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b.o.s. bezogen auf das Sandgewicht (based on sand)
BLAP Bacillus lentus alkalische Protease

BM Bindemittel
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OdB Druckspannung bei Bruch
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1 Einleitung

Bindemittel kommen im Alltag in den verschiedensten technischen Anwendungen zum Ein-
satz (Tabelle 1-1) und missen je nach Verwendungszweck sehr unterschiedlichen Anforde-
rungsprofilen gentigen, so z.B. hohe Hitzebestandigkeit, hohe Festigkeit, Bestandigkeit ge-
gen Wasser, Ol oder andere Chemikalien. Das Recycling von Materialien, die Bindemittel
enthalten, gestaltet sich meist schwierig, da es sich fast ausschlieRlich um Materialkombina-
tionen von Bindemittel und Grundwerkstoff mit sehr unterschiedlichen physikalischen und
chemischen Eigenschaften handelt. In einigen Bereichen, wie z.B. der Spanplattenherstel-
lung fir die Mdébelindustrie, wird das mechanisch aufgearbeitete Altmaterial unter erneuter
Zugabe von Bindemitteln wiederverwendet, was zur Akkumulation des Bindemittels und da-
durch teilweise zur Verschlechterung der Eigenschaften der Spanplatten fiihrt. In anderen
Fallen mussen aber auch die Bindemittel mit mechanischen, thermischen oder chemischen
Verfahren vom Grundwerkstoff getrennt werden, um diesen wiederverwenden zu kénnen,
wie es beispielsweise bei Bindemitteln flr GieRereisand Ublich ist [Harris und Lafarge, 2006].
Haufig verwendete Bindemittel sind Duromere, die durch die chemische Vernetzung der
Ausgangsprodukte mittels Warme, Katalysatoren oder Strahlung (UV-Licht) hergestellt wer-
den [Gotro und Prime, 2004]. Dabei kommt es aufgrund mehrerer reaktiver Gruppen der
Ausgangsstoffe zu dreidimensional vernetzten Molekulstrukturen, die nicht schmelzbar sind
und sich bei Erhitzen zersetzen [Yorkgitis, 2002]. Bindemittel und Klebstoff sind haufig ver-
wandt benutzte Begriffe, doch wahrend Bindemittel eine meist homogene Mischung (durch
Beschichtung) mit dem Grundwerkstoff ergeben, sind Klebstoff und Grundwerkstoff meist nur
in partiellem Kontakt zueinander. Eine klare Abgrenzung zwischen beiden Begriffen ist je-

doch nicht immer maoglich.

Tabelle 1-1: Verwendung von Bindemitteln in unterschiedlichen technischen Anwendungen [Dynea,
2011]

Konstruktion/Bau Inneneinrichtung Automobilbereich/Technik
Beschichtungen/Lacke Impragnierungen Schleifmittel
Isolierungen Furniere Bremsbelage
Stein-/Glaswolle MDF-Platten Schaume
OSB-Platten Spanplatten Filter
Fingerverklebungen Sperrholz Gielereisand
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Die Verwendung von biologisch abbaubaren Materialien auf Basis nachwachsender Rohstof-
fe wird in Bezug auf die Preissteigerungen und die Verknappung von Erddl in vielen Berei-
chen interessanter. Zudem wird die Umweltvertraglichkeit von Produkten und deren Herstel-
lungsprozessen zunehmend hinterfragt bzw. die gesetzlichen Rahmenbedingungen fur nicht
umweltgerechte Produkte und Verfahren werden kontinuierlich verscharft. Allerdings wirkt
sich der im Vergleich meist héhere Preis umweltfreundlicherer Werkstoffe gegentber kon-
ventionellen Werkstoffen oft nachteilig aus [Khait, 2003]. Biologisch abbaubare Werkstoffe
stellen u.a. eine interessante Alternative in Anwendungen dar, bei denen Artikel nur fir kurze
Zeit genutzt werden oder deren fachgerechte Entsorgung nicht immer sichergestellt werden
kann. Eine der Grundvoraussetzungen fir die Umweltfreundlichkeit solcher Stoffe ist die
energetische oder emissionsbezogene Gesamtbilanz, welche in der Literatur jedoch kontro-
vers diskutiert wird.

So kénnen biologisch abbaubare Werkstoffe einen Beitrag zum Umweltschutz aufgrund einer
Verbesserung der CO,-Bilanz liefern. Bei der Betrachtung der Gesamtumweltbilanz kénnen
aber auch Mehrwegsysteme (z.B. Getrankebecher) oder gut recyclingfahige konventionelle

Werkstoffe diesen Uberlegen sein [Beier, 2009; Narayan und Patel, 2004].
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1.1 Stand des Wissens

1.1.1 Konventionelle Bindemittel

Im Jahre 1907 wurde die Herstellung von Phenol-Formaldehyd (PF) durch Leo Hendrik Bae-
keland patentiert und die Vermarktung des Kunststoffes unter dem Handelsnamen BAKELIT
vorangetrieben [Baekeland, 1907]. Bereits zuvor hatte es experimentelle Arbeiten Anderer
an Phenol-Formaldehyden gegeben, jedoch meist mit nicht zufriedenstellenden Ergebnissen.
Unter Anwendung von Druck und Hitze gelang es schlieRlich Baekeland erstmals aus bereits
polymerisierten niedermolekularen Vorstufen (Novolake oder Resole) feste Kunststoffe zu
erzeugen [Kopf, 2002]. In Deutschland wurde die erste Fabrik fir die kommerzielle Herstel-
lung von Phenol-Formaldehyd 1910 in Betrieb genommen. In den 20er und 30er Jahren des
20. Jahrhunderts folgten dann weitere Aldehyd-vernetzte Materialen wie z.B. Harnstoff-
Formaldehyd (UF) und Melamin-Formaldehyd (MF). Die gute elektrische Isolation sowie ho-
he thermische Stabilitdt von PF wurde zunachst insbesondere im Bereich der Elektrotechnik
genutzt, spater kamen jedoch immer mehr Anwendungen z.B. fir Gehduse von Haushalts-
geraten oder Elektronik hinzu. Die Vielseitigkeit dieses Werkstoffes forderte die Entwicklung
einer vollig neuen Materialklasse, die der Polymerwerkstoffe. In der Folgezeit ersetzten an-
dere synthetische Polymere systematisch PF in vielen Anwendungen, so dass es heute nur
noch im Bereich der Isolation, flr feuerresistente Werkstoffe oder als Bindemittel benutzt
wird. Harnstoff-Formaldehyd-Harze und Melamin-Formaldehyd-Harze finden auch heute
noch eine breite Verwendung bei der Herstellung von Holzwerkstoffen. Harnstoff-
Formaldehyd-Harze sind im Vergleich zu MF oder PF preiswerte Bindemittel, jedoch sind sie
nicht witterungsbestandig, weshalb bei Holzwerkstoffen fir den AuRenbereich MF bzw.
MUF-Harze verwendet werden [Williams, 2002]. Als Bindemittel flr Giel3ereisand werden
ebenso (neben vielen anderen Bindemitteltypen) PF- und UF- Harze verwendet [IPPC,
2004]. Neben den Aldehyd-basierten Bindemitteln existieren viele verschiedene Harz- und

Bindemittelsysteme, auf die hier nicht naher eingegangen werden soll.
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1.1.2 Bindemittel in der GieRerei

Das Gielien von Metallen ist eines der altesten Formgebungsverfahren. Bereits vor mehr als
4000 Jahren wurde Bronze verwendet, um Schmucksticke und Werkzeuge herzustellen
[Probst, 1996]. Fir die Herstellung eines Gussstiickes wird stets eine Form bendtigt, in die
das flissige Metall gegeben wird. Dabei kann es sich um wiederverwendbare Dauerformen
oder sogenannte verlorene Formen handeln. Verlorene Formen werden bei der Entnahme
des Gussstiickes zerstort. Welche Art von Form verwendet wird, hangt neben anderen Fak-
toren von der Kontur und Masse des herzustellenden Werkstiickes bzw. der GieRtemperatur
ab. Auch gegenwartig werden noch haufig in der industriellen Serienfertigung (sowie in der
Einzelteilfertigung) verlorene Modelle benutzt. Der fur verlorene Modelle benutzte Formstoff
kann neben dem Formgrundstoff und dem Bindemittel noch weitere Zusatze zur Verbesse-
rung der Formstoffeigenschaften und der Oberflachengite enthalten [IFG, 1996].

