [MPa] [%] [MPa]
1 A1:B; C02-Q-2 6,08 32 50,12
2 A2:B; C03-Q 511 98 90,16
3 A1:B> C05-Q 12,35 34 321,06
4 Az:B; Cl14-Q 6,23 100 141,59

Die Spalte ,Kombination“ stellt die EinflussgroRen auf die mechanischen Kennwerte
dar. Dazu zahlen die Glycerinkonzentration (A) und die Zugabe von MTG (B), wobei
die jeweiligen Indices unterschiedliche Auspragungen beziehungsweise Niveaus
darstellen, die sich wie folgt ergeben:

Ay 16,67 Gew.% Glycerin, B1
Az 25,00 Gew.% Glycerin, B>

- MTG,
+ MTG.

Die Schatzung der absoluten Effekte der Einflussgrof3en auf die jeweilige ZielgroRRe
als Ergebnis der mehrfaktoriellen Regressionsrechnung sowie die Parameterwech-
selwirkung sind in Abb. 5.29 abgebildet. Die Richtung der Effektwirkung kann sowohl
negativ als auch positiv sein, je nachdem, ob die EinflussgroRen den Wert der jewei-
ligen ZielgroRe erhéhen oder verringern.
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Abb. 5.29: Effektdarstellung der 22-Faktorenversuchsplanung als Pareto-Diagramm fur die ZielgréRe
~Zugfestigkeit®, langs (links) und quer (rechts) zur Extrusionsrichtung

In Bezug auf die ZielgroRe ,Zugfestigkeit” ist erkennbar, dass sowohl bei Erh6hung
der Glycerinkonzentration als auch durch eine enzymatische Vernetzung mit MTG
eine Verbesserung der Zugfestigkeit zu erwarten ist. Ebenso kann festgestellt wer-
den, dass der kombinierte Einfluss von Glycerinkonzentration und MTG-Zugabe die
Zugfestigkeit um geschéatzte 2,57 bzw. 3,35 MPa fur langs und quer zur Extrusions-
richtung entnommene Proben erhéht. Insgesamt sind die geschétzten Effekte in Be-
zug auf die Extrusionsrichtung gleichgerichtet und relativ gleichwertig.
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Abb. 5.30: Effektdarstellung der 22-Faktorenversuchsplanung als Pareto-Diagramm fur die ZielgréRe
-Bruchdehnung®, langs (links) und quer (rechts) zur Extrusionsrichtung

Im Rahmen der Effektschatzung bezogen auf die Bruchdehnung, dargestellt in
Abb. 5.30 sind negative Effekte bei MTG-Zugabe und bei der Wechselwirkung beider
EinflussgréRen vorhanden, wenn die Probekérper langs zur Extrusionsrichtung ent-
nommen wurden. Lediglich eine Erh6hung der Glycerinkonzentration von 16,67 auf
25,00 Gew.% fuhrt zu einer geschatzten Verbesserung der AntwortgrofRe ,Bruchdeh-
nung“ von 10,5 %. Ein anderes Bild zeichnet sich fir quer zur Extrusionsrichtung
entnommene Folienkérper ab. In diesem Fall fihrt der kombinierte Einfluss von einer
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Erhbhung des Glycerinanteils und einer enzymatischen Proteinquervernetzung zu
einem deutlichen Anstieg der Bruchdehnung um geschétzte 66 %. Der isolierte Effekt
der MTG-Zugabe fuhrt lediglich zu einer geringfiigigen Erhéhung von geschéatzten
2 %.
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Abb. 5.31: Effektdarstellung der 22-Faktorenversuchsplanung als Pareto-Diagramm fur die ZielgréRe
~Elastizitdtsmodul“, 1&angs (links) und quer (rechts) zur Extrusionsrichtung

Der Faktorenversuchsplan fur den Parametereinfluss auf den Elastizitditsmodul in
Abb. 5.31 zeigt unabhangig von der Extrusionsrichtung den gleichen Einfluss in posi-
tive Richtung. Das heil3t, alle untersuchten Einflussgréf3en fihren zu einer geschatz-
ten Erh6hung des Elastizitdtsmoduls, wobei der Einfluss auf die quer zur Extrusions-
richtung entnommen Proben in allen Féllen deutlich gro3er ist. Am deutlichsten ist
der Einfluss einer enzymatischen Quervernetzung der extrudierten Folien, der sich in
einem prognostizierten Anstieg des Elastizitaitsmoduls von 78,02 beziehungsweise
161,19 MPa fir langs beziehungsweise quer zur Abzugsrichtung untersuchte Folien-
korper aulert.

Des Weiteren galt es zu ermitteln, welchen Einfluss die Glycerinkonzentration in Ver-
bindung mit MTG und der Richtung der Probenentnahme (Extrusionsrichtung) auf die
mechanischen Folieneigenschaften ausubt. Um alle moglichen Kombinationen abzu-
decken und einen vollstandig aufgelésten 23-Faktorenversuchsplan zu erstellen, wa-
ren 8 Experimente erforderlich, die in Tab. 5.3 dargestellt sind.
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Tab. 5.3: 2°-Faktorenversuchsplan mit den EinflussgroRen Glycerinkonzentration, MTG und Extru-

sionsrichtung

ZielgroRen

A B C Versuch Zugfestigkeit Bruchdehnung E-Modul
(1| | [ [-] [MPa] [%] [MPa]
-1 -1 -1 C02-L-2 6,15 90 74,19
1 -1 -1 CO03-L 5,93 110 102,09
-1 1 -1 CO05-L 10,66 91 223,89
1 1 -1 Cl4-L 5,74 90 108,42
-1 -1 1 C02-Q-2 6,08 32 50,12
1 -1 1 C03-Q 511 98 90,16
-1 1 1 C05-Q 12,35 34 321,06
1 1 C14-Q 6,23 100 141,59

Um eine angemessene Ubersichtlichkeit zu gewahrleisten, wurden die jeweiligen
Merkmalsauspragungen mit den Zahlen 1 und -1 beschrieben, welche die unter-
schiedlichen Niveaus der Einflussgré3en widerspiegeln und wie folgt definiert sind:

A
B
C

Glyceringehalt (-1: 16,67 Gew.%; 1: 25 Gew.%),
MTG (-1: ohne MTG; 1: mit MTG),
Extrusionsrichtung (-1: l&ngs; 1: quer).

Die als Pareto-Diagramm aufbereiteten Ergebnisse sind in Abb. 5.32 ersichtlich.
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Abb. 5.32: Effektdarstellung der 2°-Faktorenversuchsplanung als Pareto-Diagramm fir die Zielgro-
Ren: Zugfestigkeit, Bruchdehnung und Elastizitatsmodul

Bei Betrachtung der Effektschatzung auf die Zugfestigkeit kann festgestellt werden,
dass eine enzymatische Proteinquervernetzung mit einer geschatzten Verbesserung
der Zugfestigkeit um 2,93 MPa den grol3ten Positiveinfluss auf die ZielgroRe darstellt.
Auf der anderen Seite tragen eine Erhéhung der Glycerinkonzentration und die
Wechselwirkung von Glycerinkonzentration und MTG mal3geblich zu einer geschéatz-
ten Verschlechterung der Zugfestigkeit bei.

Im Rahmen der Einflussschatzung auf die ZielgroRe ,Bruchdehnung” ist bezlglich
der Erhdhung des Glyceringehaltes eine im Vergleich mit der Zielgro3e ,Zugfestig-
keit* gegensatzliche Entwicklung auszumachen. Eine Erh6hung des Glyceringehaltes
in den Folien auf 25 Gew.% fuhrt zu einer geschatzten Erhdhung der Bruchdehnung
um 37,75 %. Einen negativen Einfluss Ubt wiederum die Extrusionsrichtung aus, da
quer entnommene Probenstreifen eine geschatzte geringere Bruchdehnung von
29,25 % nach sich ziehen. Zusatzlich kann die Wechselwirkung von Glycerin-
konzentration und Extrusionsrichtung als signifikanter Positiveinfluss identifiziert wer-
den.

Den grofRten Einfluss auf eine Erhdhung des Elastizitatsmoduls zeigt die Verwen-
dung von MTG, welche den Elastizitatsmodul um geschéatzte 119,6 MPa erhdht. Dem
gegeniber steht die Wechselwirkung der Effekte Erh6hung des Glycerinanteils in
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Kombination mit Zugabe von MTG, die zu einer geschatzten Abnahme des Elastizi-
tatsmoduls von 90,72 MPa fuhren. Zudem wirkt sich auch eine Erhéhung des Glyce-
ringehaltes deutlich negativ auf die ZielgroRe aus.

Zuletzt wurde der Einfluss unterschiedlicher Disentemperaturen und einer enzyma-
tisch katalysierten Proteinquervernetzung auf die mechanischen Kennwerte der her-
gestellten Folien ermittelt. Fir diesen Zweck wurde der in Tab. 5.4 dargestellte 2%
Faktorenversuchsplan entwickelt.

Tab. 5.4: 22-Faktorenversuchsplan mit den EinflussgréRen Dusentemperatur (Tp) und MTG

ZielgroRen
Versuch | Kombination Versuch | Zugfestigkeit | Bruchdehnung E-Modul
[Nr.] [-] [-] [MPa] [%] [MPa]
1 A1:B1 C02-L-2 6,15 90 74,19
2 Az:B1 C02-L 5,08 78 104,08
3 A1:B; C12 11,74 78 289,62
4 Az:B; CO5-L 10,66 91 223,89

In der Spalte ,Kombination“ sind die EinflussgroRen ,Dusentemperatur® (A) und ,Zu-
gabe von MTG" (B) dargestellt. Die Indices stellen auch in diesem Fall unterschiedli-
che Auspragungen beziehungsweise Niveaus dar, die sich wie folgt ergeben:

A]_ TD =55 °C, Bl - MTG,
Az Tp=75°C, B2 + MTG.

Als Ergebnis der mehrfaktoriellen Regressionsrechnung sind in Abb. 5.33 die Schét-
zungen der absoluten Effekte der Einflussgréf3en auf die jeweilige Zielgrol3e darge-
stellt.
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Abb. 5.33: Effektdarstellung der 22-Faktorenversuchsplanung als Pareto-Diagramm fur die Zielgro-

Ren: Dusentemperatur und MTG

Dabei ist zu erkennen, dass eine enzymatische Quervernetzung einen deutlich posi-
tiven Einfluss auf die Zugfestigkeit sowie auf den Elastizitdtsmodul austbt. Es konnte
ein Anstieg der Zugfestigkeit von 5,59 MPa und eine Erhéhung des Elastizitatsmo-
duls um 167,62 MPa geschéatzt werden.
Zudem wurde festgestellt, dass eine Erh6hung der Dusentemperatur zu einer signifi-
kanten Verschlechterung der Bruchdehnung um geschatzte 12,5 % beitragt, wohin-
gegen kein Einfluss auf die Zugfestigkeit ausgemacht werden konnte. Den jeweiligen
Wechselwirkungen aus Disentemperatur und MTG kommt in diesen Féllen keine

grof3e Bedeutung zu.
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6 Diskussion der Ergebnisse

6.1 Interpretation der Ergebnisse

6.1.1 Herstellungsverfahren

6.1.1.1 Ldsungsmittelverfahren

Die gewonnenen Erkenntnisse in Bezug auf die filmbildenden Eigenschaften, die Zu-
sammensetzung und die funktionalen Eigenschaften waren fiir die Ubertragung auf
einen kontinuierlichen thermoplastischen Herstellungsprozess von essentieller Natur.
Die Uberfuhrbarkeit der Proteine in Losung und die filmbildenden Eigenschaften von
NaCas, Gelatine und Erbse haben praktische Bestatigung gefunden. Art und Kon-
zentration der Weichmacher wurden in Hinblick auf die favorisierten Endproduktei-
genschaften optimiert und dienten als Grundlage fiir die Gestaltung und Auslegung
der Rohstoffaufbereitung und der Extruderzufiihrungssysteme.

Der Vergleich von mechanischen und optischen Eigenschaften aus dem Lésungsmit-
telverfahren mit extrudierten Folien erlaubte Ruckschlisse auf strukturelle Verande-
rungen in hochviskosen Medien unter Einfluss hoher Druck-, Temperatur- und Scher-
verhaltnisse und wird in den nachfolgenden Abschnitten erdrtert. Dariiber hinaus er-
wiesen sich die intensiven Voruntersuchungen zum Ld&sungsmittelprozess zweck-
dienlich fur die Modifikationsverfahren, deren prinzipielle Eignungen, Praktikabilitaten
und Optimierungspotenziale zunachst auf Basis des Giel3verfahrens evaluiert wur-
den. Insbesondere der gezielte Einbau kristalliner Substanzen profitierte von dem
etablierten, streuungsarmen (robusten) Verfahren durch eine hohe statistische Absi-
cherung der Effekte in Gro3e und Richtung.

Die Ergebnisse sind insgesamt im hohen MalRe mit der existierenden Literatur ver-
gleichbar [Cha06, Sie99, Shi98, Gue96, Kro02, Che02, Vir00, Deb98, Gui95, Kes86,
May94]. Der Giel3folienprozess lieferte gute, qualitativ hochwertige Ergebnisse be-
zuglich der mechanischen und sensorischen Eigenschaften, ist aber in Hinblick auf
eine massenproduktionsfahige Umsetzung, aufgrund der sehr kleinen Outputmengen
und langen Durchsatzzeiten, des diskontinuierlichen Charakters und der begrenzten
Formgebungsvielfalt ungeeignet und ineffizient.

6.1.1.2 Thermoplastisches Verfahren

6.1.1.2.1 Anlagen- und Verfahrenstechnik

Hinsichtlich der verfahrenstechnischen Aufgabe bestand zunéchst die Notwendigkeit
der Auswahl eines technischen Verfahrens, dass der Zielstellung der vorliegenden
Arbeit zweckdienlich war. In Anlehnung an die Anlagen- und Verfahrenstechnik der
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traditionellen polymerverarbeitenden Industrie und den Fortschritten von wissen-
schaftlicher Forschung und deren praktischer Umsetzungen auf dem Gebiet einer
thermoplastischen Verarbeitung von Proteinen wurde ein kontinuierliches Verfahren
auf Basis einer Extrusion entwickelt und optimiert. Fir die Auswahl des Extrudertyps
haben vor allem produktspezifische Charakteristika, in Form materialtechnischer An-
forderungen an ProzessgrofR3en (z. B. Temperatur, pH-Wert, Konsistenz und Reakti-
onsbedingungen) Bertcksichtigung gefunden. Im Rahmen einer funktionalen Analy-
se des Extrusionsprozesses erfolgte ein systematischer Abgleich der Realisierbarkeit
der notwendigen Einzelverfahrensschritte in Anlehnung an die Parameter des L06-
sungsmittelverfahrens. Die Wabhl fiel auf einen gleichlaufigen Doppelschneckenextru-
der, der in Verbindung mit einer Schlitzdiise und einer Film- und Bandabzugseinheit
eine kontinuierliche Produktion von Folienbahnen bewerkstelligte.

Ein Doppelschneckenextruder besitzt wesentliche Vorteile fur die Verarbeitung pro-
teinogener Materialien im Vergleich zu einem Einschneckensystem, die dessen Ver-
wendung einen pradestativen und teilweise obligatorischen Stellenwert verleihen. Fir
die Zielstellung der Arbeit waren dabei vorrangig die folgenden Vorzige von Bedeu-
tung:

= Sehr gute Zuflihrungs- und Férdercharakteristik,

= Sehr gute Kompoundierung und Warmeubertragung,

= Enge Verweilzeitverteilung,

= Gute Kontrolle Uber die Massetemperaturen und die Verweilzeiten,

= Gute AusstolR3stabilitaten,

= Eignung fir eine reaktive Extrusion sowie Gewéhrleistung einer effizienter Beluf-
tung und Entgasung sowie

» Hohe Flexibilitat und Modularitat hinsichtlich Einstell- und Prozessgrél3en.

Die hervorragende Zufuihrungscharakteristik des gewahlten Anlagentyps erlaubte die
Zufihrung der Proteine in feiner Pulverform und vermied damit Aufbereitungsschritte
der gelieferten Rohstoffe. Die sehr gute Mischcharakteristik gewahrleistete dartber
hinaus das effiziente Einmischen von Hilfs- und Fllstoffen in Form von Lésungsmit-
teln, Weichmachern und Enzymen und sorgte fir deren rasche Homogenisierung.
Die positive Forderwirkung garantierte auch bei einem niedrigviskosen Extrudat in-
folge eines vergleichbar hohen Bedarfs an Losungsmittel einen adaquaten Stoff-
transport ohne Schlupfverhalten, der bei Bedarf die Zufiihrung von Fetten und Olen
in vergleichsweise hohen Konzentrationen ermaéglicht, die der gezielten Optimierung
der Endprodukteigenschaften dienlich sein kdnnen. Dartber hinaus gewéahrleistete
die gute Warmeubertragung durch die gréRere Flache eines Doppelschneckenextru-
ders in Kombination mit einer sehr engen Verweilzeitverteilung die notwendige Kon-
trolle Uber die thermo-sensitive enzymatisch katalysierte Quervernetzungsreaktion. In
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Hinblick auf die genannten Kriterien erwies sich die Auswahl der Anlagentechnik als
Uberaus geeignet und zweckmalig. Individuelle Einstell- und Prozessgréfien werden
in den nachfolgenden Kapiteln einer interpretativen geratespezifischen Analyse un-
terzogen.