Zur Abbildung von Hohlrdumen oder geometrisch komplexen Formen (z.B. bei
Hinterschneidungen) werden sogenannte Gusskerne verwendet (Abbildung 1-1). Das Bin-
demittel wird wahrend des Gusses durch die hohen Temperaturen zerstort, so dass nach
Erstarren des Metalls das Gussstick entnommen und der Formsand entfernt werden kann.
Problematisch sind hierbei hohe Restfestigkeiten der Kerne z.B. beim Leichtmetallguss auf-
grund der geringeren Schmelzetemperaturen, da erheblicher Aufwand notwendig ist, um
Formstoffreste vom oder aus dem Werkstiick zu entfernen. Teilweise kommt es beim Entfer-

nen der Kernreste zu Ausschuss, der die Fertigungskosten erhoht.

Abbildung 1-1: Gusskern fir den Wassermantel eines PKW-Zylinderkopfes [Wolff und Steinhauser,
2004]. Der Sand bildet die Hohlrdume ab, in denen im fertigen Gussteil das Kihlwasser flief3t.

Neben wirtschaftlichen und umweltrelevanten Aspekten werden folgende technologische

Anforderungen an Gusskerne gesetzt:
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- Keine Beschadigung der Oberflache durch hydrodynamische Krafte (beim Eingiel3en
der Schmelze), kein Ablésen von Sand

- Geringe Gasentwicklung zur Vermeidung von Oberflachendefekten am Gussteil

- kein Verzug, Verformung oder Abbrechen von Stiicken des Kerns

- ausreichende Stabilitdt gegen thermische Spannungen, Schrumpfspannungen und
Auftriebskrafte [Glal3, 2004]

- i.d.R. geringe Oberflachenrauheit, kein Anhaften von Schmelze an der Oberflache,
keine chemische Reaktion mit dem Metall

- Einfache und rickstandsfreie Entformung des Gussteils bzw. Entfernung des Kern-

materials

Neben den chemischen Verfahren kénnen physikalische und mechanische Verfahren zur
Kernherstellung verwendet werden, wobei die chemischen Verfahren heute meist den ande-
ren beiden vorgezogen werden [IPPC, 2005].

Im Bereich der chemischen Sandbindemittel kann prinzipiell in organische und anorganische
Systeme unterschieden werden. Da jedes Verfahren eigene Vor- und Nachteile hat, existie-
ren parallel mehrere Bindemittelsysteme, ohne dass sich Eines vollstdndig durchsetzen
konnte. Das derzeit am haufigsten verwendete Bindemittelsystem findet Verwendung im
Cold-Box-Prozess, bei dem der mit Harz benetzte Formstoff in der Form von einem Trager-
Gas durchspllt wird, in dem der Katalysator fir die Vernetzungsreaktion mitgetragen wird.
Problematisch dabei sind jedoch die verwendeten Katalysatoren (tertidre Amine wie z.B.
Triethylamin), die gesundheitlich bedenklich sind und teilweise beim Abguss bzw. bei der

Entformung des Gussteils entweichen.

8% 7% I Cold-Box
‘ I \Varm-Box
I Hot-Box
I Croning
Il Wasserglas-CO,
'Resol-CO,

I Sonstige

8%

1%

Abbildung 1-2: Marktanteile der verschiedenen Kernherstellungsverfahren im Sandformguss
[Psimenos et al., 2006]. Der Coldbox-Prozess ist das meistverwendete Verfahren.

In Abbildung 1-2 sind die verschiedenen BM-Systeme nach deren Anteil und verwendeter

Menge dargestellt. Trotz intensiver Forschung konnten sich die anorganischen Bindemittel,
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die generell emissionsarm sind, aufgrund geringerer Produktivitdt und Prozessstabilitat bis-
her nicht gegen die organischen Bindemittel durchsetzten [Polzin, 2007].

Bereits 1920 wurde ein Patent in den USA auf die Verwendung von ,Caseinen® als Bindemit-
tel fur Sand zur Herstellung von Gussformen erteilt. Sinngemal’ handelte es sich um Protei-
ne pflanzlicher oder tierischer Herkunft, die als Bindemittel eingesetzt werden sollten
[Outerbridge, 1920]. Aufgrund der hohen Verfligbarkeit und geringer Kosten konventioneller
Bindemittel konnten sich jedoch Proteine bisher nicht gegen diese durchsetzten. Uber die
Verwendung eines auf Gelatine basierenden Bindemittels, welches von der Fa. Hormel
(Hormel Foods Corporation, USA) unter dem Namen GMBond vermarktet wird, ist nichts
bekannt. Es wurde jedoch gezeigt, dass die technologischen Anforderungen durch diesen
Proteinbinder erfiillt werden kénnen [Mus et al., 2001]. Die Vor- und Nachteile konventionel-

ler Bindemittel bestehen in:

- Verhaltnismalig geringer Preis gegeniber Protein (ca. 900 €/t fur PF - Harze)

- gut einstellbare Eigenschaften [Trinowski et al., 1999]

- gute Rieselfahigkeit des Sandes

- schnellhartende Systeme verfligbar

- Einsatz gesundheitsgefahrdender Chemikalien (z.B. Phenol, Formaldehyd, Amine)

- Hohe Restfestigkeiten (besonders bei Aluminium-Guss) erschweren das Entfor-
men/Entfernung von Formstoffresten

- Keine direkte Wiederverwendung ungenutzten Formstoffs ohne Aufarbeitung

- Thermische Aufbereitung des Sandes sehr energieintensiv, giftige Pyrolyseprodukte
beim Guss [Helber et al., 2009]

Bei der Herstellung von verlorenen Formen aus Sand mit organischen Bindemitteln wird das
Bindemittel teilweise durch die eingebrachte thermische Energie verbrannt bzw. pyrolysiert.
Nach der Verwendung der Gusskerne wird der Sand regeneriert, dabei wird meist eine Kom-
bination von mechanischen und thermischen Verfahren (Abbrennen des Bindemittels) ange-
wandt [Vogt et al., 2006]. Trotz hoher Recyclingraten von etwa 90-95 % bei harzgebundenen
Formsanden und verbesserter Technologien fallt eine erhebliche Menge Altsand an. Die
jahrliche Abfallmenge Altsand betragt in Deutschland ca. 1.000.000 t (2003), von denen etwa
10 % aus kaltharzgebundenen Verfahren stammen [Vogt et al., 2006]. Neben der Deponie-
rung finden diese Abfallstoffe beispielsweise Weiterverwendung im StralRenbau oder bei der
Zementherstellung [Vogt et al., 2006]. Bei einer jahrlichen Umlaufmenge von ca. 1.600.000 t
Sand fir kaltharzgebundene Formstoffe ergibt sich ein erhebliches Potenzial fir alternative
Bindemittel, wenn dadurch der Altsand einfacher zu recyceln ist oder weniger Emissionen

entstehen.
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1.1.3 Bindemittel fuir Holzwerkstoffe

Natlrliches Holz zeigt ein orthotropes Verhalten, d.h. die mechanischen Festigkeiten hangen
in hohem Male von der Belastungsrichtung ab. In Faserrichtung des Holzes werden der
hochste E-Modul und die hochste Zugfestigkeit erreicht. Aulerdem kdnnen bei gréReren
Werkstlicken fehlerhafte Stellen wie Astlocher oder Verwachsungen kaum vermieden wer-
den, was konstruktiv nachteilig ist. Da jedoch oftmals isotropes Werkstoffverhalten sowie die
Fertigung groRerer Bauteile gewinscht sind, verwendet man verschiedene Holzwerkstoffe.
Diese konnen in finf Gruppen eingeteilt werden: Vollholz-, Furnier-, Span-, Faser- und Ver-
bundwerkstoffe. Bei all diesen Werkstoffen wird zunachst die Struktur des nattrlichen Holzes
aufgeldst, um Einzelelemente unterschiedlicher geometrischer Form und GroRRe herzustellen.
AnschlieRend werden diese Einzelelemente anwendungsbezogen wieder zu einem Werk-
stoff zusammengeflgt [Dunky und Niemz, 2002].