6.1.1.2.2 Extruderhardware und funktionale Prozessanalyse

Fur die Ergebnisdiskussion der durchgefiihrten Extrusionsversuche bietet sich eine
funktionale Prozessanalyse der verschiedenen Verfahrenszonen und ihrer jeweiligen
anlagen- und prozessspezifischen Auslegung an. Die Verfahrensschritte sind mitein-
ander gekoppelt und bedingen daher eine abhangige Betrachtungsweise und Analy-
se der Grundoperationen. Eine zufriedenstellende Abhandlung der verfahrenstechni-
schen Problemstellung wird durch unzureichende Informationen uber die rheologi-
schen und thermodynamischen Eigenschaften proteinogener Materialien erschwert.
Durch die komplexe molekulare Struktur, heterogene intermolekulare Interaktionen,
Proteinkettenverflechtungen und Bindungen kovalenter Natur sowie prozesstechno-
logisch bedingte Strukturdnderungen in Form von Disaggregation, Denaturierung,
Dissoziation und Neuausrichtung des Proteinsystems besonders in Bereichen starker
Zustandsanderungen musste daher zum jetzigen Forschungsstand auf umfangreiche
Modelluntersuchungen und Versuche zurtickgegriffen werden. Die daraus gewonne-
nen Erkenntnisse wurden nachfolgend aus funktionaler Sicht interpretiert, mit prakti-
schen Aspekten unterlegt und erheben den Anspruch auf anlagen- und verfahrens-
technische Ansatze flr die praktische grof3technische Umsetzung.

Materialzufiihrung und Einzugszone

Fur die Gewahrleistung einer kontinuierlichen Rohstoffzufiihrung wurden ausschliel3-
lich Direktdosierungsvorrichtungen gewahlt, welche die Fest- und Flissigkomponen-
ten direkt der Doppelschnecke in der Extrudereinzugszone zugefuhrt haben. Die Do-
sierung der Feststoffe erfolgte gravimetrisch, die der Flissigkomponenten volumet-
risch. Erstere regelte den Materialfluss des Proteins mit konstantem Gewicht pro
Zeiteinheit. Die Erfassung des Gewichtes erfolgte Gber ein Wagemodul und erlaubte
damit eine kontinuierliche Kontrolle und vollstandige Uberwachung durch Kopplung
an einen Regelkreis. Dies garantierte zum einen eine hohe Prozessqualitat durch
prazise Dosierung in den gewlnschten Verhéltnissen ohne Materialakkumulation im
Einfulltrichter, eine exakte Steuerung des Durchsatzes unabhangig von der Extru-
derdrehzahl sowie die Mdoglichkeit einer Dokumentation des Materialgehaltes im
Endprodukt. Zum Zweiten trug das sog. ,starve feeding” durch die Verwendung eines
gravimetrischen Feststoffdosierers in Verbindung mit einem Einfulltrichter, deren
Funktionsweisen schematisch in Abb. 6.1 und im Einsatz in Abb. 4.4 und Abb. 4.10
zu sehen sind, zur Vermeidung der in Vorversuchen festgestellten Materialflussprob-
lematik pulverformiger Proteine bei.
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Abb. 6.1: Gravimetrische Dosierung unter Verwendung eines konischen Einfllltrichters, schematische
Darstellung (in Anlehnung an Rauwendaal, 2001 [Rau01a])

Die vergleichsweise schlechten FlieReigenschaften aufgrund des hygroskopischen
Charakters der Proteinsysteme kdnnen zu unerwiinschten Effekten, wie Brtickenbil-
dung, Kanalisierung und Stagnation fuhren, die wiederum Dosierungenauigkeiten bis
hin zum kompletten Funktionsverlust des Zufihrungssystems bedingen kénnen. Der
Anspruch an eine geeignete und wirtschaftliche Dosierlésung fur die Flissigkompo-
nenten Losungsmittel und Weichmacher resultierte in der Wahl volumetrischer, rotie-
render Verdrangerpumpen, wie den Abb. 4.4 und Abb. 4.10 (rechts) enthommen
werden konnte. Die Ermittlung der entsprechenden gravimetrischen Dosierleistungen
erfolgte in Kalibriervorgédngen, bei denen innerhalb einer definierten Zeiteinheit Pro-
ben entnommen und gewogen wurden. Diese konnten anschlie3end in ein Verhéltnis
zur Feststoffdosierung gesetzt werden. Dieses Verfahren bot zwar keine direkte
Ruckmeldung des Gewichtes, was bei Konstanz der Zusammensetzung und der
Umgebungsvariablen (vorrangig der Temperatur) aber nicht von Belang war.

Die beschriebene Auslegung der Materialzufihrung erwies sich im hohen Mal3e flr
das verwendete Stoffsystem durch eine verlassliche und prazise Dosierung der Roh-
stoffe in die Einzugszone des Extruders als geeignet. Die darauffolgenden Einzugs-
vorgange sind volumenbestimmt und waren entsprechend der gewiinschten Forder-
kapazitat auszulegen, die wiederum Abhangigkeiten vom freien Schneckenvolumen
(Gangtiefe und Gangzahl), der Gangsteigung, der Drehzahl und der Produktdichte
aufwiesen. Es existieren in der Literatur zwar empfohlene Auslegungen fur die Ein-
zugszone basierend auf simulativen Untersuchungen und praktischen Erfahrungen
fur Rohstoffe géangiger synthetischer Plastiken, dennoch waren vielfache Kompoun-
dierungs-Vorversuche erforderlich, um die Hauptaufgaben der Einzugszone — Forde-
rung und Verdichtung — mit wiinschenswerten Ergebnissen in Form der beschriebe-
nen Versuchsdurchfiihrung umsetzen zu kénnen [Rau0l1, RauOla, Koh07, Gil05].
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In Hinblick auf den Gesamtprozess konnten durch die beschriebenen Maflinahmen,
insbesondere durch die Wahl einer dosierten Rohstoffzufiihrung, die Druckverhalt-
nisse auf einem moderaten Niveau gehalten werden. Dies verringerte die Wahr-
scheinlichkeit und Haufigkeit einer Agglomeratbildung in den Folgezonen und resul-
tierte in einer merklichen Verbesserung der Misch- und Homogenisierungsleistung
des Extruders hinsichtlich der verwendeten Stoffsysteme, wie die positive Entwick-
lung der Mischgiite in der 2-zonigen Darstellung bei Offnung des Extrudergeh&auses
gemal Abb. 5.2 erkennen lasst.

Plastifizier- und Mischzone

Nach erfolgtem Materialeinzug und Verdichtung trat das Gemisch aus Proteinen,
Weichmacher und Lésungsmittel in die Plastifizierzone ein, die bei konventionellen
Extrusionsprozessen das Aufschmelzen des Polymers als Hauptaufgabe zu erflllen
hat. Das vorliegende Proteingemisch wurde in dieser Zone durch die gemeinsame
Wirkung von Losungsmittel und Weichmacher sowie der Zufihrung von Warme zu
einer weichen, gummiartigen Masse durch Uberschreitung der Glasiibergangstempe-
ratur gemald Abb. 2.3 weiterverarbeitet. Dabei verlor das Protein seine ursprtnglich
pulverférmige Konsistenz und agglomerierte partiell, die Extrudatdichte stieg an und
es kam zu einem Druckaufbau im Gehause. In dieser Region spielten Schermecha-
nismen eine dominante Rolle. Die durch die Schneckenrotation verursachten Scher-
krafte waren in dieser Zone fur den Temperaturanstieg in den Bereich zwischen ca.
47 und 55 °C verantwortlich. In Hinblick auf eine hohe Energieeffizienz erfolgte die
Konzentrationseinstellung an Lésungsmittel und Weichmacher in einem Mal3e, bei
dem der Glasubergang bereits bei Raumtemperatur erfolgte. Dementsprechend
konnte in dieser Zone auf die externe Zufihrung von Warme durch das Extruderge-
hause verzichtet werden.

Neben der Plastifizierung Gbernimmt die Zone auch entscheidende Aufgaben des
Mischens und Homogenisierens. Die Mischwirkung konventioneller Férderelemente
ist allerdings stark begrenzt. Daher wurden dispersive Knetelemente installiert, um
Feststoffpartikel zu zerteilen und vorhandene Agglomerate zu beseitigen. Fur beide
verwendeten Extruder kamen Knetelemente zum Einsatz, die sich durch den Ver-
satzwinkel unterschieden. Zwei forderneutrale Knetelemente mit einem 90° Versatz-
winkel (siehe Abb. 4.3) sorgten in Extruder A fir stark ausgepragte distributive
Mischeffekte und dispersive Schereffekte, die von Versatzwinkel, Scheibenanzahl
und Scheibenbreite abhédngen [Koh07]. Im Vergleich dazu wurde fir Extruder B ein
Schneckenmodul mit Knetscheiben ausgestattet, die einen Versatzwinkel von 45°
besalRen. Das in Abb. 6.2 dargestellte Element zeichnet sich durch eine positive For-
derwirkung aus, weist aber andererseits durch den kleineren Versatzwinkel geringere
distributive und dispersive Mischeffekte auf.
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Abb. 6.2: Aufbau und Funktionsweise eines Knetelements, distributives Mischen durch Querstrémung
[Rau0l1a, Koh07]

Bei der Extrusion eines Proteinsystems ist die dispersive Mischleistung entschei-
dend, die wie beschrieben Feststoffteilchen, Agglomerate, Flissigkeitstropfen oder
Gasblasen zerteilt bzw. aufbricht. Im Gegensatz dazu findet bei einem distributiven
Mischen eine reine Verteilung von Masseteilchen im Volumen statt. Dies ist von Be-
deutung, wenn eine Vermischung von zwei Proteinsystemen erfolgen soll oder die
Einmischung l6slicher Additive sowie nicht agglomerierter Fillstoffe vorgesehen ist.
Da ausschlie3lich Ein-Protein-Systeme untersucht wurden und im Falle einer reakti-
ven Extrusion das Enzym bereits vorgelost mit dem Flissigkeitsstrom zugefuhrt wur-
de, waren keine MalRhahmen zur Erhéhung der distributiven Mischleistung des Ex-
truders A erforderlich. Aus diesem Grunde wurden zudem breite Knetscheiben ver-
wendet, da diese eine ausgepragte disperse Wirkung besitzen. Dies ist dadurch be-
grundbar, dass mit zunehmender Scheibenbreite die Wahrscheinlichkeit steigt, dass
Partikel in den Scherspalt zwischen Knetscheibe und Gehausewandung gezwungen
und wie in Abb. 6.2 (rechts) ersichtlich einer intensiven Scherung ausgesetzt werden.
Die Schneckenkonfiguration von Extruder B wurde neben den beschriebenen Knet-
elementen zusatzlich mit Mischelementen ausgestattet, deren dispersive, scherin-
tensive Mischanteile im Vergleich zu den Knetelementen vernachlassigbar gering
waren. Eine rein verfahrenstechnische Notwendigkeit fir deren Einsatz im Rahmen
einer Standardextrusion lag nicht vor. Stattdessen lag dieser Umstand in den spezifi-
schen Anforderungen einer reaktiven Extrusion begriindet. Intensive Scherung fuhrt
zu deutlich ansteigenden Temperaturverhaltnissen im Extruder und kann bei Uber-
schreitung einer kritischen Temperatur von ca. 60 °C (siehe dazu auch Abb. 3.4) zu
einer Inaktivierung des Enzyms MTG und damit eine komplette Unterbindung der
Quervernetzungsreaktion zur Folge haben. Diese Variable in Verbindung mit einem
nicht vorhandenen Kuhlsystem des Extruders B bedingten den Verzicht auf weitere
scherintensive Knetelemente und fuhrte zur Dominanz férderneutraler Turbinen-
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mischelemente (TME) in der Plastifizier- und Mischzone von Extruder B, deren
schematischer Aufbau in Abb. 6.3 zu sehen ist.
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Abb. 6.3: TME-Element mit steigungslosen Ringen und gefrasten Liicken, schematische Darstellung
(in Anlehnung an Rauwendaal, 2001 [Rau01a])
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Diese forderneutralen Mischelemente sind stets vollstandig gefillt und missen von
stromaufliegenden Elementen uberfahren werden. Eine hohere effektive Lange des
Extruders kompensierte die vergleichsweise geringe dispersive Mischleistung in ge-
eigneter Weise. Durch diese MalRnahmen wurde ein optimales Reaktionsniveau fur
die Proteinquervernetzung zwischen 48 und 55 °C geschaffen.

Die Schneckengeometrie wurde von gegenfordernden Abstauelementen abgerundet,
die eine Trennung von Verfahrenszonen in axial offenen Systemen, wie es bei den
beiden verwendeten gleichsinnig drehenden und dichtkimmenden Extrudern der Fall
war, ermdglichten. Mit dieser Malinahme konnten durch vollstandig gefillte Bereiche
abgedichtete Entgasungszonen fur die Abfihrung volatiler Bestandteile im Extrudat
geschaffen werden. In diesen Zonen erfolgte an Extruder B eine Entgasung Uber Va-
kuumpumpen. In der Entgasungszone kamen teilgefillte Gewindeelemente zum Ein-
satz, um einerseits eine maoglichst groRe Extrudatoberflache fir die Entgasung zur
Verfigung zu stellen und andererseits einen Produktaustrag in den Entgasungsdom
zu vermeiden.

Forder- und Druckaufbauzone

Die Forderzone begann an dem Punkt, wo eine vollstandig homogene und plastifi-
zierte Proteinmasse durch die beschriebenen Malinahmen in der Plastifizierungs-
und Mischzone entstanden war. Sie gewahrleistete den Transport des Extrudates
von einer Verfahrenszone zur nachsten und war damit ebenfalls ein integraler Be-
standteil der o. g. Einzugs-, Plastifizierungs- und Mischzone. Optische Begutachtun-
gen des Extrudates nach dem Aufklappen des Gehauses bzw. dem Ziehen der
Schnecke zeigten bereits in Zone 8 bei Extruder A und B eine vollstandige Plastifizie-
rung. Druckaufbauzonen befanden sich vor jedem abstauenden Schneckenelement
sowie in der Extruderaustragszone. In letzterer musste der durch das Werkzeug ver-
brauchte Druck erzeugt werden. In der Druckaufbauzone war durch eine starkere
Ruckstrémung der plastifizierten Proteinmasse Uber die Schneckenkdmme ein er-
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hohter Energieeintrag von Noten. Um den Ubermaligen Energieeintrag zu vermeiden
und dem Werkzeug (Schlitzdiise) einen konstanten Massenfluss (x 1 % Fluktuation)
und damit eine hohe Ausstol3stabilitéat zur Verfligung zu stellen, erfolgte an Extruder
B die Installation einer Zahnradpumpe, die einen deutlich hdheren Pumpwirkungs-
grad als der Doppelschneckenextruder selbst besal3. Negativeffekte aul3erten sich in
seltenen Fallen durch das Austragen thermisch zersetzen Materials. Als Schmiermit-
tel verblieben kleine Mengen plastifizierten Proteins fur langere Zeit in der Zahnrad-
pumpe und zeigten Zersetzungserscheinungen durch den Temperatureinfluss.

Formgebung

Fur die Formgebung des Extrudates wurde eine Schlitz- bzw. Filmdise verwendet.
Die im Extruder thermomechanisch verarbeitete und plastifizierte Proteinmasse wur-
de an beiden Extrudern mit einer in Abb. 6.4 dargestellten Fischschwanzdise in Fo-
lienform Gberfuhrt. Die Abb. 5.3, Abb. 5.4 und Abb. 4.11 zeigten die Dusen und das
Produkt im laufenden Betrieb.
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Abb. 6.4: Fischschwanzdise in geoffneter Ansicht (links) und geschlossener Seitenansicht (rechts),
schematisch mit Bezeichnung der Funktionsbereiche (in Anlehnung an Rauwendaal, 2001 [Rau01a])

Die verwendeten Disen zeichneten sich durch eine ausreichend homogene Vertei-
lung der plastifizierten Proteinmasse aus, wenngleich der Erreichung einer uniformen
Verteilung ein Einstellungsaufwand vorgeschaltet war, der eine kontinuierliche An-
passung bei veranderter Extrudatbeschaffenheit bei der Modifikation von Prozesspa-
rametern nach sich zog. Inhomogenitaten auf3erten sich vor allem durch differierende
Foliendicken, ungleichméafiiges Ablosen der Folie von der Disenlippe, partielles Ab-
reiBen des Produktstromes und die dementsprechende Bildung von Fehlstellen in
den Folien. Die notwendige Einstellung des Flie3verhaltens erfolgte Gber die Veran-
derung der Geometrie des FlieRkanals durch die Feinjustierung (x 0,8 mm) der Du-
senlippe einerseits sowie durch die Anpassung der FlieBkanalh6he andererseits, wie
aus der Abb. 6.4 (rechts) hervorgeht. Dartiber hinaus konnte Uber die Dlisentempe-
ratur das FlieBverhalten des Extrudates kontrolliert werden. Durch den anschliel3en-
den Folienabzugsprozess durch einen Kalander wurde Einfluss auf die funktionalen
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Eigenschaften der extrudierten Folien genommen, auf den in der analytischen Er-
gebnisdiskussion (Kapitel 6.1.3) Bezug genommen wird.