Ein weiterer Vorteil neben der Eigenschaftsverbesserung besteht in der Mdglichkeit zur Ver-
wendung von Holzresten wie Sagespane, Aste usw., so dass ein wesentlich hdherer Masse-
anteil von Holz werkstofflich genutzt werden kann [Matuana, 2004]. Die Bedeutung solcher
Holzwerkstoffe lasst sich am Beispiel von Spanplatten ermessen. Im Jahr 2008 wurden
8,6 x 10° m® Spanplatten allein in Deutschland produziert [Destatis, 2009].

Far die Herstellung von Holzwerkstoffen werden Bindemittel bzw. Klebstoffe bendtigt, um die
Formelemente (Spane, Schnitzel, Fasern) wieder zu einem massiven Werkstoff zusammen-
fugen zu kénnen.

Fur Holzwerkstoffe typischerweise verwendete Bindemittel bestehen meist aus Aminoharzen
[Krug, 2007b], von denen Harnstoff-Formaldehyd (UF) am weitaus haufigsten verwendet
wird [Matuana, 2004; VHI, 2011]. Daneben werden flir witterungsbestandige Holzwerkstoffe
UF-Harze in Kombination mit Melamin (MUF) eingesetzt [Binder und Dunky, 2004]. Der Vor-
teil dieser Bindemittel liegt in der Wasserl6slichkeit vor der Verwendung, was ein einfaches
Mischen mit Farbstoffen und eine einfache Verarbeitung des sonst farblosen Binders ermég-
licht. Weiterhin zeichnen sich diese Bindemittel durch eine hohe Festigkeit und relativ gute
chemische Stabilitdt im geharteten Zustand aus [Williams, 2002]. Ein Nachteil von UF- und
MUF-Harzen ist die bestandige Formaldehydemission, verursacht durch Restmonomere so-
wie teilweise Ruckreaktion der Kondensationsreaktion. Neben diesen genannten gibt es wei-
tere Bindemitteltypen, z.B. auf Isocyanat-Basis (Polymeres Diphenylmethandiisocyanat,
(PDMI)), das wegen seiner hohen Hydrolysebestandigkeit fur u.a. feuchtebestandige Platten
genutzt wird. Ebenso vorteilhaft ist, dass kein Formaldehyd von damit produzierten Holz-
werkstoffen emittiert wird. Problematisch ist jedoch neben dem hdheren Preis gegenuber

den Standardharzen die Freisetzung von Blausaure bei der Verbrennung.
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Die Grenzwerte fir die Emission von Formaldehyd aus Holzwerkstoffen wurden in den letz-
ten Jahrzehnten stetig herabgesetzt [Oberdorfer, 2008]. Zwar wurden von Seite der Herstel-
ler durch verbesserte Verfahren die Emissionswerte gesenkt, aber dennoch besteht weiter-

hin grof3er Bedarf nach alternativen Bindemitteln, die kein Formaldehyd abgeben.

Formaldehyd — Problematik am Beispiel von Harnstoff-Formaldehyd-Harzen

Harnstoff-Formaldehyd (UF) ist ein Polymer welches in einer Kondensationsreaktion unter
Abspaltung von Wasser entsteht. Da das Gleichgewicht dieser Reaktion aber nicht vollstan-
dig auf der Produktseite liegt, ist die Umkehrreaktion bei Vorhandensein von Feuchtigkeit
(Kontakt mit Nasse oder Luftfeuchtigkeit) moglich. Aus diesem Grund entsteht praktisch wah-
rend der gesamten Nutzungsdauer von UF — gebundenen Spanplatten freies Formaldehyd,
welches in die Raumluft abgegeben wird. Der E1-Grenzwert des Deutschen Bundesinstitutes
fur Bautechnik gibt eine maximale Raumluftkonzentration von 0,1 ppm Formaldehyd als zu-
Iassig an [DIBt-RL-100, 1994]. Dieser Wert wird mittels Prufverfahren (1 m? Platte pro 1 m?
Raumluft) mit einem vorgeschriebenen Luftaustausch als Ausgleichskonzentration ermittelt.
Trotz der niedrigen vorgeschriebenen Emissionsgrenzwerte kann es durchaus zu hohen
Raumbelastungen fuhren, wenn Holzwerkstoffoberfliche und RaumgroRe in einem unglns-
tigen Verhaltnis zueinander stehen (z.B. FuRboden aus verleimtem Holz, Wandverkleidun-
gen und zusatzliche Maébel). Um die Emissionswerte und die Bestandigkeit in feuchter Um-
gebung bzw. im Aufienbereich zu senken, wird teilweise der Harnstoff durch Phenol oder
Melamin substituiert, was zu verbesserter Hydrolysebestandigkeit, aber auch zu einer Kos-
tensteigerung fihrt. Ein haufig angeflihrtes Gegenargument bei der Diskussion um die Re-
duktion von Formaldehydemissionen ist, dass natirliches Holz ebenfalls Formaldehyd emit-
tiert [Meyer und Boehme, 1995]. Insbesondere bei der industriellen Trocknung des Holzes
entsteht Formaldehyd [Tjeerdsma et al., 1998], welches jedoch mit der Zeit ausgast. Gene-
rell sind die emittierten Formaldehyd-Mengen von Holz jedoch sehr gering (Buche: 0,002
ppm) und stellen damit keinen wesentlichen Beitrag zur Formaldehydbelastung in Innenrau-

men dar [Minzenberg und Thumulla, 2002].
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1.1.4 Proteine als Werkstoff

Proteine sind Makromolekdle, die aus bis zu 20 verschiedenen (sog. proteinogenen) Amino-
sauren aufgebaut sind und kommen in allen lebenden Organismen vor. Proteine Uberneh-
men viele verschiedene lebenswichtige Funktionen im Organismus. Neben dem Stoffumsatz
und dem Aufbau von festen Strukturen kénnen sie als Transporter, Katalysatoren (Enzyme)
oder Speicher fungieren.

Bei der Beschreibung des Aufbaus von Proteinen wird zwischen verschiedenen Strukturen
unterschieden. Die Primarstruktur beschreibt die Abfolge der Aminosauren im Molekdl, d.h.
die Aminosauresequenz. Sekundarstrukturen sind rdumliche Strukturen innerhalb des Mole-
kils, die durch Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert werden, so z.B. a-Helices oder [3-
Faltblatter. Die Tertiarstruktur ist der raumliche Aufbau des gesamten Molekils und wird un-
ter physiologischen Bedingungen durch die Primar- und Sekundarstruktur bestimmt. Abhan-
gig von den genannten Strukturen kann dabei hauptsachlich zwischen globularen und
fibrilldren Proteinen unterschieden werden. Durch Erhitzen, die Zugabe von Chemikalien,
unter hohen Dricken oder anderen nichtphysiologischen Bedingungen kann die

Tertiarstruktur zerstort werden, so dass das Proteinmolekul in denaturierter Form vorliegt.

Proteine als Werkstoffe

Proteine wurden vermutlich bereits seit Jahrtausenden als Bindemittel verwendet. Neben
den Glutinleimen werden auch Caseinleime (Hauptproteinbestandteil der Milch) z.B. im M6-
belbau verwendet. Auch heute noch wird Glutinleim (hergestellt aus Kollagen durch Ausko-
chen von Knochen und Haut) bei der Herstellung von Musikinstrumenten verwendet, da sol-
che (durch Befeuchten) wieder I6sbaren Klebeverbindungen zu Reparaturzwecken von Vor-
teil sind. Als Bindemittel flr Pigmentfarben findet Casein heute noch Anwendung fir Wand-
farben, sowie friher in Malereifarben [Kuckova et al., 2007]. Neben diesen beiden Proteinen
sollen bei der Herstellung von Mortel auch Blut (Serumalbumin) oder Huihnereier
(Ovalbumin) verwendet worden sein [Scheidegger, 1994].

Bei der Verarbeitung von pflanzlichen und tierischen Produkten werden oftmals Proteine als
Stoffnebenstrom ausgeschleust. Teilweise werden Proteine aufwandig extrahiert, da sie ei-
ner groflen Wertschoépfung dienen (z.B. Gelatine fur photographische Schichten [Keenan,
2003]) oder sie fallen als Nebenprodukt bei der eigentlichen Produktgewinnung an. Bei der
Herstellung von Starke oder Pflanzendlen (hauptsachlich aus Weizen, Mais, Raps, Sonnen-
blume, Soja) fallen z.B. erhebliche Mengen von Proteinen mit bisher geringem Wertschop-
fungspotential an. Die weltweite Produktion von Weizengluten betragt beispielsweise
ca. 400.000 t/a [de Graaf und Kolster, 1998].
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Neben Gelatine findet auch Casein technische Verwendung in der Industrie, so z.B. als was-
serloslicher Etikettenklebstoff [Pude und Wenig, 2005]. Die Weltjahresproduktion von reinem
Casein liegt bei etwa 250.000 t, dies entspricht etwa 2 % des in der weltweit produzierten
Milch enthaltenen Caseins [Fox, 2001]. Bereits seit 1897 wurde Casein als Werkstoff ver-
wendet, indem gefalltes Casein zu einer festen Masse verarbeitet wurde und anschlief3end in
einer Formaldehydlésung aushartete [Krische und Spitteler, 1897]. Der unter dem Namen
Galalith gehandelte Kunststoff fand weite Verbreitung, obwohl seine Herstellung zeitintensiv
war [Kratz, 2004], so wurden in 1913 etwa 1.500 t Galalith in Deutschland hergestellt, in
1920 bereits 5.000-15.000 t [Schrieke und Winter, 2011]. Mit der Entwicklung synthetischer
Kunststoffe gegen Mitte des 20. Jahrhunderts (z.B. Polystyrol, PVC u.a.) wurde dieser
Kunststoff weitgehend verdrangt.

In den letzten beiden Jahrzehnten wurde die Forschung im Bereich nachwachsender Roh-
stoffe (NaWaRo) in vielen Industriezweigen intensiviert, um Alternativen fiir bestehende Ma-
terialien zu schaffen. So wurden verstarkt Naturfasern und Fllstoffe auf Basis von NaWaRo
in konventionelle Polymere, z.B. fur Teile im Fahrzeugbau, eingearbeitet und werden zu-
nehmend in industriellen Mal3staben eingesetzt [Carus et al., 2008].

Proteine unterschiedlicher Herkunft wurden aufgrund ihrer guten ,Klebeeigenschaften® in
neuerer Zeit mehrfach auf ihre Eignung als Bindemittel fur Holzwerkstoffe untersucht
[Kalapathy et al., 1995; Khosravi et al., 2010; Krug und Tobisch, 2010]. Die Verwendung von
Proteinen als Bindemittel fur GieRereisand wurde ebenso vorgeschlagen [Grabowska, 2008;
Wool und Sun, 2005] bzw. die Eignung von Gelatine als Bindemittel flr GieRRereisand wurde

bereits nachgewiesen [Mus et al., 2001].
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1.1.5 Transglutaminase als enzymatischer Quervernetzer

Transglutaminasen (Protein-Glutamin y-Glutamyltransferase, EC 2.3.2.13) sind Enzyme aus
der Klasse der Transferasen und katalysieren den Acyl-Transfer von proteingebundenen
Glutaminresten auf die Aminogruppen von primaren Aminen. Ist das primare Amin ebenfalls
proteingebunden, entsteht eine Iso-Peptidbindung [Zhu et al., 1995], welche intra- oder
intermolekular vorliegen kann (Abbildung 1-3). Des Weiteren kénnen auch primare Amine

oder Peptide, die Lysin enthalten, an Glutamin gebunden werden [Ohtsuka et al., 2000].

HNIO HN)\
OMNHZ H2NMO
NH (0] HN
X 7

H*
MTG
NH,*

HN:\[:O HN)K

Abbildung 1-3: Schematische Darstellung der durch mikrobielle Transglutaminase katalysierten Ver-
netzungsreaktion von proteingebundenem Glutamin und Lysin. Die beiden proteingebundenen Ami-
nosauren bilden unter Abspaltung von Ammoniak eine Isopeptidbindung.

Grundsatzlich kdnnen calciumabhangige und calciumunabhangige Transglutaminasen un-
terschieden werden. In Eukaryoten gefundene Transglutaminasen sind meist
calciumabhangig [Ikura et al., 1988]. In hdheren Organismen findet man verschiedene Typen
von Transglutaminasen, die keinen gemeinsamen Ursprung mit den bakteriellen TGs haben.
Der menschliche Organismus verfiigt GUber mehrere Transglutaminasen, beispielsweise
kommen TGs als Blutgerinnungsfaktor in der Blutgerinnungskaskade sowie beim Aufbau von
Gewebe vor [Greenberg et al., 1991; Takahashi et al., 1986].

Ebenso sind bakterielle Transglutaminasen bekannt, deren Funktion noch nicht vollstandig
geklart ist. Womaoglich spielen sie eine Rolle bei der Sporenbildung, um widerstandsfahige
Zellwande aufzubauen [Kobayashi et al., 1996].

Eine mikrobielle Transglutaminase wurde 1989 in Kulturiiberstanden von Streptomyces
mobaraensis gefunden [Ando et al., 1989] und wird kommerziell in der Lebensmittelindustrie

zur Strukturanderung von proteinhaltigen Nahrungsmitteln eingesetzt [Motoki und Nio, 1983].



1 Einleitung 19

Die Restrukturierung von Fleisch, die Verbesserung von Teigeigenschaften sowie die Visko-
sitdtserhéhung von Joghurt sind damit moéglich [Dube et al., 2006; Singh, 1991].

Diese Transglutaminase bakteriellen Ursprungs besitzt ein Molekulargewicht von 38 kDa,
besteht aus nur einer Polypeptidkette und weist zudem eine relativ geringe Substratspezifizi-
tat auf [Zhu et al., 1995].

Die Vernetzbarkeit von Proteinen hangt allerdings nicht allein von der Menge der vorhande-
nen Aminosauren Glutamin und Lysin ab, sondern auch die Sekundar- und Tertiarstruktur
des Proteins, sowie die Glutamin-umgebenden Aminosauren spielen eine Rolle bei der
Vernetzbarkeit durch MTG [Coussons et al., 1992].