6.1.2 Thermoplastische Verarbeitung von Proteinen

Wahrend der thermoplastischen Verarbeitung von Proteinen konnten zunachst Ag-
gregationseffekte in unmittelbaren Anschluss an den Erstkontakt des Proteinpulvers
mit dem Flussigkeitsgemisch in der Einzugszone des Extruders beobachtet werden.
Dies kann mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die Ausbildung hydrophober und ioni-
scher Bindungen zuriickgefuhrt werden, welche eine Loslichkeitsabnahme der Prote-
infraktion bedingten. Misch- und Knetelemente fihrten anschlieend im Zusammen-
spiel mit ansteigenden Druck-, Temperatur- und Scherverhdltnissen zu einer Zersto-
rung der Proteinagglomerate und zu einer Aufhebung der stabilisierenden niedrig-
energetischen intermolekularen Krafte, in Folge dessen die Proteine denaturierten
und sich entfalteten. In der Plastifizierungszone erfolgte die Transformation zu einer
elastischen Proteinmasse, die eine Proteinreorganisation und die Ausrichtung in
FlieBrichtung sowie ggf. spezifische Vernetzungsreaktionen beinhaltete. Des Weite-
ren kann unterstellt werden, dass in der Druckaufbauzone eine Kompaktierung des
Proteinnetzwerkes stattfand, in Folge dessen die Neuformation vorrangig kovalenter
Bindungen und non-kovalenter hydrophober Bindungen wéhrend der Formgebung,
des Abzugs, der Trocknung und der Kihlung beginstigt wurden. Der Folienabzug
unter Spannung fuhrte zu einer molekularen Ausrichtung in Extrusionsrichtung, die
durch die direkt anschliel3ende Trocknung fixiert wurde.

Bei der Extrusion von Erbsenprotein gemald Tab. 4.4 war es nicht gelungen, eine
homogene Proteinlésung zu erreichen. MalRhahmen zur Verbesserung der Misch-
und Homogenisierungsqualitat und zur Erhéhung der mittleren Verweilzeiten flhrten
zwar zu einer deutlichen Anderung der Extrudatzusammensetzung, wie in Abb. 5.6
zu erkennen war, konnten aber nicht zu einer vollstdndigen Plastifizierung des Erb-
senproteins beitragen. Ein weiterfuhrender experimenteller Aufwand mit veranderter
Schneckenkonfiguration, einer Vorkonditionierung des Erbsenproteins und ange-
passter Prozessgrol3en ware notwendig, um eine kontinuierliche Produktion von Erb-
senfolien zu erreichen. Nichtsdestotrotz konnten die filmbildenden Eigenschaften, die
im Rahmen des Ldsungsmittelverfahrens nachgewiesen wurden, durch eine post-
extrudale Pressung des Extrudates gezeigt werden. Aus den genannten Grinden
waren Folien aus Erbsenprotein kein Bestandteil der analytischen Untersuchungen.

6.1.3 Analytik

6.1.3.1 Optik und Organoleptik

Die optischen Eigenschaften der extrudierten Folien wurden durch die ganzheitliche
anlagen- und verfahrenstechnische Prozessauslegung bestimmt und werden im Fol-
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genden eigenschaftsspezifisch den verantwortlichen Teilprozessen zugeordnet und
analysiert.

Die finalen Produktdimensionen resultieren aus dem Gesamtdurchsatz und wurden
zudem durch die Diseno6ffnung und den Folienabzug festgelegt. In den durchgefuhr-
ten Versuchen wurde der Durchsatz mit 4 kg/h an Extruder A und 10 kg/h an Extru-
der B im Rahmen einer vergleichenden Analyse konstant gehalten. Die Offnung der
Dusenlippe erfolgte manuell in Abhangigkeit von der Extrudatbeschaffenheit, um ei-
nen homogenen Extrudatfluss zu gewahrleisten und wurde nach dem Einfahrprozess
weitgehend konstant gehalten. Aus diesen Griinden basierten die Foliendimensionen
primar auf dem Folienabzug, der die extrudierten Folien unter Spannung abzog und
sich nachgeschaltet fir die Prozessschritte Kiihlung und Verfestigung verantwortlich
zeigte. Die Geschwindigkeit des Abzugs bestimmte damit die Foliendicke und Breite,
die mit zunehmender Spannung eine Reduzierung erfahren haben. Neben den in
Abb. 6.5 (rechts) dargestellten Einfluss des Folienabzugs, waren auch Schwell- und
Anhaufungsprozesse (Abb. 6.5 (links)) am Dusenaustritt fir eine geometrische Be-
einflussung ursachlich.
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Abb. 6.5: Effektwirkungen von Extrudatschwellung und -anhaufung am Disenaustritt mit Geschwin-
digkeitsprofil (links) und Geometriednderung der Folien durch eine Abzugsvorrichtung (rechts)

[Rau0la, Haw03]

Die Foliendicke war stark von der Dehnfahigkeit des Extrudates abhéngig. Bestre-
bungen, die Foliendicke durch eine Erhéhung der Abzugsgeschwindigkeit weiter ab-
zusenken, fihrten zu einem Abreil3en des Extrudatstromes zwischen Duse und Ab-
nehmerrolle. Die homogene, glatte Oberflachenbeschaffenheit und Haptik sind auf
das verwendete Rollensystem aus poliertem Edelstahl zurtickzufihren. Die organo-
leptischen Auspragungen, wie Farbgebung, Geruch und Haftverhalten sind haupt-
sachlich materialspezifisch (Hygroskopizitat von Protein und Weichmacher) und in
begrenztem Umfang auf strukturelle Veranderungen wahrend Extrusion und Form-
gebung zurtickzufuihren. Asthetische Abwertungen in Form von Lufteinschlissen,
Gelbildung (Fischaugen), Stippen, Verfarbungen entstanden vereinzelt wahrend der
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Extrusion. Ursachlich fur gasférmige Einschliisse sind ein Einschleppen von Luft pri-
mar durch den Flissigkeitsstrom und eine unzureichende Entgasung. Fehlstellen in
Form von Fischaugen und Stippen entstanden durch partielle Molekulargewichtser-
hoéhungen infolge einer unvollstandigen Quervernetzungsreaktion, Materialzerset-
zung, Verunreinigungen und unzureichender Plastifizierung und Homogenisierung.
Linienbildungen und Wellungen der Folien traten in Zusammenhang mit dem Abzieh-
vorgang durch das Ablosen der Extrudatanhaufungen am Disenausgang und einer
ungleichmafigen Abfihrung der Restfeuchte und anschliel3ender Kihlung auf.

Unter Ausschluss der beschriebenen Einzelfallproblematiken konnten die &stheti-
schen, optischen und haptischen Anforderungen von Industrie, Handel und Ver-
brauch, gepragt durch die Gewdhnung an konventionelle synthetische Folien, weit-
gehend erfullt werden.

6.1.3.2 Mechanische Eigenschaften

Die Darstellung der mechanischen Eigenschaften der extrudierten Folien zeigte zwei
grundsétzliche Trends. Zum einen wiesen extrudierte Folien mit einer hochsignifikan-
ten statistischen Absicherung (P < 0,001) deutlich hohere Zugfestigkeiten im Ver-
gleich zu den Giel3folien im Rahmen eines diskontinuierlichen Losungsmittelverfah-
rens auf. Zum anderen offenbarte die Extrusion in allen Fallen geringere Bruchdeh-
nung der Produkte mit signifikantem Charakter (P < 0,01).
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Abb. 6.6: Zugfestigkeiten und Bruchdehnungen ausgewahlter Folien aus dem Extrusionsprozess (Ex-
truder A: Versuch 4, Extruder B: CO1-L) und Giel3prozess (C-K01) im Vergleich mit synthetischen
Folien (Werte fur LDPE, HDPE und PP aus Crawford, 1998 [Cra98]); x+SD, n=5

Des Weiteren gibt die Abb. 6.6 eine Gegenuberstellung der mechanischen Eigen-
schaften der im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Folien mit Durchschnittswerten
synthetischer Folien wieder, die eine Vergleichsrelevanz durch gemeinsame Schnitt-
mengen mit den angestrebten Absatzmarkten fir Proteinfolien aufweisen. Diese
Darstellung verdeutlicht den Fortschritt in der Verbesserung der Zugfestigkeit durch
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ein extrusionsbasiertes Verfahren, demonstriert aber auch den Bedarf weiterer Opti-
mierungsbestrebungen hinsichtlich der Bruchdehnungswerte von Proteinfolien.

Die Intensitat und Verteilung von inter- und intramolekularen Kréften bestimmt in ho-
hem Male die mechanische Leistungsfahigkeit der produzierten Folien. In Anleh-
nung an die in Kapitel 6.1.2 beschriebenen Veranderungen des Proteinsystems wah-
rend einer Extrusion wird das Dogma einer strukturellen Stabilisierung des Extruda-
tes durch die bevorzugte Ausbildung kovalenter Bindungen als Begriindung fir die
hohen Zugfestigkeiten der extrudierten Folien herangezogen. Aus der Gruppe der
naturlich auftretenden kovalenten Verknupfungen werden insbesondere Disulfidbin-
dungen, die Bildung von Dehydroalanin und hitzeinduzierte Isopeptidbindungen hin-
ter dem Einfluss auf die dreidimensionale Struktur und der maf3geblichen Kontrolle
der Polypeptidkettenflexibilitat vermutet. Dafir waren vor allem die hohen Tempera-
turverhaltnisse wahrend der Extrusion urséchlich. Dies steht im Konsens mit den Ar-
beiten von Singh, 1991, Ghosh et al., 2009 sowie Kleyn und Klostermeyer, 1980, die
Ubereinstimmend vergleichbare Effekte bei Hitzebehandlungen von Proteinen fest-
stellten [Sin91, Gho09, Kle80, Zha06]. Die hergestellten Giel3folien wurden vermut-
lich vorrangig durch non-kovalente Bindungen stabilisiert, deren Energien aufgrund
der stark heterogenen Struktur der Proteine vergleichsweise gering waren. Dieser
Umstand ermdglicht auch einen Erklarungsansatz fiir die Uberlegenheit der syntheti-
schen Polymere, deren Bindungsenergien, wie in Tab. 2.2 ersichtlich um ein Vielfa-
ches hoher ausfallen.

Die Versuchsergebnisse an Extruder A und B wiesen zudem eine hohe Abh&angigkeit
vom gefahrenen Temperaturprofil (Abb. 5.10 und Abb. 5.12) und der Probenentnah-
merichtung (Abb. 5.12 und Abb. 5.13) auf. Ersteres lasst auf die Hypothese einer
strukturellen Extrudatverdnderung schlie3en. In Voruntersuchungen wurde festge-
stellt, dass die FlieReigenschaften einer konzentrierten Proteinlésung stark von der
Temperatur abhangen, deren Zunahme die Viskositat verringert. Dies bedingte wie-
derum veranderte Druck- und Scherverhaltnisse, die Einfluss auf das Denaturie-
rungs- und Entfaltungsniveau der Proteine ausibten und eine verénderte Extrudat-
dehnung und Abzugscharakteristik bedingten. Eine Verschiebung der Interaktionsba-
lance zu Gunsten non-kovalenter Bindung konnte daher fur die hochsignifikante Ab-
nahme (P < 0,001) der Zugfestigkeiten und eine entsprechende Zunahme der Bruch-
dehnung bei Temperatursenkung an Extruder A verantwortlich sein. Extruder B zeig-
te hingegen eine geringere Temperatursensitivitat. Ein moglicher Einfluss der Scher-
rate auf die Viskositat wurde in Voruntersuchungen lediglich in Konzentrationsberei-
chen zwischen 5 und 10 Gew.% NaCas (nicht-newtonsches, dilatantisches Verhal-
ten) festgestellt, wahrend héhere Konzentrationen ein annahernd newtonsches Ver-
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halten bei Temperaturen tber 20 °C aufwiesen. Eine Analyse mit gleichbleibender
Drehzahl konnte diesen Einflussparameter dariiber hinaus ausschliel3en.

Die mechanischen Kennwertedifferenzen zwischen einer Probenentnahme in Extru-
sionsrichtung und quer dazu werden in der Ausrichtung der Folien auf molekularer
Ebene mit anschliel3ender Fixierung in axialer Richtung wahrend des Folienabzuges
vermutet, der einen positiven Einfluss auf die mechanischen Eigenschaften der
Langsproben austibte. Die Einbeziehung der Elastizitatsmoduln in die Ergebnisdis-
kussion wurde auf die Bereiche der enzymatischen Quervernetzung (Kapitel 6.1.4.2)
und die statistische Charakterisierung (Kapitel 6.1.5) beschrankt und dessen Aussa-
gekraft auf die Ebene einer TrendgroRen- und Richtungsbestimmung reduziert, um
Falschinterpretationen zu vermeiden, die in der Fehlerbetrachtung (Kapitel 6.2) eine
entsprechende Erlauterung finden.

Die Beschichtung der extrudierten Folien zwischen der Abnehmer- und der Abzieh-
rolle erfolgte mit dem Ziel, die Haftung zwischen Folie und Rollensystem und zwi-
schen den Folien selbst zu reduzieren, um ein Anhaften an den Transportrollen zu
verhindern und ein einfaches Abrollen des Produktes von der Folienrolle zu gewahr-
leisten. Dieses Verfahren garantierte eine effiziente Antihaftbeschichtung und ver-
besserte die Handhabung des Extrusionsproduktes deutlich. Die mechanischen Ei-
genschaften, dargestellt in Abb. 5.13, wurden dabei nur partiell beeinflusst und zeig-
ten bei Proben, die in Langsrichtung entnommen wurden keine signifikanten Unter-
schiede (P > 0,05). Lediglich ein hochsignifikanter Einfluss auf die Zugfestigkeit
konnte beobachtet werden (P < 0,001). Der Grund fiir die Beeinflussung wird in der
Restfeuchte der extrudierten Folien vermutet, die fur einen partiellen Einbau des
verwendeten Proteinpulvers in die Oberflache der Folien verantwortlich war. Das Be-
schichtungsmaterial konnte nicht vollstdndig mit angemessenem Aufwand entfernt
werden und war damit ein integraler Bestandteil der Proteinfolie. Die damit geschaf-
fenen Oberflacheninhomogenitaten bedingen eine Schwachung der Kohasionskréfte
und konnten sich flr die leichte Abnahme der Zugfestigkeiten und die Zunahme der
Bruchdehnung, insbesondere bei quer zur Extrusionsrichtung entnommenen Proben
verantwortlich gezeigt haben.

6.1.4 Modifikationen

6.1.4.1 Weichmacher

Die Darstellung der Versuchsergebnisse in Kapitel 5.3.1 brachte im Wesentlichen
zwei Erkenntnisse hervor, die flr eine kontinuierliche Verarbeitung von Proteinen und
fur die Endprodukteigenschaften von grol3er Bedeutung sind.

Zum Ersten war die Zufihrung des Weichmachers ein Bestandteil des Glasuber-
gangsprozesses, der zu einer Plastifizierung des Proteinsystems im Extruder fuhrte
und somit durch die Absenkung der Glasibergangstemperatur eine energetisch effi-
ziente und damit wirtschaftliche Verfahrensweise ermoglichte. Zum Zweiten war der
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Weichmachereinsatz fur die Schaffung kontrollierter funktionaler Produkteigenschatf-
ten bedeutungsvoll. Verarbeitungstechnische Relevanz konnte priméar der Losungs-
mittelmenge zugeschrieben werden, deren Minimierung einen Anspruch an die Effi-
zienz des Gesamtprozesses erhebt, da diese nach der Formgebung wieder entfernt
werden muss. Deshalb bleibt festzuhalten, dass eine Mindestmenge an Lésungsmit-
tel (ca. 20 Gew.%) fur den Plastifizierungsprozess und die Textur des Extrudates von
Noten waren. Die Verwendung von Tris-Puffer garantierte dabei durch die stark
weichmachende Eigenschaft des Wasseranteils eine wirkungsvolle Reduzierung der
Glasiubergangstemperatur auf Raumtemperaturniveau.

Folien erheben fur den Grol3teil ihrer Einsatzbereiche den Anspruch einer angemes-
senen Flexibilitaét. Diesem wurde durch den Einsatz von externen, nicht volatilen
Weichmachern bereits wahrend der Extrusion Rechnung getragen. Die gewdhlte
Konzentration erfolgte in Anlehnung an den Giel3prozess im Labormal3stab, bei dem
Verhéltnisse zwischen 2:1 und 1,5:1 (Protein : Weichmacher) bezogen auf die tro-
ckene Folie in Hinblick auf die Endproduktoptimierung fur viele Anwendungsbereiche
als geeignet angesehen werden. Einflussrichtung und -gré3e des Weichmacherein-
satzes im Losungsmittelverfahren und im thermoplastischen Verfahren stellten sich
hinsichtlich der Endprodukteigenschaften als vergleichbar heraus und erlaubten da-
her eine opportune Adaptierung von Art und Konzentration des Weichmachers fir die
Extrusionsversuche.