Der Aufbau makromolekularer Stoffe wie Protein, DNA oder Polysaccharide ist essentiell flr
jede Art von Leben und geschieht in der Natur ausschliel3lich Gber enzymatische Reaktionen
[Kobayashi und Uyama, 2001]. Mithilfe der Transglutaminase kénnen Makromolekile (Prote-
ine) mit niedermolekularen Stoffen (z.B. primare Amine) oder Makromolekuilen (gleichartige
oder andere Proteinmolekule) kovalente Bindungen eingehen. Dabei entstehen in Abhangig-
keit von den Edukten modifizierte Proteine oder molekulare Netzwerke. Die enzymatische
Vernetzung von Proteinen mittels Transglutaminase stellt eine neue Moglichkeit fur die Ent-
wicklung biologisch abbaubarer Werkstoffe dar. Ein weiterer Vorteil der enzymatischen
Quervernetzung besteht in den relativ milden Reaktionsbedingungen. So erreicht die mikro-
bielle Transglutaminase ihre hdchste Aktivitat bereits bei 50 °C [Patzsch, 2010] und ist in

einem pH-Bereich von 5-8 aktiv [Yokoyama et al., 2004].
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1.2 Zielsetzung

Aufgrund der steigenden Nachfrage nach 6kologisch vertraglichen und gesundheitlich unbe-
denklichen Werkstoffen wird in vielen Bereichen des Alltages nach Alternativen zu vorhan-
denen Werkstoffen gesucht. Die heute meist petrochemisch basierten konventionellen Kleb-
stoffe und Bindemittel entsprechen in Bezug auf Gesundheitsgefahrdung und Umweltschutz
meist nicht vollstdndig diesen Anforderungen. Durch gesetzliche Regelungen bereits be-
schrankte Emissionswerte von Werkstoffen wie z.B. Formaldehydemissionen von Spanplat-
ten versucht man den Menschen dem Stand der Technik entsprechend zu schitzen. Dass in
Zukunft die Grenzwerte fur die Emission von gefahrlichen Substanzen verringert werden
bzw. Stoffe bezlglich ihrer Gefahrdung fur den Menschen neu bewertet werden, ist abseh-
bar. So wurde Formaldehyd vom Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR) im Jahr 2006 als
krebserregend eingestuft [Schulte et al., 20086].

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Eignung von Protein als Binde-
mittel in zwei voneinander unabhangigen Stoffsystemen. Zunachst sollte die Verwendbarkeit
als Bindemittel fur Sand (Formstoffe fiir die Gielderei) untersucht werden. Im zweiten Teil der
Arbeit sollte die Eignung als Bindemittel flir Holz (Herstellung von Holzwerkstoffen) unter-
sucht werden.

Im Vordergrund der Untersuchungen stand dabei die mechanische Charakterisierung der
Werkstoffe. Insbesondere der Einfluss der enzymatischen Quervernetzung des Proteins
durch ein Enzym (mikrobielle Transglutaminase) auf die Festigkeiten sollte dabei untersucht
werden.

Das Protein Caseinat sollte als Modellprotein verwendet werden, da es aus anderen Anwen-
dungen fur seine guten Klebeeigenschaften bekannt ist, auRerdem wurde die gute enzymati-
sche Vernetzbarkeit von Casein durch MTG in der Literatur bereits mehrfach bestatigt. Ein
weiterer Teil der Arbeit sollte die Untersuchung anderer Proteine auf ihre Eignung als Bin-

demittel einschlieRen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Samtliche verwendete Chemikalien sind in der Tabelle 2-1 zusammengestellt.

Tabelle 2-1: Ubersicht tiber die verwendeten Chemikalien

Bezeichnung Lieferant Art.- Nr./ Reinheit Mw
Lot-Nr. [g/mol]

2-Propanol Carl Roth GmbH & Co [ 6752.5 99,7 p.a. 60,10
(Karlsruhe)

Aceton Conti GmbH (Leipzig) - techn. 58,08

Ammoniumperoxo- Carl Roth GmbH & Co [ 9592.3 98 228,20

disulfat (Karlsruhe)

((NH4)2520s)

Bromphenolblau Carl Roth GmbH & Co | A512.1 691,90

(Na-Salz) (Karlsruhe)

Calciumchlorid- Carl Roth GmbH & Co | T886.2 98 p.a. 219,08

Hexahydrat (Karlsruhe)

Calciumnitrat- Carl Roth GmbH & Co | P740.2 99 p.a. 236,15

Tetrahydrat (Karlsruhe)

Coomassie Brillant Blau | Merck KGaA 1.15444.0025 854,02

G 250 (Darmstadt)

Dipeptid Bachem Distribution C-1635 337,33

Glutaminylglycin (Z-GlIn- | Service GmbH (Weil am

Gly) Rhein)

Eisen(lll)-chlorid Merck KGaA 803945 162,21

(FeClj) (Darmstadt)

Eisen(lll)-oxid (Eisen- 159,7

oxidrot)

Essigsaure Carl Roth GmbH & Co | 3738.5 100 60,05
(Karlsruhe)

Ethanol Carl Roth GmbH & Co | 5054.6 95 46,07
(Karlsruhe)

Glutathion (reduziert) Merck KGaA 1.04090.0005 98 307,33
(Darmstadt)

Glycerin Carl Roth GmbH & Co | 3783.2 99,5 p.a. 92,10
(Karlsruhe)

Glycin Carl Roth GmbH & Co | T873.2 98,5 75,07
(Karlsruhe)

Kaliumchlorid Carl Roth GmbH & Co | 6781.1 99,5 p.a. 74,56
(Karlsruhe)

Maltodextrin Fluka Chemie GmbH 31410

(aus Maisstéarke) (Buchs, Schweiz)

Natriumazid Carl Roth GmbH & Co | K305.1 99 65,01

(NaNs)

(Karlsruhe)
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Bezeichnung Lieferant Art.- Nr./ Reinheit Mw
Lot-Nr. [g/mol]

Natriumchlorid Carl Roth GmbH & Co | 3957.2 99,5 p.a. 58,44
(Karlsruhe)

Natriumhydroxid Carl Roth GmbH & Co | 6771.1 99 p.a. 39,997
(Karlsruhe)

Phosphorsaure Carl Roth GmbH & Co | 6366.2 85 98,00
(Karlsruhe)

Salzsaure Carl Roth GmbH & Co | 4625.2 37 p.a. 36,46

(HCI) (Karlsruhe)

SDS-Ldsung Carl Roth GmbH & Co | 1057.1 20 288,40
(Karlsruhe)

Silica Gel Orange Carl Roth GmbH & Co | P077.1
(Karlsruhe)

Trichloressigsaure Carl Roth GmbH & Co [ 8789.2 99 p.a. 163,39
(Karlsruhe)

Tris Carl Roth GmbH & Co | 4855.4 99,9 p.a. 121,14
(Karlsruhe)

Fur die Einstellung von Atmospharen mit definierter Luftfeuchte wurden die in Tabelle 2-2

aufgeflihrten Substanzen verwendet. Die relative Luftfeuchte in den Exsikkatoren wurde mit-

tels Thermohygrometer gemessen und lag im Bereich (+ 3 %) der angegebenen Literatur-

werte.

Tabelle 2-2: Substanzen fur die Einstellung der relativen Luftfeuchte in Exsikkatoren. Die Salze wur-

den als Ubersattigte Losungen (mit Wasser als Losungsmittel) verwendet

relative Feuchte relative Feuchte Salz / Substanz Formel
bei 20 °C [% r.F.] | bei 25 °C [% r.F.]
0-2* 0-2* Silica-Gel SiO, (amorph)
32,5 29,5 Calciumchlorid Ca(Cl),
55,5 50,5 Calciumnitrat Ca(NO3),
76 75,5’ Natriumchlorid NaCl
85 85 Kaliumchlorid KCI
100 100 destilliertes Wasser H,O

*= gemessen: 2 %, untere Grenze des Messbereichs
' [Winston und Bates, 1960]



2 Material und Methoden

23

2.1.2 Puffer

Fur die Herstellung der verwendeten Puffer (Tabelle 2-4) wurde die jeweilige Menge Tris in

80 % der bendtigten Wassermenge (demineralisiertes Wasser) aufgeldst, der pH-Wert mit

HCI eingestellt und anschlieRend das Volumen auf 100 % aufgefullt.

Tabelle 2-3: Ubersicht der verwendeten Puffer

Molaritat pH- Einwaage Tris
Bezeichnung Bemerkungen
[mM] Wert [g/L]
Tris/HCI 20 mM pH 7 20 7,0 2,422 -
Tris/HCI 50 mM pH 8
50 8,0 6,057 -
300 mM NacCl
2.1.3 Proteine
Samtliche verwendeten Proteine sind in Tabelle 2-4 dargestellt.
Tabelle 2-4: Ubersicht der verwendeten Proteine
Bezeichnung Lieferant Art.- Nr. / Reinheit | Bemerkungen
Charge
Caseinat BMI eG Landshut 322103/ 97 % (i.Tr.) | sprihgetrocknet,
01708126 staubférmig
Erbsenprotein Emsland-Starke GmbH | E7 LNH231 sprihgetrocknet,
(Emlichheim) staubformig
Erbsenprotein extrahiert aus E7 siehe Abschnitt
I6sliche Fraktion | _.NH231 222
Gelatine (niedri-| Gelita AG 319 272 Granulat
ge Ge”erkraﬁ) (Eberbach)
Kartoffelprotein | Emsland-Starke GmbH | 013633 60 % spruhgetrocknet,
(Emlichheim) staubformig
Sojaprotein DuPont, (Missouri, E115702-6/ >97,5 % spruhgetrocknet,
USA) L160008756 staubférmig
Solpro 508 Nouriche Nutrition Ltd. 80,4 % spruhgetrocknet,
(Lake St. Louis, USA) staubférmig
Weizenprotein Food Retail and Pro- sprihgetrocknet,
duction CS GmbH (El- staubférmig
steraue)
Pepton Sigma Aldrich, Stein-|82303-1KG-F/ sprihgetrocknet,
heim 1337664 staubférmig
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2.1.4 Transglutaminasen

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Transglutaminasen sind in Tabelle 2-5 darge-
stellt.

Tabelle 2-5: Ubersicht der verwendeten Transglutaminasen

Bezeichnung Beschreibung
Activa-MTG Kommerziell erhaltliche MTG — Praparation (1,0 % Enzym in Dextrin)
Produktname: von Ajinomoto Foods Deutschland GmbH (Hamburg)
Activa® WM* Expressionsstamm: Streptomyces moabarensis
rMTG (Wildtyp -) rMTG, rekombinante MTG [Marx et al., 2007]

Expressionsstamm: E. coli (BL21 Gold DE3)

Genetisch optimierte rMTG mit Aminosaureaustausch an 2. Position
(Serin gegen Prolin ausgetauscht), beschrieben in [Marx et al., 2008]
MTG-S2P Expressionsstamm: E. coli (BL21 Gold DE3)

hohe spezifische Aktivitat [Sommer et al., 2011]

*= Far die kommerzielle MTG — Praparation Activa® WM wurde nachfolgend die Bezeichnung ,Activa-
MTG" verwendet. Wurden andere Transglutaminasen verwendet, wurden diese entsprechend voran-
stehender Tabelle als ,rMTG" oder ,MTG-S2P* bezeichnet.

2.1.5 Grundwerkstoffe

Bei dem verwendeten Sand (H 32, Quarzwerke Frechen, Dtl.) handelte es sich um einen in
der Gielderei Ublichen Quarzsand (99 % SiO;) mit einer mittleren KorngréRe von 0,32 mm
(kantengerundet). Der pH — Wert in Wasser wurde laut Sicherheitsdatenblatt mit pH 7 bei
400 g/L angegeben. Da der Formgrundstoff einen wesentlichen Einfluss auf die erzielbaren
mechanischen Kennwerte hat, sind wesentliche Kenndaten im Anhang aufgeflihrt (Tabelle
8-1, sieche Anhang).

Bei den fir die Spanplattenherstellung verwendeten Spanen handelte es sich um Fichten-
holzspane der Klassierung B und C ohne Recyclinganteil. Die verwendeten Fichtenspane
wiesen eine Ausgangsfeuchte von 2 % auf, die Siebanalyse ist ebenfalls im Anhang aufge-
fuhrt (Abbildung 8-7, siehe Anhang).
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2.1.6 Gerate

Samtliche verwendete Gerate sind in der Tabelle 2-6 zusammengestellt.

Tabelle 2-6: Ubersicht tiber die verwendeten Gerate

Bezeichnung Typ Hersteller (Name, Ort, Land)
Analysenwaage max. 100 g | APX-100 Denver Instrument, Goéttingen, Deutschland
Analysensiebe Retsch, Haan, Deutschland
Elektronenmikroskop ESEM XL30 FEI, Oregon, USA

FEG
Elektrophorese-Apparatur Hoefer SE 250 | Hoefer, Inc. (Holliston, MA/USA)
Exsikkator Bola-Maxi Gebr. Rettberg GmbH, Géttingen, Deutsch-
land
Getreidemihle Fidibus 21 KoMo GmbH, Otzberg, Deutschland
Hydraulikpressen HLOP 350 Hofer, Taiskirchen, Osterreich
KT-Presse -

Lyophilisator

Lyovac GT 2-E

Steris GmbH, Hurth, Deutschland

Magnetrihrer Heidolph, Kelheim, Deutschland
Mischaggregat Pflugscharmi- | Draiswerke GmbH, Mannheim, Dtl.
scher
Mischer (Sand) AKM 3110 AEG - Electrolux, Nurnberg, Deutschland
Muffelofen Hobbytherm Nabertherm, Deutschland
pH - Meter Inolab pH-730 |WTW, Weilheim, Deutschland
Pipetten Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland
Probenformen, zylindrisch, |21-SST Ridsdale & Company Ltd., Middlesbrough,
teilbar, Durchmesser: 50 mm England
Prifmaschine Proline Z020 |Zwick GmbH & Co. KG, Ulm, Deutschland.
Rammgerat 15-LSR Ridsdale & Company Ltd., Middlesbrough,
,Type N’ England
Thermohygrometer Testo 608-H2 | Testo AG, Lenzkirch, Deutschland
Trockenschrank UFE 500 Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach,
Deutschland
Waage max. 3200 g CP 3202P Sartorius, Géttingen, Deutschland
Waage max. 5000 g MXX - 5001 Denver Instrument, Géttingen, Deutschland
Zentrifuge, 17000 g Cepa 41 Carl Padberg Zentrifugenbau GmbH, Lahr,

Deutschland
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2.2 Methoden
2.2.1 Herstellung von Prufkorpern fur Sandbindemittel

Fur die mechanische Prifung des Formstoffes wurden zwei verschiedene Prufkdrpertypen
benutzt. Zylindrische Prufkorper fur den Druckversuch wurden in Anlehnung an die DIN
52401 mit einem Durchmesser von 50 mm und einer Hohe von 50 mm (Abschnitt 2.2.1.3).
hergestellt. Stabe fur den Biegeversuch mit quadratischem Querschnitt, sogenannte Biege-
riegel (Lange: 172 mm, Breite: 22,4 mm, Héhe: 22,4 mm) (Abschnitt 2.2.1.2), wurden in An-
lehnung an die Norm P 72 (1999) des VDG (Verein Deutscher Giessereifachleute) herge-

stellt.

2.2.1.1 Herstellung des Formstoffgemisches

Mischvarianten

Far sédmtliche Formstoffansatze wurde Sand, Protein und ein Lésungsmittel (Pufferlésung)
verwendet. Bei der Herstellung des Formstoffgemisches waren verschiedene Reihenfolgen
der Zugabe der Einzelkomponenten moglich. Wurden Zuséatze (z.B. Enzym, Maltodextrin
oder Salze) zum Formstoff gegeben, waren diese in der Pufferlésung zuvor gelést worden. In

Abbildung 2-1 sind die verschiedenen Mischvarianten dargestellt.