Der Einsatz von Glycerin erwies sich verarbeitungs- und produkttechnisch als geeig-
neter, effizienter und langzeitstabiler Weichmacher. Erwartungsgemalfd zeigten die
mechanischen Eigenschaften eine deutliche Abhangigkeit von der Glycerinkonzen-
tration, die unabhangig vom Herstellungsverfahren zu einer Reduzierung der Zugfes-
tigkeiten bei gleichzeitiger Verbesserung der Bruchdehnungen flhrte. Reprasentative
Tendenzen dazu waren der Abb. 5.11 zu entnehmen. Der sichtbare Einfluss kann mit
der allgemeinen Funktionsweise des Weichmachers hinreichend genau erklart wer-
den, der wie in Kapitel 2.3.1.2 hypothetisch beschrieben die intermolekularen Krafte
der Proteinfolie schwacht, das freie Volumen erhdht und damit die Kettenmobilitat
steigert. Die Verwendung von Glycerin bedingte zum einen durch die vorhandenen

Hydroxylgruppen, die zur Ausbildung zusatzlicher Wasserstoffbriickenbindungen
fuhrten und zum anderen durch die ausgepréagte Hygroskopizitat eine Verstarkung
des weichmachenden Effektes. Negativfolgen des Weichmachers Glycerin lassen
sich primar durch ein fir Abzugs- und Verpackungsprozesse unvorteilhaften Haftef-
fekt benennen, der aber wie beschrieben durch Beschichtungen minimiert werden
konnte.

Die Verwendung von PEG 300 als Weichmacher erwies sich hinsichtlich der Ausbil-
dung einer Filmstruktur als nicht geeignet. Es wird vermutet, dass das relativ hohe
Molekulargewicht eine vollstandige Integration in das Proteinnetzwerk im untersuch-
ten Konzentrationsbereich verhinderte. Diese Inkompatibilitat fihrte zu einer teilwei-
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sen Phasenseparation und bedingte eine gummiartige Proteinmasse ohne kohasive
Integritat und damit ohne ausreichende Eignung zur Bildung alleinstehender Filme.
Dies stellt eine Ubereinstimmung mit den Arbeiten anderer Arbeitsgruppen dar, die
vergleichbare Phdnomene mit anderen Proteinsystemen feststellten [Rou06, Cao09,
Jan99].

6.1.4.2 Enzymatische Quervernetzung

Die Nutzung eines Extruders als Bioreaktor durch die Integration einer enzymati-
schen Proteinquervernetzung zur gezielten Optimierung der Extrudatstruktur und vor
allem der funktionalen Folieneigenschaften zeigte vielversprechende Ergebnisse, die
in Kapitel 5.3.2 prasentiert wurden.

Die Versuche an Extruder A besalien den Charakter einer Machbarkeitsstudie, die
einen positiven Verlauf zeigte. Die Grunde fur eine erfolgreiche Prozessintegration
sind zunéachst in der Schaffung der optimalen Reaktionsbedingungen fur das Enzym
MTG zu suchen, ohne diese eine Reaktion nicht oder nicht vollstandig stattfinden
konnte. Die in Abb. 3.4 grafisch dargebotenen Reaktionsbedingungen wurden durch
die folgenden verfahrenstechnischen Mal3nahmen sichergestellt. Eine Schnecken-
konfiguration mit hoher Mischleistung bei gleichzeitig geringer Scherwirkung sorgte
fur ein moderates Temperaturniveau unterhalb 60 °C in der relevanten Plastifizier-
und Mischzone des Extruders. Die Verwendung von Tris-Puffer, pH 7 als Lésungs-
mittel stellte ein konstantes pH-Wert-Niveau wahrend der Reaktion sicher. Die Vorl6-
sung des Enzymes im Flussigkeitsstrom garantierte eine effiziente Erreichbarkeit der
reaktiven Aminosauren Glutamin und Lysin in dem vorliegenden hochviskosen Reak-
tionsmedium, das seinerseits ebenfalls Transformationsprozesse durchlauft, die in
Kapitel 6.1.2 erlautert wurden. Der Einfluss der Quervernetzungsreaktion machte
sich in einem deutlichen Viskositatsanstieg bemerkbar, der in der Texturanderung
des Extrudates gegrindet lag, das wahrend der enzymkatalysierten Polymerisations-
reaktion einen deutlichen Anstieg des Molekulargewichtes erfahren hatte. Die Zahig-
keit und Festigkeit des Extrudates war auch der Grund fur die unzureichende Form-
gebung an Extruder A und fur die optischen Veranderungen des Extrudates. Der Ein-
fluss der Enzymreaktion auf die Textur konnte im Anschluss durch die funktionellen
Zusammenhange der Druck- und Drehzahlverhaltnisse mit der Drehzahl an Extruder
B quantifiziert werden. Die Ergebnisse in Abb. 5.16 machten zudem deutlich, dass
die Verlangerung der Reaktionszeit die Quervernetzungsreaktion stark beglnstigte.
Andererseits wurde augenfallig, dass die Temperatur der Extrusionsmasse eine ne-
gative Korrelation mit der Reaktionszeit aufwies. Diese Beobachtung war ein Resul-
tat des erhéhten mechanischen Leistungseintrages durch die Drehzahlerh6hung und
fuhrte wiederum zu einer Scherkraftzunahme und damit zu ansteigenden Temperatu-
ren im Extruder. Dies hatte ein Abstoppen der Enzymreaktion zur Folge, wenn die
kritische Temperatur Werte oberhalb 60 °C erreichte. Diese isolierte Betrachtungs-
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weise lasst die Schlussfolgerung zu, dass in Hinblick auf den Reaktionsumsatz ei-
nerseits MalBhahmen zur Erh6hung der mittleren Verweilzeit insbesondere durch ei-
ne Drehzahlreduzierung in Verbindung mit férderneutralen und abstauenden Schne-
ckenelementen angestrebt werden sollten. Andererseits wird empfohlen, die L6-
sungsmittelmenge zu erh6hen, um praventiv den Viskositatsanstieg durch die Prote-
inquervernetzung zu antizipieren und damit unverhaltnismaiig hohe Drehmoment-
und Druckverhaltnisse zu unterbinden. Beide Malinahmenpakete erhéhten nicht nur
den Reaktionsumsatz und steigerten die Gesamtenergieeffizienz des Verfahrens im
hohen Mal3e, sondern flhrten zu einer signifikanten Verbesserung der mechani-
schen Produkteigenschaften. Die Ausbildung kovalenter Isopeptidbindungen zeigte
sich fur die in Abb. 5.19 bis Abb. 5.21 dargelegten Zugfestigkeitserhéhungen verant-
wortlich, dessen Trendentwicklung durch die Zunahme der Elastizitdtsmoduln Besta-
tigung fand und offenbarte, dass die quervernetzten Folien ihrer Verformung einen
hoéheren Widerstand entgegensetzten, als die Produkte aus einer nicht-reaktiven Ex-
trusion. Wahrend der Einfluss auf die Bruchdehnung und den Elastizitdtsmodul einen
statistisch hochsignifikanten (P < 0,001) Charakter besal3, konnten im Gegenzug fur
die Bruchdehnungswerte keine Hinweise auf signifikante Unterschiede festgestellt
werden (P > 0,05).

Die Durchfuihrung einer biochemischen Analyse des Extrudates mittels SDS-PAGE
bestatigte das geschilderte Reaktionsverhalten zum einen durch den Nachweis von
Verbindungen, die aufgrund ihres hohen Molekulargewichtes nicht in das engma-
schige Trenngel eindringen konnten und zum anderen durch die deutliche Abnahme
der Loslichkeit im SDS-Probenpuffer. Letztere signalisierte die Entstehung von Ver-
bindungen, die eine Resolubilisierung in der verwendeten Extraktionslésung verhin-
derten. Dass auch Proben ohne enzymatische Behandlung eine deutliche Ld&slich-
keitsabnahme im SDS-Probenpuffer erfuhren bestétigte die Theorie von hitzeindu-
zierten Isopeptidbindungen, die wahrend der Extrusion entstanden. Letztlich unter-
mauerte die Abnahme von Monomeren mit Erhohung der mittleren Verweilzeit, dar-
gestellt in Abb. 5.18 den Standpunkt einer vermehrten Bildung kovalenter Isopeptid-
bindungen, die eine Korrelation mit den mechanischen Kennwerten erlaubten.

Eine prinzipielle Eignung mikrobieller Transglutaminase fir die hier verwendeten Pro-
teinsubstrate konnte bereits in Voruntersuchungen zum Giel3folienprozess nachge-
wiesen werden und findet ebenfalls in Fremdpublikationen Bestatigung [B6n07,
Bru08, Aud05, Sha08, Tan06].

6.1.4.3 Kristallisation

Die Ergebnisse der Extrusion offenbarten das grof3e Potenzial zur kontrollierten Ver-
besserung der Zugfestigkeiten von Proteinfolien zeigte aber auch, dass vor allem die
Bruchdehnung weiteren Verbesserungsbestrebungen unterzogen werden muss. An
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diesem Punkt setzen die Forschungsarbeiten zum kontrollierten Einbau kristalliner
Substanzen in die Matrix der Proteinfolien an, deren Ergebnisse zwei wesentliche
Theorien bestatigten. Zum einen konnte die Durchflhrbarkeit einer Lésungskristalli-
sation als integrativer Bestandteil eines Giel3folienprozesses fir zwei Modellprotein-
systeme und drei kristalline Modellsubstanzen gezeigt werden. Zum Zweiten wurde
der Einfluss von Additiv- und Weichmacherkonzentration, KristallgroRe und -
verteilung sowie einer enzymatischen Quervernetzung quantifiziert und funktionale
Abhangigkeiten auf die mechanischen Eigenschaften aufgezeigt. Dabei konnten
deutliche Verbesserungen der Bruchdehnungswerte mit hochsignifikanten Charakter
(P <0,001) erreicht werden, die durch kovalente Isopeptidbindungen im Rahmen
einer Quervernetzung mit MTG nochmals im signifikantem MalRe gesteigert wurden.

Der Effekt kristalliner Substanzen in Proteinfolien auf die mechanischen Eigenschaf-
ten ist mit der Wirkungsweise eines Weichmachers vergleichbar. Es wird vermutet,
dass der Einschluss von Fremdkristallen in der Proteinmatrix zu einer strukturellen
Schwachung der Materialien fuhrte. Die damit verbundene Reduzierung der intermo-
lekularen Krafte steigerte die Flexibilitat der Polymerketten, die sich in einer starken
Zunahme der Bruchdehnung und einer Abnahme der Zugfestigkeiten &uf3erten. Die
unterschiedlichen Effektwirkungen auf die beiden Proteinsysteme NaCas und Gelati-
ne konnen auf die Organisationsstruktur des Proteinnetzwerkes zurtckgefuhrt wer-
den. NaCas besitzt nur wenig Sekundarstruktur in Form von a-Helix und B-Faltblatt
und wird generell als ungeordnetes Protein klassifiziert, was in der Konsequenz zu
Folien mit einer gering organisierten Matrix fihrt. Gelatine weist zwar ebenfalls eine
gering organisierte Struktur auf, ist aber im Gegensatz zu NaCas in der Lage, wah-
rend der Gelierung und Filmbildung zu renaturieren und damit Teile seiner Tripel-
helixstruktur des Collagens zurlickzugewinnen, das als geordnetes Protein gilt. Die
kompakte Matrix zeichnet sich durch intensivere intermolekulare Kréafte aus, die die
Kohasion und damit die Zugfestigkeit verbessert. Dies steht in Ubereinstimmung mit
anderen Arbeitsgruppen, die vergleichbare Ergebnisse auf die Proteinstruktur zu-
rackgefuhrt haben [Cha06, Sie99, Ach95]. Die Verbesserung der Bruchdehnung bei
enzymatisch vernetzten Folien kann ebenfalls mit der Proteinstruktur in Verbindung
gebracht werden, die aufgrund der Ausbildung vergleichsweise starker Isopeptidbin-
dungen schwachere non-kovalente Bindungen substituiert und damit die Flexibilitat
der Materialien verbessert.

Die Verwendung von Harnstoff als kristallines Additiv entzog sich einer vergleichen-
den Analyse mit den anderen verwendeten Substanzen, da Harnstoff selbst als
Weichmacher in Proteinsystem agiert, indem es Wasserstoffbrickenbindungen und
hydrophobe Interaktionen aufhebt und damit die Proteinstruktur schwéacht. Aus die-
sem Grund ist es nicht gelungen, dass fiir eine Kristallisation erforderliche Ubersatti-
gungsniveau ohne Verlust der filmbildenden Eigenschaften zu erreichen. Anderer-
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seits konnte die Eignung als Weichmacher fur die Proteinsysteme NaCas und Gela-
tine nachgewiesen werden, die eine Teilsubstitution des verwendeten Glycerins bei
Aufrechterhaltung der mechanischen Leistungsfahigkeit erlaubte.

Neben der kontrollierten Beeinflussung der mechanischen Eigenschaften wurden
zudem optische und haptische Verdnderungen der Folien festgestellt. Veranderun-
gen der Kristallmorphologie fanden primér in der Abhangigkeit vom Ubersattigungs-
niveau der Proteinldsung ihre Ursache. Mégliche Einflisse des Proteinsystems, einer
enzymatischen Quervernetzung oder Art und Konzentration des Weichmachers be-
durfen weiterfihrender Forschung. Haptische Veranderungen entstanden bei hohen
Additivkonzentrationen und auf3erten sich in Form einer erhdhten Rauigkeit, verur-
sacht durch eine partielle Penetration der Folienoberflachen durch kristalline Zonen.
Korrelationen der Morphologie mit den mechanischen Eigenschaften zeigten, dass
homogen verteilte, 50 bis 150 um grof3e Kristalle durch eine gleichmallige strukturel-
le Schwachung der Proteinmatrix fir die Verbesserung der mechanischen Eigen-
schaften die beste Eignung zeigten.

6.1.5 Statistische Versuchsplanung

Fur die Planung, Durchfihrung und Auswertung der Voruntersuchungen wurde zu-
nachst die klassische Versuchsplanung zugrunde gelegt. Diese sogenannte ,one
factor at a time* Vorgehensweise, bei der jeweils nur ein Faktor zur Zeit verandert
wurde, erlaubte es den Effekt von Einflussvariablen auf die jeweilige Zielgrél3e direkt
abzulesen und einer Auswertung zuzufiihren. Die Festlegung der Zielgré3en erfolgte
problemstellungskonform mit der Wahl der mechanischen und optischen Produktei-
genschaften und erlaubte die Identifizierung wesentlicher Steuer- und Storgrolden,
explizit reprasentiert durch die Temperatur, die Weichmacherkonzentration und eine
enzymatische Quervernetzung. Damit war es mdglich, den jeweiligen Parameterein-
fluss auf die mechanischen und optischen Produkteigenschaften isoliert zu betrach-
ten und zu veranschaulichen.

Aus der Notwendigkeit heraus, im Rahmen einer thermoplastischen Verarbeitung
mittels Extrusion mit deutlicher Zunahme an Einstell- und Prozessgréf3en mehrere
Faktoren in systematischer Weise parallel variieren zu missen, wurde auf die statis-
tische Versuchsplanung als leistungsfahiges Instrument zurtickgegriffen. Diese er-
maoglichte es, bei Veranderungen mehrerer Faktoren zur gleichen Zeit den Einfluss
eines jeden Faktors auf die jeweiligen Zielparameter in Gro3e und Richtung sowie
Wechselwirkungen zwischen den Einflussgréf3en auf die Zielgrél3en zu quantifizie-
ren. Die Auswertung der 2"-Versuchsplane (Tab. 5.1 und Tab. 5.4) ermdglichte die
Charakterisierung der Haupteffekte Glycerinkonzentration, enzymatische Protein-
quervernetzung, Richtung der Probenentnahme sowie Temperatur. Dabei handelte
es sich um den Effekt, der durch den Einfluss einer einzelnen Variablen hervorgeru-
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fen wurde. Die Zugfestigkeiten unterlagen einer besonders deutlichen Beeinflussung
durch die Glycerinkonzentration aufgrund des beschriebenen Weichmachereffektes
und der Quervernetzung durch die Ausbildung kovalenter Bindungen. Im Rahmen
der Effektwirkungen auf die Bruchdehnungswerte waren bedingt durch die molekula-
re Ausrichtung des Proteinnetzwerkes in den Folien deutliche Einfliisse der Probe-
nentnahmerichtungen zu verzeichnen. So zeigten beispielsweise quer zur Extru-
sionsrichtung entnommene Folienproben keine Anderung der Bruchdehnung bei ver-
anderter Weichmacherkonzentration oder Proteinquervernetzung, wahrend Proben in
Extrusionsrichtung stark auf die beiden Einflussgréf3en reagierten (Abb. 5.30). Erwar-
tungsgemal konnte von der Etablierung einer Proteinquervernetzung der Elastizi-
tatsmodul am meisten profitieren, da das Material durch die entstandenen Isopeptid-
bindungen der Verformung beim Zugversuch mehr Widerstand entgegensetzen
konnte.

Die Beschreibung kombinierter Einflisse auf die Antwortgré3e erlaubte die Schét-
zung der Wechselwirkungseffekte zwischen zwei ausgewahlten Einflussgréf3en. Ein
Wechselwirkungseffekt liegt immer dann vor, wenn der Einfluss eines Faktors von
der Einstellung beziehungsweise dem Niveau eines anderen Faktors abhangig ist.
Diese konnen dementsprechend ebenfalls Ursache fir Effekte sein, die sich in ver-
anderten ZielgroRen widerspiegeln. Der beidseitige Einfluss des Weichmachers und
einer enzymatischen Quervernetzung auf die Kréfteverteilung in der Proteinmatrix
verursachte erwartungsgemal den grof3ten Effekt auf die mechanischen Kennwerte
Zugfestigkeit und Bruchdehnung, hatte hingegen auf die Elastizititsmoduln nur einen
drittrangigen Einfluss (Abb. 5.29 bis Abb. 5.31).