1. Befiillung
des Mischers
mit Sand
Var. 1 Var. 3
Var.2
2. Anfeuchten des 2. Zugabe von
Formstoffes durch y Protein in
Pufferzugabe 2, Zugabe des im Pulverform
Puffer gelésten
Proteins
\ J ) 4
3. Zugabe von 3. Anfeuchten des
Protein in Formstoffes durch
Pulverform Pufferzugabe
A4
Mischen

Abbildung 2-1: Mischvarianten fur Formstoff fur die Priufkdrperherstellung. Protein (in Pulverform),
Pufferlésung (mit oder ohne Enzym) und Sand wurden in unterschiedlicher Reihenfolge gemischt. Als
Mischer wurde ein Teigmischer (AKM 3110, AEG — Electrolux) verwendet. Die Mischzeit betrug 2 min
bei halber Leistungsstufe.
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Die folgende Beschreibung galt als Standardmethode fiir alle hergestellten Sandprifkdrper,
sofern Abweichungen von dieser Vorschrift vorlagen, wurde dies gesondert ausgewiesen.
Als Mischer wurde ein Trommelmischer mit vertikaler Rotationsachse und feststehenden
Mischelementen verwendet. Dem im Mischer befindlichen (auf 4 °C vorgekuhlten) trockenen
Sand wurde wahrend des Mischbetriebs das in sprihgetrockneter / feingemahlener Form
vorliegende Proteinpulver (Proteinmenge jeweils gesondert angefiihrt) zugesetzt und etwa
eine Minute intensiv gemischt. Anschliellend wurde der ebenfalls auf 4 °C vorgekiihlte Puffer
(siehe Abschnitt 2.1.2) zugegeben und fir weitere 2 Minuten intensiv gemischt.

Der Puffer (5 % b.o.s. Tris/HCI pH 7, 20 mM, wenn nicht anders angegeben) wurde ohne
weitere Zusatze verwendet. Bei Verwendung von Zusatzstoffen wie Maltodextrin oder MTG
wurden diese zuvor im Puffer vollstandig gelést. Bei Verwendung inaktivierter MTG-
Lésungen wurde das Enzym (bzw. die Enzympraparation) im Puffer gelost und dieser zwei-
mal in einer Mikrowelle (im Abstand von einer Minute) zum Kochen gebracht. Verdamp-
fungsverluste wurden nach Abklhlung des Puffers auf RT durch die Zugabe der entspre-
chenden Menge dH,O kompensiert. Denaturiertes (ausgefallenes) Enzym wurde, wenn nicht
anders angegeben, mittels Loffel von der Flissigkeitsoberflache entfernt.

Um die vollstandige Rehydrierung des Proteins sicherzustellen, wurde der Formstoff nach
der Pufferzugabe flur finf Minuten ruhen gelassen. Unmittelbar im Anschluss daran wurde
der Formstoff fir die Prifkoérperherstellung verwendet. Da die Aktivitat der MTG stark tempe-
raturabhangig ist, sollte die Kihlung der Komponenten bei Verwendung von Pufferldsungen
mit aktiver Transglutaminase die vorzeitige Vernetzung des Proteins wahrend des Mischvor-
gangs minimieren. Fur sédmtliche Formstoffgemische (ohne MTG / inaktivierte MTG / Malto-
dextrin) wurde gleich verfahren, um mogliche Einfliisse der Temperatur des Formstoffes auf

die Probenherstellung auszuschlieRen.

Herstellung von Formstoffgemisch mit Sojaprotein:

Entgegen der Standardmethode musste bei Sojaprotein eine geringe Menge Natrium-
hydroxid zugegeben werden, um den pH-Wert zusatzlich einzustellen und das Protein I6slich
zu machen. Es wurden 3,6 % m/m bezogen auf Sojaprotein trocken/NaOH trocken verwen-
det. Dazu wurde zu in einem Teil des verwendeten Puffers (ca. 2/3 des Volumens) die ent-
sprechende Menge 5 M Natriumhydoxidlésung gegeben. In dem verbleibenden Pufferanteil
wurde die Transglutaminase gelést. Wahrend der Formstoffzubereitung wurde nach der Pro-
teinzugabe zuerst der Puffer mit NaOH zugegeben. Nach grindlichem Vermischen wurde
die verbleibende Puffermenge mit der aktiven bzw. inaktivierten Transglutaminase zugege-

ben. Der pH — Wert des Formstoffes betrug 6,9 + 0,3 (mit Indikatorpapier bestimmt).
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2.2.1.2 Priifkérperherstellung fiir den Biegeversuch

Das Formstoffgemisch wurde nach dem Mischvorgang aufgelockert und mdglichst gleich-
malig verteilt in die dafir vorgesehenen, zusammengesetzten Formen gegeben. Diese
Form bestand aus einer oberen Formhalfte, die zur Befullung und Fuhrung des Stempels
diente, und einer unteren teilbaren Formhalfte. Die Verdichtung des Formstoffes wurde mit
einer Ramme und einem dafiir vorgesehenen, an der Ramme befestigten Stempel durchge-
fuhrt. Nach drei Rammschlagen im Abstand von je etwa einer Sekunde wurde ein als Messer
fungierendes Blech zwischen obere und untere Formhalfte (Abbildung 2-2, A und B) gescho-
ben. Der in der Form befindliche Formstoff wurde geteilt und somit die Héhe des Prifkérpers
festgelegt. Der Prifkorper wurde in der unteren (ebenfalls teilbaren) Formhalfte (Abbildung
2-2, B) belassen und unmittelbar danach mit einem Aluminiumblech abgedeckt, so dass der
Formstoff nicht austrocknen konnte. Die verschlossene Form wurde in den auf 50 °C vorge-
heizten Warmeschrank verbracht und fir eine Stunde inkubiert. Anschlielend daran wurde
die Temperatur des Trockenschranks auf 95 °C erhéht und die obere Abdeckung entfernt, so
dass das Wasser Uber die obere Planseite verdampfen konnte. Der Prifkérper (Abbildung
2-3) wurde in der Form flr 3,5 h getrocknet. Die notwendige Trocknungszeit der Prifkorper
wurde in Vorversuchen bestimmt, bei denen die Proben bis zu Gesichtskonstanz getrocknet
wurden. Dies war nach 2,5 h der Fall.

Nach der Abkihlung auf RT wurden die Prifkorper durch Teilung der unteren Formhalfte

entformt und im Exsikkator bei RT und 50 % r.F. bis zur mechanischen Prifung gelagert.

Abbildung 2-2: Mehrfach teilbare Prifkdrperform  Abbildung 2-3: Priafkdrper flr den Biegeversuch.
fur die Herstellung von Biegeriegeln aus Alumini- Zusammensetzung: Quarzsand mit Caseinat
um (obere Formhalfte (A) und untere, ebenfalls (1,0 % b.o.s.) als Bindemittel

teilbare Formhalfte (B)).

2.2.1.3 Priifkérperherstellung fur den Druckversuch

Im Druckversuch wurden feuchte und getrocknete Prifkorper getestet. Folgende Schritte der
Herstellung von Formkérpern waren bei beiden Varianten gleich:

Von dem Formstoffgemisch wurden 163 g (falls nicht anders angegeben) in die auf der

Waage platzierten teilbaren Zylinderformen gegeben (Abbildung 2-4). Die Zylinderformen
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waren auf der Unterseite durch einen abnehmbaren Unterboden verschlossen. Anschlie3end
erfolgte das Verdichten des Formstoffes durch drei Rammschlage des um 50 mm ausgelenk-
ten Gewichtes (6.666 g) in Abstanden von je einer Sekunde. Die an der Ramme angebrachte
Markierung zeigte nach dem Verdichten die Hohe der Probe mit zuldassigen Toleranzen an.
Die Masse des einzufiillenden Formstoffes musste somit jeweils in Vorversuchen ermittelt
werden. Prifkérper, deren Hohe nicht im zuldssigen Toleranzbereich (50 = 0,3 mm) lag,
wurden verworfen. Nach dem Verdichten wurden die Zylinderformen mit Aluminiumfolie auf
der Oberseite verschlossen, um das Verdunsten des Wassers zu verhindern. Es erfolgte die
Inkubation im vorgeheizten Warmeschrank bei 50 °C flir eine Stunde.