Somit konnten Haupt- und Wechselwirkungseffekte in die Ergebnisauswertung und -
darstellung als absolute, richtungsabhangige Zielgré3enbeeinflussung einbezogen
werden und wertvolle Hinweise tber die komplexen Zusammenhange der vielfaltigen
Einflussfaktoren liefern. Dies ermoglichte wiederum die Identifizierung und Quantifi-
zierung signifikanter Einflussgrof3en und erlaubte damit eine zielgerichtete Optimie-
rung ausgewahlter Zielgrofl3en.

6.2 Fehlerbetrachtung

Fur eine Beurteilung von Gute und Qualitat der gewonnenen Ergebnisse ist die Iden-
tifikation von Fehlerquellen und deren Ausprdgungen im Rahmen einer Fehlerbe-
trachtung ein wichtiges Instrument. Die Resultate wissenschaftlicher Experimente
und physikalischer Messungen besitzen stets Unsicherheiten, die durch Abweichun-
gen von dem ,wahren” Wert einer Messgro3e sichtbar werden.

Um die Abweichungen abschéatzen zu kdnnen, ist eine Klassifizierung nach formalen
Kriterien erforderlich, die eine Unterteilung in Fehlerarten als Ausgangspunkt besitzt.
Es kdnnen in der Regel drei Arten von Fehlern wie folgt unterschieden werden:
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1. Grobe Fehler,
2. Systematische Fehler und
3. Statistische (zufallige) Fehler [Kle09, Hol95, Dea00, Ges01, Tay88, Wal06].

Grobe Fehler basieren einerseits auf menschlichen Versagen in Form von Irrtimern,
Falschablesungen und Verwechslungen. Andererseits werden diese durch Gerate-
und Apparatefehler oder deren Versagen hervorgerufen. Diese Fehlerart wurde
durch sorgféaltiges Arbeiten, unabhéngige Wiederholungen wichtiger Arbeitsablaufe
und durch eine visuelle Plausibilitatsbetrachtung der Messwerte im Vorfeld minimiert.
Systematische Fehler treten bei Wiederholungen der Messvorgange stets gleichsin-
nig auf und sind grundsatzlich erfassbar. Demzufolge konnten etwaige Abweichun-
gen nicht durch wiederholte Messungen verringert oder vermieden werden sondern
vorrangig durch die Vermeidung einer fehlerhaften oder ungenauen Kalibrierung,
unkorrekten Nullpunkteinstellungen, einer systematischen Beeinflussung bzw. Ver-
falschung durch auf3ere Faktoren und der Nutzung von formelméaRigen Beziehungen
zur Messwertauswertung mit ungendgender Gultigkeit. Grobe und systematische
Fehler wurden demzufolge im Rahmen dieser Arbeit durch die Anwendung der be-
schriebenen Vermeidungsstrategien auf ein Minimalmaf reduziert.

Die folgenden Ausfuhrungen gelten den unvermeidlichen, zufalligen bzw. statisti-
schen Fehlern, die auf statistischen Gesetzmaligkeiten beruhen und damit regellos
nach Vorzeichen und Grol3e schwanken. Diese Fehlerart wird durch eine im aktuel-
len Messvorgang begriindete, sich zeitlich verdndernde Abweichung hervorgerufen
und kann damit lediglich abgeschatzt werden. Ursachlich daftr sind subjektive Fehler
z. B. Parallaxe und Ablesefehler sowie objektive Fehler, wie z. B. veranderliche au-
Bere Einflusse, Einstell- und Ableseungenauigkeiten von Messgeraten und im statis-
tischen Charakter der Messgro3e selbst. Eine Verringerung dieser Art von Abwei-
chungen ist durch Wiederholungen unter gleichen Bedingungen maglich.

Statistische Fehler wurden in Rahmen der vorliegenden Arbeit durch Mehrfachmes-
sungen und Mehrfachversuchswiederholungen reduziert und deren Aussagekraft und
Verlasslichkeit durch die Angabe der arithmetischen Mittel, Standardabweichung von
Einzelwerten und des Mittelwertes, Konfidenzbereichen und Varianzen quantifiziert.
FUr eine detaillierte Fehlerbetrachtung ist die Unterteilung in experimentelle und
messtechnische Teilbereiche sinnvoll.

Versuchsdurchfihrung

Wahrend der Folienherstellung wurden randomisierte Versuche (zuféallige Reihenfol-
ge) gefahren, um zu verhindern, dass ein Trend oder andere unerkannte Anderun-
gen die Ergebnisse und Effektschatzungen verfalschen. Alle verwendeten Geréate
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wurden auf eine ordnungsgemalfe Kalibrierung hin Uberprift und deren Messstreu-
ung bzw. Fehler bei Kenntnis in der Versuchsdurchfiihrung angegeben. Die Durch-
fuhrung der nichtlinearen Regression im Rahmen der statistischen Versuchsplanung
kann mit Bestimmtheitsmalen zwischen 0,73<R2<0,94 als hinreichend genau be-
zeichnet werden, da diese hauptsachlich der Identifikation signifikanter Effekte und
deren Einflussrichtungen diente.

Mechanische Kennwerte

Bei der Ermittlung von Zugfestigkeit, Bruchdehnung und Elastizitatsmodul wurden
jeweils mindestens 5 Messwerte ermittelt, das arithmetische Mittel berechnet und die
Standardabweichung bestimmt. Die Spannweite der jeweiligen Standardabweichun-
gen der mechanischen Kennwerte in Abhangigkeit vom Herstellungsverfahren kon-
nen in Tab. 6.1 eingesehen werden.

Tab. 6.1: Vergleich der prozentualen Standardabweichungen der ermittelten Messwerte fir unter-
schiedliche Herstellungs- und Modifikationsverfahren

Kennwerte Prozentuale Standardabweichungen s
Gielfolien Extruder A Extruder B | Reaktive Extrusion | Kristallisation
[%] [%] [%] [%] [%]
Zugfestigkeit 2-16 7-22 2-8 1-12 1-45
Bruchdehnung 3-21 2-5 4-33 3-32 2-67
Elastizitdétsmodul 4-42 18 - 52 5-70 3-60 -
Foliendicke 1-19 3-13 5-29 2-25 1-27

Die in einigen Fallen vergleichsweise hohe Spannweite in den Standardabweichun-
gen bleibt einzelnen Ausreil3ern verschuldet, deren Einfluss durch eine héhere An-
zahl an Wiederholungen minimiert und im Rahmen einer statistischen Analyse elimi-
niert werden sollte. Fir die vorliegende Fehleranalyse findet im Kontext einer ange-
messenen qualitativen Argumentationsgrundlage die Betrachtung des gesamten
Schwankungsspektrums der Versuchsergebnisse statt. Die prozentualen Standard-
abweichungen eines jeden Versuchsergebnisses kdonnen in Tab. 10.6 bis Tab. 10.9
im Anhang der Arbeit eingesehen werden.

Die ermittelten Schwankungsbreiten in den mechanischen Eigenschaften Zugfestig-
keit, Bruchdehnung und Elastizitatsmodul als Ergebnis des Zugversuchs kénnen auf
sich verandernde Umweltbedingungen, primar in Form von differierenden relativen
Luftfeuchten und Temperaturen zurickgefihrt werden. Hohere Temperaturen und
relative Luftfeuchten wirken auf die hygroskopischen Filme weichmachend, wahrend
eine abnehmende Tendenz der genannten Umweltbedingungen den Folien Wasser
entzieht und diese versproden lasst. Diese Einflisse wurden durch ein kurzmdéglichs-
tes Aussetzen der Probestreifen mit diesen Bedingungen minimiert.
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Die vergleichsweise breite Streuung der Elastizitatsmoduln resultiert neben den be-
schriebenen Umwelteinflissen aus der Prifmethode, bei der die Ermittlung des E-
Moduls Uber zwei ausgewéhlte Spannungs-/Dehnungswerte erfolgte, indem eine li-
neare Regression auf dem Kurvenbereich zwischen diesen Punkten durchgefuhrt
wurde. Da ebenfalls das Bestimmtheitsmald dieser Regression grofieren Schwan-
kungen unterlag, sind die Messwerte der Elastizitatsmoduln nur fir tendenzielle Aus-
sagen der Effektgrof3e und Richtung geeignet. Die Messergebnisse der Zugfestigkei-
ten und Bruchdehnungen lagen sowohl bei den beiden Herstellungsverfahren als
auch bei den Modifizierungsmethoden Enzymreaktion und Kristallisation in einem
angemessenen Vertrauensbereich.

Der Einfluss von Abweichungen in den Foliendicken auf die Ergebnisse der mecha-
nischen Testung ist ebenfalls in die Einschétzungen einzubeziehen, da die Probe-
streifen dazu neigen, an dinnen Stellen zu rei3en. Abweichungen in den Foliendi-
cken konnten im Rahmen einer Giel3folienproduktion durch eine regelmafige Kon-
trolle der Tarierung verwendeter Gussformen auf ein Mindestmaf von max. £ 30 um
reduziert werden. Schwankende geometrische Abmessungen produzierter Folien
sind bei der Herstellung mittels Extrusion neben Dise und Folienabzug, in der Ein-
stellung von Prozessgrol3en zu suchen, die einen Einfluss auf die Extrudatbeschaf-
fenheit aufweisen. Die Formgebung durch die Schlitzdiise (Offnung und Temperatur)
und den Folienabzug (Geschwindigkeit und Trocknung) zeigte grof3es Spiel hinsicht-
lich Dickenverteilung des Endproduktes.

Modifikationen

Die Produkte einer reaktiven Extrusion in Form einer enzymkatalysierten Querver-
netzungsreaktion zeigten ahnlich verlassliche Messergebnisse im Hinblick auf die
mechanischen und geometrischen Eigenschaften. Eine Ausrei3ereliminierung durch
Wiederholungsversuche ergab Schwankungsbereiten von s zwischen 1 bis 8 % fur
die Zugfestigkeiten, von 2 bis 18 % fur die Bruchdehnungen und von 3 bis 28 % im
Falle der Elastizitatsmoduln. Die vergleichsweise hohen Volatilitaten in den Messwer-
ten der kristallisierten Folien sind primar den schlechten mechanischen Eigenschaf-
ten von Folien mit dem Additiv Ammoniumsulfat verschuldet, bei denen bereits ge-
ringe absolute Standardabweichungen zu grol3en relativen fiihrten. Dies trifft insbe-
sondere auf die Versuche C-A03-05/08-10, Tab.10.4 zu, die in Abb.5.24 und
Abb. 5.25 grafisch aufbereitet wurden. Fluktuationen der Foliendicken ergaben sich
insbesondere bei hohen Additivkonzentrationen durch resultierende kristalline Berei-
che, die die Oberflachen der Folien partiell penetriert und damit zu leichten Uneben-
heiten gefiihrt haben.

Schlussfolgernd kann die versuchs- und messergebnisibergreifende Aussage getrof-
fen werden, dass die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit als prazise (mit geringer
Streuung und angemessener Robustheit), zuverlassig und reproduzierbar einzustu-
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fen sind. Die erzielten Erkenntnisse und getroffenen Aussagen finden somit keine
negative Beeintrachtigung.

6.3 Erzielte Erkenntnisse im Uberblick

Erfolgreiche Eignungsnachweise von Proteinsystemen hinsichtlich Filmbildung,
Substrateignung enzymatischer Quervernetzungsreaktion, Weichmacher- und L6-
sungsmitteln, Additiven, Loéslichkeit und Homogenisierung sowie Trocknung und
Konditionierung

Erfolgreiche Ermittlung funktioneller Zusammenhange wesentlicher Einstell- und
Verfahrensparameter auf die physikalischen Eigenschaften von Giel3folien
Gelungene Entwicklung, Auslegung und praktische Umsetzung eines Anlagen-
und Prozessschemas auf Extrusionsbasis

Positive Machbarkeitsstudie tber die thermoplastische Verarbeitung der Protein-
systeme Natrium-Caseinat und Erbsenprotein-Isolat

Erfolgreiche Integration einer enzymatischen Quervernetzungsreaktion in den Ex-
trusionsprozess durch MTG

Gelungene funktionale Prozessanalyse mit anschlieRender Optimierung der Ein-
stell- und Prozessgréf3en des Extrusionsprozesses

Erfolgreicher Nachweis der kontinuierlichen Produktion von NaCas-Folien an zwei
verschiedenen Extrusionssystemen mit kontrollierbaren Eigenschaftsprofilen
Investigative Untersuchung von Strukturveranderungsmechanismen wahrend ei-
ner thermoplastischen Transformation mit hypothetischen Erklarungsansétzen
Vergleichende Analyse und Bewertung autoritativer physikalischer Produkteigen-
schaften

Gelungene Entwicklung und Verwirklichung von Strategien zur gezielten Eigen-
schaftsverbesserung und Mehrwertgenerierung von Proteinfolien (Proteinquerver-
netzung und Kristallisation)

Kontrollierte Enzymkatalyse zur Veranderung der Extrudatstruktur und der Pro-
dukteigenschaften

Erfolgreiche Steuerung der mechanischen Produkteigenschaften durch die Inte-
gration kristalliner Substanzen in die Proteinmatrix

Effektive statistische Absicherung der Versuchs- und Messergebnisse durch Ran-
domisierung (Zufallsreihenfolgen), reprasentative Stichproben, Signifikanzanaly-
sen sowie Bericksichtigung von Zufallsstreuungen und Vertrauensbereichen
Wirksame Identifizierung und Quantifizierung wesentlicher EinflussgrofRen und
Wechselwirkungen in Richtung und Gré3e mithilfe der statistischen Versuchspla-
nung

Strategische Losungsanséatze fur aufgetretene verfahrenstechnische Probleme
und Potenzialanalysen fur Produkt und Prozess
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6.4 Ausblick

Obgleich der Nachweis erbracht werden konnte, dass durch eine thermoplastische
Verarbeitung mittels Extrusion qualitativ hochwertige Proteinfolien hergestellt werden
konnen, existieren noch Optimierungspotenziale im groRen Umfang, deren Aus-
schopfung die Kernherausforderung flr zukinftige Arbeiten in Wissenschaft und
Praxis darstellt. Die Entwicklung geeigneter Strategien setzt zunachst ein hinrei-
chendes Prozessverstandnis voraus, in dem die komplexen Zusammenhénge von
Proteinstrukturen und deren Veranderungen Beriicksichtigung finden mussen. In An-
lehnung an die traditionellen Extrusionsprozesse missen bestehende Modellierungs-
und Simulationstechniken dahingehend angepasst werden, dass angemessene Gu-
ten erzielt und entsprechende Prozessfenster identifiziert werden kénnen. Doch ge-
rade in der frihen Entwicklungs- und Verstadndnisphase stof3t die Modellierung an
ihre Grenzen und erfordert praktische Erfahrungen fir eine interpretative Ergebnis-
auslegung, die mit einem grof3en Versuchsaufwand verbunden sind. Fur die Beherr-
schung der resultierenden Ergebniskomplexitat sowie der funktionalen Verflechtun-
gen und Abh&ngigkeiten missen statistisch optimierte Versuchspléane favorisiert und
daraus sachdienliche Interpretationen und probate MafRRnahmenkataloge abgeleitet
werden. Diese MalRBhahmen tragen entscheidend dazu bei, in naher Zukunft eine
Standardisierung der Anlagen- und Verfahrenstechnik zur kontinuierlichen Produkti-
on innovativer Proteinmaterialien zu erreichen, die 6konomischen Anspriichen genu-
gen und durch 6kologische Nachhaltigkeit, Funktionsvielfalt und hohe Verbraucher-
akzeptanz Uberzeugen.

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnen bereits vielfaltige zukinftige
Arbeiten abgeleitet werden, die einen Beitrag fur die Verbesserung von Produkt- und
Prozessqualitat zu leisten vermdgen und auf einen grofdtechnischen Einsatz abzie-
len. Zunachst sollten Strategien entwickelt werden, welche konkrete LO&sungsvor-
schlage fur die beschriebenen Probleme offerieren und zu einer stabilen stérungs-
freien Produktion im ModellmaRstab beitragen sollen. Eine entsprechende Ubersicht
der in den Versuchen aufgetretenen Probleme und adaquate Losungsvorschlage fur
zuklnftige Anlagen- und Prozessauslegungen beinhaltet Tab. 10.10, die keinen An-
spruch an Vollstandigkeit und Praxistauglichkeit erheben. Weitere Proteinsysteme
und Verarbeitungshilfsstoffe sollten auf Eignung hin tberprift werden und die opti-
malen Auspragungen wesentlicher Einstell- und Prozessgro3en in ein konsistentes
Modell einflie3en, welches als Basis fur die MaRRstabsiUbertragung auf industrielle
Fertigungsprozesse genutzt werden kann, um die Kostenvorteile einer Massenpro-
duktion anzustreben.

Besonderes Augenmerk sollte dariiber hinaus auf die Optimierung der funktionalen
Produkteigenschaften gelegt werden, die substanziellen Charakter fur eine ange-
messene Akzeptanz der Produkte in Wirtschaft und Gesellschaft besitzen. In dieser
Arbeit wurden zu diesem Zwecke zwei Modifikationsansatze vorgestellt und deren
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Eignung Uberprift. Zukinftige Arbeiten sollten die Einfliisse von enzymatisch kataly-
sierten Reaktionen und der Kristallisation von Fremdsubstanzen auf Verfahren und
Produkte weiter vertiefen und bedarfsgerecht zusammenfihren. Diese Techniken
versprechen groRes Potenzial in Hinblick auf die anwendungsspezifische Eigen-
schaftsverbesserung und Mehrwertgenerierung.

Neben Mal3hahmen zur Verbesserung und Anpassung bestehender Produkte und
Verfahren sind Neuentwicklungen und die ErschlieBung neuer Wirtschaftsbereiche
anzustreben. Die vollstandige biologische Abbaubarkeit und die kontrollierbare Ei-
genschaftsvielfalt qualifizieren Proteinmaterialien nicht ausschliel3lich als Rohstoff-
quellen fur Filme und Folien sondern befahigen diese, die bekannte Form- und Funk-
tionsvielfalt synthetischer Polymere abzudecken und deren etablierte Markte durch
Substitutions- und Komplementarprodukte zu bereichern. Dafir missen basierend
auf einer thermoplastischen Verarbeitung neue Formgebungsverfahren entwickelt
bzw. angepasst werden von denen aus jetziger Sicht die Thermoformung, der Spritz-
guss und das Spriuhverfahren als besonders aussichtsreich gelten.
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7 Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, ein Produktionsverfahren fir die Her-
stellung von Proteinfolien zu entwickeln und wirkungsvolle Strategien fur eine an-
wendungsspezifische Optimierung der Produkte vorzustellen.

Zunachst erfolgte die Auswahl von Modellproteinsystemen, deren prinzipielle Eig-
nung als Filmbildner im Rahmen des Losungsmittelverfahrens nachgewiesen werden
konnte. Unter gezielter Variation wesentlicher Einstell- und Prozessparameter wur-
den funktionelle Zusammenhange identifiziert, Einflisse auf die dreidimensionale
Organisationstruktur der Proteinmatrix studiert und fur Prognosen der funktionalen
Endprodukteigenschaften herangezogen. Die Ergebnisse der optischen und mecha-
nischen Charakterisierung der GieRfolien dienten als Grundlage fur die Ubertragung
auf ein thermoplastisches Herstellungsverfahren unter Einbeziehung der Glasuber-
gangstheorie von Proteinen.

In Anlehnung an die Anlagen und Prozesse der traditionellen kunststoffverarbeiten-
den Industrie wurde das Extrusionsverfahren als Basis fir eine thermoplastische
Verarbeitung von Proteinen ausgewahlt. Die speziellen verfahrenstechnischen An-
spruche proteinbasierter Rohstoffe fuhrten zur Auswahl eines gleichlaufigen Doppel-
schneckenextruders mit modularer Schneckenkonfiguration als Versuchsanlage. Die
Auslegung der Anlagen- und Verfahrenstechnik erwies sich als Uberaus geeignet und
erlaubte die Durchflihrung einer Machbarkeitsstudie tUber die Produktion von Protein-
folien mit positivem Ergebnis. Eine anschlielende funktionale Prozessanalyse er-
maoglichte die Entwicklung und Umsetzung gezielter Optimierungsstrategien zur Ver-
besserung des Extrusionsverfahrens und der funktionalen Endprodukteigenschaften.

Anschliel3end war es gelungen, eine kontinuierliche Produktion von Natrium-Casei-
nat-Folien im Modellmaf3stab zu verpackungsfahigen Folienrollen zu etablieren und
die Ubertragbarkeit auf ein zweites Extrusionssystem vorzunehmen. Die Produkte
zeichneten sich insgesamt durch gute sensorische Eigenschaften aus, die durch ho-
mogene optische und haptische Charakteristiken auch &sthetischen Anspriichen ge-
nigen. Fir das Modellproteinsystem Erbse sind weiterfiilhrende Modifikationen fur
eine erfolgreiche verfahrenstechnische Umsetzung notwendig, wenngleich durch
nachgeschaltete Formgebungsverfahren ebenfalls Folien gewonnen werden konn-
ten.

Insgesamt tberzeugten die mechanischen Eigenschaften der extrudierten Folien be-
sonders durch die im Vergleich mit Giel3folien deutlich h6heren Zugfestigkeiten. An-
dererseits fuhrte die Extrusion auch zu Folien mit geringeren Bruchdehnungen. Dies
bedingte weiterfiihrende Uberlegungen, denen neben der Optimierung von Prozess-
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variablen und der Materialzusammensetzung Mal3nahmen zur strukturellen Verande-
rung durch externe Einflussgré3en zugrunde lagen.

Proteinfolien mussen vielfaltigsten Anforderungen gentigen, um ein kritisches Akzep-
tanzniveau fur einen wirtschaftlichen Markterfolg zu Uberschreiten. Aus diesem
Grunde wurden Strategien entwickelt und verwirklicht, die zum einen durch die ge-
zielte Beeinflussung der physikalischen Eigenschaften und zum anderen durch
Mehrwertschaffung und Produktveredelung einen Beitrag zur Ausschopfung beste-
hender Vermarktungspotenziale leisten. Die Ergebnisse einer enzymatischen Prote-
inquervernetzung und des Einbaus kristalliner Additive in die Proteinmatrix zeigten
grof3e Potenziale zur kontrollierten Verbesserung der mechanischen Eigenschaften.
Kristalline Substanzen offerieren der Proteinfolie zusatzlichen Mehrwert durch Tra-
ger- und Freisetzungsfunktionalitat, beispielsweise von kristallinem Dunger in der
Landwirtschaft oder in Form einer kontrollierten Wirkstofffreisetzung als pharmazeu-
tische Darreichungsform.

Die Integration einer enzymatischen Quervernetzungsreaktion in den Extrusionspro-
zess erlaubte bereits wahrend des Herstellungsverfahrens die Einflussnahme auf
finale Produktcharakteristika und stellt damit ein 6konomisch und 6kologisch effizien-
tes Modifikationsverfahren fir Proteinsysteme dar.

Unterstutzt wurde die Aussagefahigkeit aller erzielten Erkenntnisse durch anerkannte
statistische Methoden der Versuchsplanung und -auswertung. Wesentliche Einfluss-
parameter auf die ZielgréRen konnten in Richtung und GréRe quantifiziert werden.
Die Erkenntnis, wie sich die gezielte Beeinflussbarkeit der Zielgrol3en darstellt trug
zum Gesamtverstandnis der komplexen Prozesse bei und bildete eine wichtige Ent-
scheidungshilfe flr notwendige Optimierungsansatze.
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8 Abklrzungs- und Symbolverzeichnis

8.1 Abkirzungsverzeichnis

APS
AS
ASTM
B
DSC
DoE
DMTA

EN
Gew.%
Gly
HDPE
ISO
JIS

LDPE
lat

MTG
NaCas
PE
PEG
PF

PP

PPI
PTFE
PVC

Q

SD
SDS
SDS-PAGE

sog
TEMED
TG

Ammoniumperoxodisulfat
Ammoniumsulfat

American Society for Testing and Materials
Beschichtung

Differential Scanning Calorimetry (Dynamische Differenzkalorimetrie)

Design of Experiments (Statistische Versuchsplanung)
Dynamic mechanical thermal analysis
(Dynamisch-mechanische Thermo-Analyse)
Erbsenprotein-lsolat

European Organization for Standardization
Gewichtsprozent

Glycerin

High Density Polyethylen

International Organization for Standardization
Japanese Standards Association
Langsrichtung

Low Density Polyethylen

Lateinisch

Marker

Mikrobielle Transglutaminase
Natrium-Caseinat

Polyethylene

Polyethylenglykol

Pflanzlich

Polypropylen

Pea Protein Isolate (Erbsenprotein-lsolat)
Polytetrafluorethylen (Teflon®)
Polyvinylchlorid

Querrichtung

Standard Deviation (Standardabweichung)
Sodium dodecylsulfate (Natriumdodecylsulfat)
Sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis
(Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese)
sogenannte

Tetramethylethylendiamin

Transglutaminase
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™ Trockenmasse
TME Turbinenmischelement
TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
TSC Thermally Stimulated Current (Thermisch stimulierte Stréme)
uv Ultraviolett
v volume (Volumen)
weight (Gewicht)

8.2 Symbolverzeichnis

Lateinische Buchstaben:

Az [] Faktor bei der statistischen Versuchsplanung
Az [] Faktor bei der statistischen Versuchsplanung
Ao [mmZ] Anfangsquerschnittsflache
b [mm] Breite
B1 [] Faktor bei der statistischen Versuchsplanung
B, [] Faktor bei der statistischen Versuchsplanung
Cp [kJ/kg K] Spezifische Warmekapazitat bei konstantem Druck
E: [MPa] Elastizitatsmodul
F [N] Kraft
h [mm] Hohe
Lo [mm] Ausgangslange
m [0] Masse
My [g/mol; Da] Molekulargewicht (molare Masse)
M [mol/L] Molaritat
n [] Stichprobenumfang
[] Wahrscheinlichkeit
r [mm] Radius
R2 [] Bestimmtheitsmal}
S [] absolute Standardabweichung
Srel [%] relative Standardabweichung
t [s] Zeit
T [%] Totalacrylamidkonzentration
T [°C] Temperatur
Ty [°C] Glasubergangstemperatur
Tp [°C] Disentemperatur
Ts [°C] Temperatur der Schmelze
Tz [°C] Zonentemperatur

U [umol/min]  Enzymeinheit (Units)
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x C

[min™]

[-]

Umdrehungen
arithmetisches Mittel

Griechische Buchstaben:

€(N)
€1
&
€
&m
01
o2
OB
Om

[]

[]

[-]

[%0]
[%]
[MPa]
[MPa]
[MPa]
[MPa]

Proportionalitatsfaktor

Dehnungswert (0,0005)

Dehnungswert (0,0025)

Bruchdehnung

Maximaldehnung

Spannung beim Dehnungswert £,=0,0005
Spannung beim Dehnungswert £,=0,0025
Bruchfestigkeit

Zugfestigkeit
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Anhang

10 Anhang

Tab. 10.1: Ergebnisse der Versuchsdurchfiihrung an Extruder A mit dem Modellprotein NaCas It. Tab. 4.2

Nr. Zonentemperaturen Ergebnisse

Bruchdeh-
T, Zugfestigkeit nung E-Modul Hbéhe Flache

[-] [°C] [MPa] | s [MPa] | [%] s [%] [MPa] s [MPa] |h[um]| s [um] | Ao [mm2] | s [mm?]
1 30-30-50-50-60-60-70-70-80-90 17,48 1,68 53 5,31 10,97 3,14 570,50 | 18,86 8,56 0,28
2 30-30-45-45-50-50-50-60-60-70 21,79 2,67 36 5,90 58,88 30,65 140,30| 9,54 2,10 0,14
3 30-30-45-45-45-45-50-50-50-50 2,44 0,16 106 1,64 161,05 53,70 169,60 | 22,70 2,54 0,34
4 30-30-45-45-50-50-50-60-60-70 28,43 3,05 29 2,55 78,34 21,90 345,68 | 12,48 5,19 0,19
5 30-30-45-45-45-45-50-50-50-50 4,87 1,08 68 4,56 186,08 33,67 403,60 | 13,54 6,05 0,20
6 30-30-45-45-45-45-50-50-50-50 - - - - - - - - - -
7 30-30-45-45-45-45-50-50-50-50 - - - - - - - - - -




Anhang

Tab. 10.2: Ergebnisse der Versuchsdurchfiihrung an Extruder B mit dem Modellprotein NaCas It. Tab. 4.3

Nr. Ergebnisse
Zugfestigkeit Bruchdehnung E-Modul Hohe Flache
[] [MPa] s [MPa] | [%] s [%] [MPa] s [MPa] | h [um] S [pm] Ao [mm?] | s[mm?]
C01-L 8,72 0,42 70 23 164,56 39,48 261,8 33,71 3,93 0,51
C01-Q 9,37 0,73 22 2 192,02 93,72 221,4 29,30 3,32 0,44
C02-L 5,08 0,22 78 12 104,08 5,62 187,6 20,88 2,82 0,31
C02-Q 4,13 0,08 33 4 101,78 10,42 202,4 57,99 3,04 0,87
C02-L-2 6,15 0,29 90 11 74,19 18,30 234,0 54,25 3,51 0,81
C02-Q-2 6,08 0,44 32 3 50,12 35,33 192,4 21,16 2,89 0,32
C03-L 5,93 0,26 110 5 102,09 9,99 364,4 26,43 5,47 0,40
C03-Q 511 0,17 98 4 90,16 13,00 415,2 18,94 6,23 0,28
C04-L 11,35 0,84 80 13 188,86 29,83 175,4 17,52 2,63 0,26
C04-Q 10,9 1,08 24 3 159,65 54,99 157,4 17,47 2,36 0,26
C04-L-B 7,48 0,69 78 10 208,60 19,32 234,6 18,06 3,52 0,27
C04-Q-B 9,69 0,81 60 9 208,89 63,69 2420 19,96 3,63 0,30
CO05-L 10,66 0,42 91 6 223,89 51,42 197,2 10,43 2,96 0,16
C05-Q 12,35 0,55 34 2 321,06 30,45 177,4 15,61 2,66 0,23
CO06-L 9,91 0,34 72 13 182,55 86,97 549,2 30,09 8,24 0,45
C06-Q 10,54 0,3 63 11 239,72 27,93 604,2 42,28 9,16 0,67
co7 6,87 0,58 82 8 153,62 18,35 528,2 116,00 7,92 1,74
Co8 7,86 0,36 53 10 205,50 6,23 396,2 53,70 5,94 0,81
C09 8,24 1,01 60 19 221,27 34,72 4444 112,90 6,67 1,69
C10 9,33 0,34 57 7 106,53 63,89 490,0 50,45 7,35 0,76
Cl1 11,89 1,01 81 12 299,67 23,83 453,0 71,18 6,80 1,07
C12 11,74 0,95 78 12 289,62 56,16 503,5 83,40 7,55 1,25
C13 10,66 0,42 91 6 223,89 51,42 482,0 73,00 7,23 1,10
Cl4-L 574 0,09 90 3 108,42 16,25 546,2 8,98 8,20 0,13
C14-Q 6,23 0,13 100 6 141,59 4,79 573,0 23,16 8,60 0,35




Anhang

Tab. 10.3: Zusammensetzung der Proteinldsung vor dem Giel3prozess (C: NaCas, G: Gelatine, K: Kaliumnitrat, H: Harnstoff, A: Ammoniumsulfat)*

Experiment Zusammensetzung Beschreibung
Protein Glycerin TRIS-Puffer MTG Additiv
[Nr] [0] [[Gew. %] | [g] |[Gew.%]| [g] |IGew.%]]| [g] |U/g NaCas | [g] |[Additiv:Protein] [
Kaliumnitrat

C/G-K01 |6,00 5,03 3,00 2,51 110,40| 92,46 |0,00 0,00 0,00 0:1

C/G-K02 |6,00| 5,03 |3,00| 251 110,40| 92,46 |0,00 0,00 0,50 1:12

C/G-K03 |6,00 5,03 3,00 2,51 110,40| 92,46 |0,00 0,00 1,00 1.6 MTG
C/G-K04 |6,00 5,03 3,00 2,51 110,40| 92,46 |0,00 0,00 1,50 1:4

C/G-KO5 |6,00| 5,03 |3,00| 251 110,40| 92,46 |0,00 0,00 3,00 1:2

C/G-K06 |6,00 5,03 3,00 2,51 110,40| 92,46 |0,00 0,00 4,50 1:1,33

C/G-KO7 |6,00| 5,03 |3,00| 251 110,40| 92,46 |1,50 25,00 0,00 0:1

C/G-K08 |6,00| 5,03 |3,00| 251 110,40| 92,46 |1,50 25,00 0,50 1:12

C/G-K09 |6,00 5,03 3,00 2,51 110,40| 92,46 |1,50 25,00 1,00 1.6 MTG
C/G-K10 |6,00| 5,03 |3,00| 251 110,40| 92,46 |1,50 25,00 1,50 1:4

C/G-K11 |6,00 5,03 3,00 2,51 110,40| 92,46 |1,50 25,00 3,00 1.2

C/G-K12 |6,00 5,03 3,00 2,51 110,40| 92,46 |1,50 25,00 4,50 1:1,33

Harnstoff

C/G-HO1 |6,00 5,11 1,00 0,85 110,40| 94,04 |0,00 0,00 0,00 0:1

C/G-H02 |6,00| 5,11 1,00 0,85 110,40 | 94,04 |0,00 0,00 0,50 1:12 Gly=const.
C/G-HO03 |6,00 5,11 1,00 0,85 110,40| 94,04 |0,00 0,00 1,00 1.6 -MTG
C/G-H04 |6,00| 5,11 1,00 0,85 110,40 | 94,04 |0,00 0,00 1,50 1:4

C/G-HO5 |6,00| 5,11 1,00 0,85 110,40 | 94,04 |1,50 25,00 0,00 0:1

C/G-HO06 |6,00 5,11 1,00 0,85 110,40| 94,04 |1,50 25,00 0,50 1:12 Gly=const.
C/G-HO7 |6,00| 5,11 1,00 0,85 110,40 | 94,04 |1,50 25,00 1,00 1:6 +MTG
C/G-HO08 |6,00 5,11 1,00 0,85 110,40| 94,04 |1,50 25,00 1,50 1:4

* Fortfihrung auf der nachsten Seite



Anhang

Experiment Zusammensetzung Beschreibung
Protein Glycerin TRIS-Puffer MTG Additiv
[Nr.] [9] |[Gew. %] | [g] |[Gew.%]| [g] |[Gew.%]| [g] |U/g NaCas | [g] |[Additiv:Protein] [-]
Harnstoff
C/G-H09 |6,00| 5,15 |[0,00f 0,00 |110,40| 94,85 |0,00 0,00 1,50 1:4
C/G-H10 |6,00 5,13 0,50 0,43 110,40| 94,44 0,00 0,00 1,50 1:4 Harnstoff=const.
C/G-H11 |6,00| 5,11 |(1,00f 0,85 |110,40| 94,04 |0,00 0,00 1,50 1:4 -MTG
C/G-H12 |6,00 5,09 1,50 1,27 110,40| 93,64 |0,00 0,00 1,50 1:4
C/G-H13 |6,00 5,15 0,00 0,00 110,40| 94,85 |1,50 25,00 1,50 1:4
C/G-H14 |6,00 5,13 0,50 0,43 110,40 | 94,44 1,50 25,00 1,50 1.4 Harnstoff=const.
C/G-H15 |6,00 5,11 1,00 0,85 110,40| 94,04 |1,50 25,00 1,50 1:4 -MTG
C/G-H16 |6,00| 5,09 (1,50 1,27 110,40| 93,64 |1,50 25,00 1,50 1:4
Ammoniumsulfat
C/G-A01 |6,00| 5,03 |3,00f 251 |110,40| 92,46 |0,00 0,00 0,00 0:1
C/G-A02 |6,00 5,03 3,00 2,51 110,40| 92,46 |0,00 0,00 1,00 1.6
C/G-A03 |6,00| 5,03 |3,00f 251 |110,40| 92,46 |0,00 0,00 2,00 1:3 -MTG
C/G-A04 |6,00 5,03 3,00 2,51 110,40| 92,46 |0,00 0,00 3,00 1.2
C/G-A05 |6,00| 5,03 |3,00] 251 |[110,40| 92,46 |0,00 0,00 4,00 1:1,5
C/G-A06 |6,00| 5,03 |3,00f 251 [110,40| 92,46 |1,50 25,00 0,00 0:1
C/G-A07 |6,00 5,03 3,00 2,51 110,40| 92,46 |1,50 25,00 1,00 1.6
C/G-A08 |6,00 5,03 3,00 2,51 110,40| 92,46 |1,50 25,00 2,00 1.3 +MTG
C/G-A09 |6,00| 5,03 |3,00] 251 [110,40| 92,46 |1,50 25,00 3,00 1:2
C/G-A10 |6,00| 5,03 |3,00f 251 |[110,40| 92,46 |1,50 25,00 4,00 1:1,5




Anhang V

Tab. 10.4: Ergebnisse der Versuchsdurchfihrung einer Folienkristallisation mit dem Modellprotein
NaCas It. Tab. 10.3

Experiment Ergebnisse
Zugfestigkeit Bruchdehnung Hohe Flache
[Nr.] [MPa] | s [MPa] [%] s [%] h[um] | s[um] | Ag[mm?3 | s[mm?]
Kaliumnitrat, -MTG
C-K01 4,95 0,68 102,00 6,00 209,40 | 24,67 3,14 0,37
C-K02 3,66 0,21 120,00 17,00 | 172,40 3,98 2,59 0,06
C-KO03 3,65 0,06 123,00 5,00 178,20 6,46 2,67 0,10
C-K04 1,91 0,06 80,00 6,00 228,80 | 18,25 3,43 0,27
C-KO05 1,71 0,09 21,00 4,00 278,00 | 13,47 4,17 0,20
C-K06 1,64 0,16 11,00 5,00 252,80 | 27,66 3,79 0,41
Kaliumnitrat, +MTG
C-K07 4,50 0,41 109,00 13,00 | 228,60 | 15,32 3,43 0,23
C-KO08 3,58 0,18 197,00 17,00 | 235,40 9,50 3,53 0,14
C-K09 4,02 0,09 201,00 6,00 232,80 517 3,49 0,08
C-K10 2,99 0,21 189,00 26,00 | 245,00 7,14 3,68 0,11
C-K11 1,67 0,10 94,00 27,00 | 287,00 9,57 4,31 0,14
C-K12 1,28 0,10 24,00 3,00 334,20 | 28,44 5,01 0,42
Harnstoff, Gly=const, -MTG
C-HO1 15,10 0,16 60,00 13,00 | 151,00 3,16 2,27 0,05
C-H02 6,19 0,25 78,00 5,00 158,50 2,49 2,39 0,04
C-HO3 3,19 0,05 92,00 7,00 170,20 5,76 2,55 0,09
C-HO4 1,91 0,03 96,00 3,00 187,80 3,96 2,82 0,06
Harnstoff, Gly=const, +MTG
C-HO5 12,30 1,03 68,00 9,00 164,37 4,08 2,47 0,06
C-Ho6 8,27 0,18 110,00 6,00 166,32 1,98 2,49 0,03
C-HO7 4,99 0,25 137,00 6,00 195,20 3,24 2,93 0,05
C-HO08 3,71 0,27 159,00 13,00 | 209,24 6,89 3,14 0,10
Harnstoff=const, -MTG
C-HO09 517 1,00 4,00 1,00 188,34 7,21 2,83 0,11
C-H10 4,44 0,16 83,00 7,00 194,06 5,30 2,91 0,08
C-H11 3,21 0,13 98,00 5,00 211,40 4,24 3,17 0,06
C-H12 1,89 0,22 106,00 11,00 | 245,87 | 10,24 3,69 0,15
Harnstoff=const, +MTG
C-H13 7,07 0,50 128,00 6,00 193,00 3,54 2,90 0,05
C-H14 3,95 0,25 177,00 6,00 217,00 4,30 3,26 0,06
C-H15 2,40 0,21 165,00 10,00 | 256,40 2,97 3,85 0,04
C-H16 2,24 0,57 168,00 25,00 | 268,20 | 13,50 4,02 0,21
Ammoniumsulfat, -MTG
C-A01 4,06 0,09 96,00 5,00 204,00 9,95 3,06 0,15
C-A02 2,46 0,08 48,00 4,00 186,40 4,93 2,80 0,07
C-A03 1,95 0,12 14,00 3,00 197,80 9,23 2,97 0,14
C-A04 1,93 0,21 6,00 2,00 243,00 | 46,57 3,65 0,70
C-A05 1,15 0,52 3,00 2,00 286,60 | 76,81 4,30 1,15
Ammoniumsulfat, +tMTG
C-A06 4,89 0,24 134,00 10,00 | 263,80 4,32 3,96 0,07
C-A07 2,08 0,07 148,00 12,00 | 269,20 | 11,43 4,04 0,17
C-A08 0,95 0,14 9,00 4,00 312,40 | 16,35 4,69 0,25
C-A09 1,06 0,12 3,00 1,00 315,80 | 11,52 4,74 0,17
C-Al10 1,20 0,23 2,00 1,00 343,60 | 27,53 5,16 1,01




Anhang
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Tab. 10.5: Ergebnisse der Versuchsdurchfihrung einer Folienkristallisation mit dem Modellprotein
Gelatine It. Tab. 10.3

Experiment Ergebnisse
Zugfestigkeit Bruchdehnung Hohe Hbéhe
[Nr.] [MPa] s [MPa] h [um] s [um] [MPa] s [%] h [um] s [%]
Kaliumnitrat, -MTG
G-K01 9,41 1,49 52,00 6,00 194,20 | 11,28 2,91 0,17
G-K02 5,89 0,48 71,00 10,00 195,60 | 30,03 2,94 0,45
G-K03 5,56 0,48 83,00 7,00 205,40 | 26,06 3,08 0,39
G-K04 5,35 0,42 84,00 2,00 209,80 | 15,22 3,15 0,32
G-K05 4,74 0,13 78,00 2,00 223,40 7,99 3,35 0,12
G-K06 3,64 0,39 77,00 6,00 326,60 | 22,67 4,90 0,34
Kaliumnitrat, +MTG
G-K07 13,52 0,76 53,00 5,00 213,40 3,58 3,20 0,05
G-K08 5,54 0,28 111,00 5,00 241,60 3,91 3,62 0,07
G-K09 4,07 0,50 140,00 6,00 297,40 2,07 4,46 0,03
G-K10 4,48 0,53 139,00 8,00 292,00 4,53 4,38 0,07
G-K11 3,58 0,34 147,00 6,00 340,00 2,83 5,23 0,16
G-K12 2,96 0,81 122,00 13,00 324,60 | 16,50 4,87 0,25
Harnstoff, Gly=const, -MTG
G-HO1 47,92 1,47 4,00 1,00 140,20 4,09 2,10 0,06
G-H02 24,65 0,72 21,00 2,00 150,20 0,45 2,25 0,01
G-HO03 12,25 0,47 43,00 2,00 161,00 2,55 2,42 0,04
G-HO4 7,01 0,55 61,00 2,00 173,00 3,54 2,60 0,05
Harnstoff, Gly=const, +MTG
G-HO05 33,10 1,51 36,00 3,00 189,30 | 23,01 2,84 0,35
G-HO06 17,74 2,31 75,00 10,00 183,00 0,71 2,75 0,01
G-HO7 6,24 0,46 136,00 4,00 218,60 2,70 3,28 0,04
G-HO08 4,38 0,40 126,00 5,00 227,40 4,16 3,41 0,06
Harnstoff=const, -MTG
G-H09 22,74 0,48 26,00 2,00 154,40 1,58 2,32 0,02
G-H10 10,90 0,19 49,00 2,00 166,60 2,72 2,50 0,04
G-H11 6,49 0,30 66,00 2,00 177,80 3,78 2,67 0,05
G-H12 4,27 0,33 83,00 3,00 198,00 4,42 2,97 0,07
Harnstoff=const, +MTG
G-H13 20,81 1,91 41,00 5,00 173,19 3,21 2,60 0,05
G-H14 10,15 1,24 102,00 9,00 183,23 2,84 2,75 0,04
G-H15 6,22 0,39 126,00 6,00 203,54 5,09 3,05 0,08
G-H16 - - - - - - - -
Ammoniumsulfat, -MTG
G-A01 7,73 0,40 64,00 6,00 192,20 0,84 2,89 0,01
G-A02 7,31 0,17 100,00 6,00 224,00 4,95 3,36 0,07
G-A03 5,38 0,28 52,00 4,00 234,80 | 21,34 3,52 0,32
G-A04 6,53 0,36 72,00 8,00 255,80 3,70 3,84 0,05
G-A05 5,18 0,24 62,00 3,00 246,40 4,39 3,70 0,07
Ammoniumsulfat, +tMTG
G-A06 10,30 1,35 72,00 13,00 232,60 8,74 3,49 0,13
G-A07 10,56 0,59 65,00 5,00 225,00 3,67 3,38 0,05
G-A08 8,50 0,97 76,00 11,00 249,80 9,12 3,75 0,14
G-A09 7,96 0,24 75,00 3,00 259,60 2,79 3,90 0,04
G-A010 6,54 0,23 75,00 6,00 279,60 2,97 4,20 0,04




Anhang \il

Tab. 10.6: Relative Standardabweichungen der Ergebnisse des Zugversuches mit Proben aus Extru-
der A

Nr. Ergebnisse
Zugfestigkeit | Bruchdehnung E-Modul Hbéhe Flache

[[] |[MPa] | s [%] | [%] s[%] | [MPa] | s[%] | hlum] | s[%] |Ao[mm? | s [%]
1 (17,48 | 9,58 53 10,02 10,97 | 28,62 | 570,50 | 3,31 8,56 3,31
2 | 21,79 | 12,27 | 36 16,39 58,88 | 52,06 | 140,30 | 6,80 2,10 6,80
3| 244 | 654 | 106 1,55 161,05 | 33,34 | 169,60 | 13,38 2,54 13,38
4 12843 |10,74 | 29 8,79 78,34 | 27,96 | 345,68 | 3,61 5,19 3,61
5| 487 | 22,18 | 68 6,71 186,08 | 18,09 | 403,60 | 3,35 6,05 3,35
6 - - - - - - - - - -
7 - - - - - - - - - -

Tab. 10.7: Relative Standardabweichungen der Ergebnisse des Zugversuches mit Proben aus Extru-
der B

Nr. Ergebnisse
Zugfestigkeit Bruchdehnung E-Modul Hohe

[] [MPa] s [%] [%] s [%] [MPa] s [%] h [um] s [%]
Co1-L 8,72 4,82 70 32,86 164,56 23,99 261,8 12,88
C01-Q 9,37 8,37 22 9,09 192,02 48,81 221,4 13,23
Co2-L 5,08 2,52 78 15,38 104,08 5,40 187,6 11,13
C02-Q 4,13 0,92 33 12,12 101,78 10,24 202,4 28,65
C02-L-2 6,15 3,33 90 12,22 74,19 24,67 234,0 23,18
C02-Q-2 6,08 5,05 32 9,38 50,12 70,49 192,4 11,00
C03-L 5,93 2,98 110 4,55 102,09 9,79 364,4 7,25
C03-Q 5,11 1,95 98 4,08 90,16 14,42 415,2 4,56
C04-L 11,35 9,63 80 16,25 188,86 15,79 175,4 9,99
C04-Q 10,9 12,39 24 12,50 159,65 34,44 157,4 11,10
C04-L-B 7,48 7,91 78 12,82 208,60 9,26 234,6 7,70
C04-Q-B 9,69 9,29 60 15,00 208,89 30,49 2420 8,25
CO05-L 10,66 4,82 91 6,59 223,89 22,97 197,2 5,29
C05-Q 12,35 6,31 34 5,88 321,06 9,48 177,4 8,80
C06-L 9,91 3,90 72 18,06 182,55 47,64 549,2 5,48
C06-Q 10,54 3,44 63 17,46 239,72 11,65 604,2 7,00
cov 6,87 6,65 82 9,76 153,62 11,95 528,2 21,96
Cco8 7,86 4,13 53 18,87 205,50 3,03 396,2 13,55
Cc09 8,24 11,58 60 31,67 221,27 15,69 444.4 25,41
C10 9,33 3,90 57 12,28 106,53 59,97 490,0 10,30
C11 11,89 11,58 81 14,81 299,67 7,95 453,0 15,71
Ci12 11,74 10,89 78 15,38 289,62 19,39 503,5 16,56
C13 10,66 4,82 91 6,59 223,89 22,97 482,0 15,15
Cl4-L 5,74 1,03 90 3,33 108,42 14,99 546,2 1,64
C14-Q 6,23 1,49 100 6,00 141,59 3,38 573,0 4,04




Anhang VIl

Tab. 10.8: Relative Standardabweichungen von NaCas-Folien als Ergebnis des Zugversuches mit
Proben aus dem Giel3folienprozess modifiziert durch kristalline Substanzen

Experiment Ergebnisse
Zugfestigkeit Bruchdehnung Hbhe Flache
[Nr-] [Mpa] Srel [%] [%] Srel [%] h [llm] Srel [%] AO [mmz] Srel [%]
Kaliumnitrat, -MTG
C-Ko1 4,95 13,74 102 5,88 209,4 11,78 3,14 11,78
C-K02 3,66 5,74 120 14,17 172,4 2,31 2,59 2,32
C-K03 3,65 1,64 123 4,07 178,2 3,62 2,67 3,75
C-K04 1,91 3,14 80 7,50 228,8 7,98 3,43 7,87
C-K05 1,71 5,26 21 19,05 278 4,85 4,17 4,80
C-K06 1,64 9,76 11 45,45 252,8 10,94 3,79 10,82
Kaliumnitrat, +MTG
C-KO07 45 9,11 109 11,93 228,6 6,70 3,43 6,71
C-K08 3,58 5,03 197 8,63 235,4 4,04 3,53 3,97
C-K09 4,02 2,24 201 2,99 232,8 2,22 3,49 2,29
C-K10 2,99 7,02 189 13,76 245 2,91 3,68 2,99
C-K11 1,67 5,99 94 28,72 287 3,33 431 3,25
C-K12 1,28 7,81 24 12,50 334,2 8,51 5,01 8,38
Harnstoff, Gly=const, -MTG
C-HO1 15,1 1,06 60 21,67 151 2,09 2,27 2,20
C-HO02 6,19 4,04 78 6,41 158,50 1,57 2,39 1,67
C-HO03 3,19 1,57 92 7,61 170,2 3,39 2,55 3,53
C-HO4 1,91 1,57 96 3,13 187,80 2,11 2,82 2,13
Harnstoff, Gly=const, +MTG
C-HO05 12,3 8,37 68 13,24 164,37 2,48 2,46555 1,51
C-HO06 8,27 2,18 110 5,45 166,32 1,19 2,49 0,72
C-HO7 4,99 5,01 137 4,38 195,2 1,66 2,928 0,85
C-HO08 3,71 7,28 159 8,18 209,24 3,29 3,14 1,57
Harnstoff=const, -MTG
C-H09 5,17 19,34 4 25,00 188,34 3,83 2,8251 2,03
C-H10 4,44 3,60 83 8,43 194,06 2,73 2,91 1,41
C-H11 3,21 4,05 98 5,10 211,4 2,01 3,171 0,95
C-H12 1,89 11,64 106 10,38 245,87 4,16 3,69 1,69
Harnstoff=const, +tMTG
C-H13 7,07 7,07 128 4,69 193 1,83 29 1,72
C-H14 3,95 6,33 177 3,39 217 1,98 3,26 1,84
C-H15 2,4 8,75 165 6,06 256,4 1,16 3,85 1,04
C-H16 2,24 25,45 168 14,88 268,2 5,03 4,02 5,22
Ammoniumsulfat, -MTG
C-A01 4,06 2,22 96 5,21 204,00 4,88 3,06 4,90
C-A02 2,46 3,25 48 8,33 186,40 2,64 2,80 2,50
C-A03 1,95 6,15 14 21,43 197,80 4,67 2,97 4,71
C-A04 1,93 10,88 6 33,33 243,00 19,16 3,65 19,18
C-A05 1,15 45,22 3 66,67 286,60 26,80 4,30 26,74
Ammoniumsulfat, +tMTG
C-A05 4,89 4,91 134 7,46 263,80 1,64 3,96 1,77
C-A06 2,08 3,37 148 8,11 269,20 4,25 4,04 4,21
C-A07 0,95 14,74 9 44,44 312,40 5,23 4,69 5,33
C-A08 1,06 11,32 3 33,33 315,80 3,65 4,74 3,59
C-A09 1,2 19,17 2 50,00 343,60 8,01 5,16 19,57
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Tab. 10.9: Relative Standardabweichungen von Gelatine-Folien als Ergebnis des Zugversuches mit
Proben aus dem Giel3folienprozess modifiziert durch kristalline Substanzen

Experiment Ergebnisse
Zugfestigkeit Bruchdehnung Hbhe Flache
[Nr-] [Mpa] Srel [%] [%] Srel [%] h [Hm] Srel [%] AO [mmz] Srel [%]
Kaliumnitrat, -MTG
G-K01 9,41 15,83 52 11,54 194,2 5,81 2,91 5,84
G-K02 5,89 8,15 71 14,08 195,6 15,35 2,94 15,31
G-K03 5,56 8,63 83 8,43 205,4 12,69 3,08 12,66
G-K04 5,35 7,85 84 2,38 209,8 7,25 3,15 10,16
G-K05 4,74 2,74 78 2,56 223,4 3,58 3,35 3,58
G-K06 3,64 10,71 77 7,79 326,6 6,94 4.9 6,94
Kaliumnitrat, +MTG
C-KO07 13,52 5,62 53 9,43 213,4 1,68 3,2 1,56
C-K08 5,54 5,05 111 4,50 241,6 1,62 3,62 1,93
C-K09 4,07 12,29 140 4,29 297,4 0,70 4,46 0,67
C-K10 4,48 11,83 139 5,76 292 1,55 4,38 1,60
C-K11 3,58 9,50 147 4,08 340 0,83 5,23 3,06
C-K12 2,96 27,36 122 10,66 324,6 5,08 4,87 5,13
Harnstoff, Gly=const, -MTG
C-HO1 47,92 3,07 4 25,00 140,2 2,92 2,1 2,86
C-HO02 24,65 2,92 21 9,52 150,20 0,30 2,25 0,44
C-HO03 12,25 3,84 43 4,65 161 1,58 2,42 1,65
C-HO4 7,01 7,85 61 3,28 173,00 2,04 2,60 1,92
Harnstoff, Gly=const, +MTG
C-HO05 33,1 4,56 36 8,33 189,3 12,16 2,84 12,32
C-HO06 17,74 13,02 75 13,33 183,00 0,39 2,75 0,36
C-HO7 6,24 7,37 136 2,94 218,6 1,24 3,28 1,22
C-HO08 4,38 9,13 126 3,97 227,40 1,83 3,41 1,76
Harnstoff=const, -MTG
C-HO09 22,74 2,11 26 7,69 154,4 1,02 2,32 0,86
C-H10 10,9 1,74 49 4,08 166,60 1,63 2,50 1,60
C-H11 6,49 4,62 66 3,03 177,8 2,13 2,67 1,87
C-H-2 4,27 7,73 83 3,61 198,00 2,23 2,97 2,36
Harnstoff=const, +tMTG
C-H13 20,81 9,18 41 12,20 173,19 1,85 2,59785 1,07
C-H14 10,15 12,22 102 8,82 183,23 1,55 2,74845 0,85
C-H15 6,22 6,27 126 4,76 203,54 2,50 3,0531 1,23
C-H16 - - - - - - - -
Ammoniumsulfat, -MTG
C-A01 7,73 5,17 64 9,38 192,20 0,44 2,89 0,35
C-A02 7,31 2,33 100 6,00 224,00 2,21 3,36 2,08
C-A03 5,38 5,20 52 7,69 234,80 9,09 3,562 9,09
C-A04 6,53 5,561 72 11,11 255,80 1,45 3,84 1,30
C-A05 5,18 4,63 62 4,84 246,40 1,78 3,70 1,89
Ammoniumsulfat, +tMTG
C-A05 10,3 13,11 72 18,06 232,60 3,76 3,49 3,72
C-A06 10,56 5,59 65 7,69 225,00 1,63 3,38 1,48
C-A07 8,5 11,41 76 14,47 249,80 3,65 3,75 3,73
C-A08 7,96 3,02 75 4,00 259,60 1,08 3,90 1,03
C-A09 6,54 3,562 75 8,00 279,60 1,06 4,20 0,95
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Tab. 10.10: Aufgetretene Probleme wahrend des Extrusionsprozesses und entsprechende Ldsungs-

vorschlage

Nr.

Aufgetretene Probleme

Losungsvorschlage

Effizientere Vakuumentgasung (z. B. Temperatur- und Vakuumer-
héhung)

Minimierung der Flissigkomponenten

1 | Lufteinschlusse im Produkt | Drehzahlerhéhung (haufige Oberflachenerneuerung in Entga-
sungszone)
Druckerhdéhung zur Kompaktierung des Extrudates
Entgasung des Losungsmittels vor der Zufiihrung
Vermeidung von Stagnationsgebieten durch Schneckenoptimie-
rung
, Sfégrﬁg!é.sr?ileaéz.n%r;'g'\s/‘;?_‘ ;J/::trigﬁiedlénugeg\?e%fg?&zmger Molekulargewichtsverteilung durch
farbungen -
Uberprifung der Thermostabilitaten der Materialien
Uberpriifung auf Kontaminierung durch Fremdpartikel
Alternative Weichmacher
Konzentrationsanderung des Weichmachers
3 Erhohte Folienhaftung | Beschichtung der Folien
Anderung weiterer Prozessparameter (Walzentemperatur)
Postextrudale Trocknung
Optimierung der FlieReigenschaften in der Duse
4 Hohe, ungleichmaRige Reduzierung bzw. Justierung der Disen6ffnung oder Hydraulik
Foliendicke Erh6hung der Abzugsgeschwindigkeit
Erhéhung der Extrudatdehnung
Blasfolienextrusion als Alternativverfahren
5 | Enzymatische Quervernetzung
Erhéhung der enzymatischen Aktivitat
5a | Unvollstindige Vemetzung Verbesserung der Homogenisierung
Erhéhung der Verweilzeit
Vorkonditionierung des Proteins
_ Alternative Duse mit verkurztem Disenkanal
5b Hoher Druck an Film- u. Veranderung der Extrudatzusammensetzung

Banddiise

Optimierung der Schneckenauslegung




Selbststandigkeitserklarung

Selbststandigkeitserklarung

Ich versichere hiermit ehrenwortlich, dass ich die vorliegende Arbeit selbststéandig
und nur unter Benutzung der angegebenen Literatur und Hilfsmittel angefertigt habe.
Die aus fremden Quellen direkt oder indirekt iUbernommenen Stellen sind als solche
kenntlich gemacht und werden in der Arbeit aufgefihrt.

Die Arbeit hat in gleicher oder ahnlicher Form noch keiner Prifungsbehérde vorgele-
gen.

Halle (Saale), 01.12.2009 Unterschrift



Lebenslauf

Lebenslauf

Persdnliche Daten

Name:
Geburtsdatum:
Geburtsort:
Nationalitat:
Familienstand:
Schulabschluss:
Berufsabschluss:

Patrick Frohberg

31.03.1980

Halle (Saale)

deutsch

ledig

allg. Hochschulreife
Diplom-Wirtschafts-Ingenieur

Schulischer und beruflicher Werdegang

seit 10/2009

11/2006 — 10/2009

05/2006 — 10/2006

03/2004 — 08/2004

10/1999 - 11/2006

09/1996 — 08/1999

EXIST-Grinderstipendium des Bundesministeriums flr
Wirtschaft und Technologie kofinanziert durch den Euro-
paischen Sozialfonds

Wissenschaftlicher Mitarbeiter an der Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg, Zentrum flr Ingenieurwis-
senschaften, Verfahrenstechnik/TVT, Promotion

Diplomarbeit ,Herstellung pharmazeutischer Darrei-
chungsformen analog zum Freezecast-Verfahren*

Industriepraktikum bei der BMW AG Werk Leipzig, Abtei-
lung Arbeitssicherheit, Umweltschutz und Ergonomie*

Studium des Wirtschaftsingenieurwesens an der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg

Berufsbildende Schulen IV ,Friedrich List* in Halle (Saale),
allg. Hochschulreife

Halle (Saale), 01.Dezember 2009

Patrick Frohberg



Publikationsliste

Publikationsliste

1.

Frohberg, P., Pietzsch, M., Ulrich, J., Effect of crystalline substances in biode-
gradable films and coatings, in: proceedings, ISIC 2008 (17th International Sym-
posium of Industrial Crystallization), Vol. 1, ed. by J. P. Jansens, J. Ulrich, Maas-
tricht (Netherlands) 2008, 9789076019277.

Frohberg, P., Pietzsch, M., Ulrich, J., Effect of crystalline substances in biode-
gradable films and coatings, Vortrag und Posterprasentation, ISIC 2008 (17th In-
ternational Symposium of Industrial Crystallization), Maastricht (Netherlands)
2008, 16.09.2008.

Frohberg, P., Ulrich, J., Protein films for pharmaceutical applications, Vorlesung
und Skript, Summer School 2008, Hanbat National University, Daejeong, Sudko-
rea, 2008, 30.09.2008.

Frohberg, P., Ulrich, J., Simulation of melt crystallization, Vorlesung und Skript,
Summer School 2008, Hanbat National University, Daejeong, Sudkorea, 2008,
27.09.2008.

Frohberg, P., Pietzsch, M., Ulrich, J., Effect of crystalline substances in biode-
gradable films, Vortrag und Abstracts, ACHEMA 2009, DECHEMA e. V. (29. In-
ternationaler Ausstellungskongress fir Chemische Technik, Umweltschutz und
Biotechnologie), Frankfurt, 2009, 11.-15.05.20089.

Frohberg, P., Ulrich, J., Pietzsch, M., Patzsch, K., Verfahren zur Verbesserung
der physikalisch-chemischen Eigenschaften bioabbaubarer Werkstoffe, PCT/DE2
009/00079, Deutsches Patent- und Markenamt, Anmeldetag: 05.06.20009.

Frohberg, P., Ulrich, J., Pietzsch, M., Biologisch abbaubare Proteinfolien, Verfah-
ren zu ihrer Herstellung und deren Verwendung, 10 2009 048 563.5, Deutsches
Patent- und Markenamt, Anmeldetag: 06.10.20009.

Frohberg, P., Stolte, I., Neue funktionale Materialien aus Biopolymeren,
BIOTECHNICA 2009, Standposter und -flyer, Gemeinschaftsstand weinberg
campus, Hannover, 2009, 06-08.10.2009.

Frohberg, P., Pietzsch, M., Ulrich, J., Effect of crystalline substances in biode-
gradable films, Chemical Engineering Research and Design, (2010) — Status: ak-
zeptiert.



	1 Einleitung
	2 Theoretische Grundlagen
	2.1 Biopolymere
	2.1.1 Einführung und Definitionen
	2.1.2 Natur oder Petrochemie?
	2.1.3 Proteine – Biopolymere der Zukunft?
	2.1.3.1 Einführung und Klassifizierung
	2.1.3.2 Proteine als einzigartige Polymerwerkstoffe

	2.1.4 Produkte
	2.1.4.1 Marktüberblick
	2.1.4.2 Filme, Folien und Beschichtungen

	2.1.5 Funktionale Eigenschaften von Proteinfolien
	2.1.5.1 Überblick
	2.1.5.2 Mechanische Eigenschaften


	2.2 Herstellungsverfahren
	2.2.1 Grundlagen
	2.2.2 Lösungsmittelverfahren
	2.2.3 Thermoplastische Verarbeitung proteinbasierter Materialien
	2.2.3.1 Grundlagen
	2.2.3.2 Glasübergang in Proteinen

	2.2.4 Praxisbemerkungen
	2.2.5 Extrusion
	2.2.5.1 Grundlagen
	2.2.5.2 Extrusion von Proteinsystemen
	2.2.5.3 Extruder als enzymatische Bioreaktoren


	2.3 Modifikationen
	2.3.1.1 Überblick und Zielsetzung
	2.3.1.2 Weichmacher
	2.3.1.2.1 Definition und Wirkungsweise
	2.3.1.2.2 Weichmacher in proteinogenen Biopolymeren
	2.3.1.3 Kristallisation
	2.3.1.3.1 Definition und Begriffsklärung
	2.3.1.3.2 Kristallisationskinetik



	2.4 Analytik
	2.4.1 Optik und Organoleptik
	2.4.2 Mechanische Produkteigenschaften
	2.4.2.1 Zugfestigkeit
	2.4.2.2 Bruchdehnung
	2.4.2.3 Elastizitätsmodul aus dem Zugversuch

	2.4.3 Biochemische Analyseverfahren
	2.4.3.1 Enzymatische Aktivität
	2.4.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)


	2.5 Statistische Versuchsplanung
	2.5.1 Ausgangspunkt und Grundidee
	2.5.2 Definition und Vorgehensweise

	2.6 Wissenschaftliche Problemstellung

	3 Materialien
	3.1 Proteine
	3.1.1 Natrium-Caseinat
	3.1.2 Erbse
	3.1.3 Gelatine

	3.2 Enzyme
	3.2.1 Transglutaminase
	3.2.1.1 Einführung und Reaktionsmechanismus
	3.2.1.2 Industrielle Anwendungen


	3.3 Hilfsstoffe
	3.3.1 Lösungsmittel
	3.3.2 Weichmacher
	3.3.2.1 Glycerin
	3.3.2.2 Polyethylenglykol (PEG)

	3.3.3 Additive


	4 Versuchsdurchführung
	4.1 Folienherstellung
	4.1.1 Gießverfahren
	4.1.2 Extrusion
	4.1.2.1 Materialien
	4.1.2.2 Versuchsanlagen und -durchführung
	4.1.2.2.1 Extruder A – Haake PolyLab OS PTW 24/40
	4.1.2.2.2 Extruder B – ZE25A-UTXx48D-UG 

	4.1.2.3 Prozessführung


	4.2 Modifikation
	4.2.1 Weichmacher
	4.2.2 Enzymatische Quervernetzung
	4.2.3 Kristallisation

	4.3 Analytik
	4.3.1 Äußere Merkmale
	4.3.2 Mechanische Produkteigenschaften

	4.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
	4.5 Statistik
	4.5.1 Deskriptive Statistik
	4.5.2 Statistische Versuchsplanung


	5 Darstellung der Ergebnisse
	5.1 Herstellungsverfahren
	5.1.1 Lösungsmittelverfahren
	5.1.2 Extrusion
	5.1.2.1 Extruder A – Haake PolyLab OS PTW 24/40
	5.1.2.2 Extruder B – ZE25A-UTXx48D-UG

	5.1.3 Optik und Organoleptik
	5.1.3.1 Extruder A
	5.1.3.2 Extruder B


	5.2 Mechanische Eigenschaften
	5.2.1 Extruder A
	5.2.2 Extruder B

	5.3 Modifikation
	5.3.1 Weichmacher
	5.3.2 Enzymatische Quervernetzung
	5.3.2.1 Extruder A
	5.3.2.2 Extruder B

	5.3.3 Kristallisation
	5.3.3.1 Folienherstellung
	5.3.3.2 Mechanische Eigenschaften
	5.3.3.3 Morphologie


	5.4 Statistische Versuchsplanung

	6 Diskussion der Ergebnisse
	6.1 Interpretation der Ergebnisse
	6.1.1 Herstellungsverfahren
	6.1.1.1 Lösungsmittelverfahren
	6.1.1.2 Thermoplastisches Verfahren
	6.1.1.2.1 Anlagen- und Verfahrenstechnik
	6.1.1.2.2 Extruderhardware und funktionale Prozessanalyse


	6.1.2 Thermoplastische Verarbeitung von Proteinen
	6.1.3 Analytik
	6.1.3.1 Optik und Organoleptik
	6.1.3.2 Mechanische Eigenschaften

	6.1.4 Modifikationen
	6.1.4.1 Weichmacher
	6.1.4.2 Enzymatische Quervernetzung
	6.1.4.3 Kristallisation

	6.1.5 Statistische Versuchsplanung

	6.2 Fehlerbetrachtung
	6.3 Erzielte Erkenntnisse im Überblick
	6.4 Ausblick

	7 Zusammenfassung
	8 Abkürzungs- und Symbolverzeichnis
	8.1 Abkürzungsverzeichnis
	8.2 Symbolverzeichnis

	9 Literaturverzeichnis
	10 Anhang
	Selbstständigkeitserklärung
	Lebenslauf
	Publikationsliste