Variante I: feuchte Prifkérper

Die mechanische Prifung (Abschnitt 2.3.1.1) erfolgte direkt nach Entnahme der Prufkdrper
aus dem Warmeschrank.

Variante IlI: trockene Prifkérper

Die untere und obere Abdeckung der Form wurden nach der Inkubation entfernt. Auf der
Mantelflache liegend wurden die Formen fur 3,5 Stunden bei 95 °C im Warmeschrank er-
hitzt, was ein vollstdndiges Verdampfen des Wassers aus den beiden Planseiten des Prif-
korpers ermdglichte. Die getrockneten Prifkérper wurden aus der Form enthommen und
kihlten auf Raumtemperatur ab. AnschlieRend wurden die Prifkérper bei Raumtemperatur

und 50 % r.F. bis zur mechanischen Prifung im Exsikkator gelagert.

Abbildung 2-4: Teilbare zylindrische Form fiir die (Druck-) Prifkérperherstellung aus Messing; rechts
unten: Prifkoérper aus proteingebundenem Sand fiir den Druckversuch (Héhe: 50 mm, Durchmesser
50 mm)

Trocknung von Prifkdrpern durch Lyphilisation

Die Herstellung der Prufkorper in den Formen wurde analog wie zuvor beschrieben durchge-
fuhrt. Nach einer Stunde Inkubation bei 50 °C wurden die Prifkérper jedoch nicht bei 95 °C
weitergetrocknet, sondern schrittweise auf + 4°C (1 h) bzw. anschlielfend auf - 80 °C (2 h)

gekuhlt. Bevor die Prifkorper gefriergetrocknet wurden, wurde deren Temperatur zusatzlich
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durch flissigen Stickstoff herabgesetzt. Nach 43 h Gefriertrocknung (bis zur Gewichtskon-
stanz) wurden die Proben vor der Bestimmung der Druckfestigkeit fur weitere 72 h bei 50 %

r.F. und RT gelagert.

2.2.2 Extraktion von loslichem Erbsenprotein

Die Gewinnung einer Ioslichen Erbsenproteinfraktion aus kommerziellen Erbsenprotein (E 7,
siehe Abschnitt 2.1.3) erfolgte durch Suspendieren von 7 kg Erbsenprotein in 93 L Wasser
(Leitungswasser) ohne Einstellung des pH-Wertes. Diese Proteinsuspension wurde fir 30
min gerlhrt und anschlieend in ein 120 L - Fass gefiillt. Nach 16 h Lagerung bei RT war ein
Grolteil der unléslichen Bestandteile sedimentiert. Die Uber dem Sediment stehende Prote-
inlésung (ca. 54 L) wurde mittels Rohrzentrifuge (Cepa 41) von noch vorhandenen Schweb-
stoffen befreit. Die so erhaltene Proteinlésung (raumtemperiert) wurde anschlieRend mit dem
gleichem Volumen Aceton (auf 4 °C vorgekihlt) versetzt, wobei das geldste Erbsenprotein
ausfiel. Diese Suspension wurde erneut zentrifugiert, um das Proteinprazipitat abzutrennen.
Das Proteinprazipitat wurde anschlieRend zweimal mit 95 % igem Aceton gewaschen, um
einen Grofteil des enthaltenen Wassers zu verdrangen. Nach der anschlieRenden Trock-
nung bei 30 °C im Trockenschrank wurde das Protein in einer Getreidemuhle (Fidibus 21,
KoMo GmbH, Dtl.) fein gemahlen. Das gewonnene Proteinpulver (650 g) wurde von Hand
gesiebt (Analysensieb, Retsch GmbH, Dtl., Maschenweite 150 um) und bei RT trocken gela-
gert.

2.2.3 Herstellung von Spanplatten

Holzspanplatten wurden im TechnikumsmafRstab in der GréRe 320 x 380 x 11 mm einschich-
tig hergestellt. Fir jeden Versuchsansatz wurde je eine Spanplatte hergestellt, aus der nach
entsprechender Lagerung und Konditionierung Prifkorper flr die einzelnen Werkstoffkenn-
werte entnommen wurden. Die Versuche wurden in Versuchsreihen (A — C) zusammenge-
fasst. Die Prozessablaufplane sind in den Abbildungen 2-4 - 2-6 dargestellt. Feuchtegehalte
der Spane bezogen sich stets auf die Trockenmasse des Holzes (absolute Trockenmasse
des Holzes, "atro“). Bei den verwendeten Lésungen wurde der Masseanteil in der Lésung
angegeben (z.B. 10 % ige Caseinatlésung entsprach 10 g Caseinat in 100 g Ldsung).

Folgende Schritte waren fir alle hergestellten Spanplatten gleich: Nach erfolgter Beschich-
tung der Holzspane mit Protein (und ggf. Zugabe von Enzym) wurden diese von Hand in
Formkasten gestreut und anschlieRend bei Raumtemperatur zu einem ,Spanvlies* vorge-
presst. Der Rahmen wurde nach dem Vorpressen entfernt und das Spanvlies wurde fr

10 min bei der jeweils angegebenen Pressplattentemperatur zu Spanplatten gepresst. Der
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entstehende Wasserdampf entwich an den Plattenrandern, damit erfolgte wahrend des
Pressens die Trocknung der Spanplatte. Unmittelbar nach dem Pressen wurde die Plattendi-

cke mittels Bligelmessschraube bestimmt (Durchschnittswert aus 3 Messungen).

Untersuchungen zum - N
EinfluR der Spanfeuchte

Spanbeschichtung mit enzymatisch
vernetztem Caseinat

4 kg Holzspane (2 %
Feuchte atro) im Mischer

vorgelegt
2 kg Holzspane (2 % 2 kg Holzspéane (2 %
i Feuchte atro) im Mischer Feuchte atro) im Mischer
Zugabe von 4 kg 10 % iger vorgelegt vorgelegt
(m/m) Caseinatlésung i i
i » Zugabe von 2 kg 10 % iger Zugabe von 2 kg 10 % iger
Trocknung auf85% | S Caseinatlésung Caseinatlésung
Restfeuchte o
&
O —~
) 2 S Zugabe von 30 %iger Zugabe von 30 %iger
Zugabe von 3_(_) Yiger N & Z inaktivierter Activa-Lésung aktiver Activa-Losung
(m/m) Activa-Lésung > To
0, S °
Feuchtegehalt 12,5 % HE 5 5
$ g D 20 min Inkubation bei RT, anschlieBend Trocknung auf 17 %
Zugabe von Wasser > §§ Spanfeuchte, Streuen der Spanmatte und Pressen
Feuchtegehalt 17 % — L g i i i i
| 38
3 -TG -TG +TG +TG
Zugabe von Wasser > @ 110 °C 220 °C 110 °C 220 °C
Feuchtegehalt 22 % S &
\ J J

Abbildung 2-5: Ablaufschema fiir Versu- Abbildung 2-6: Ablaufschema flir Versuche zur Herstellung
che zur Herstellung von Caseinat- von Caseinat-gebundenen Spanplatten zur Untersuchung
gebundenen Spanplatten zur Untersu- des Einflusses der enzymatischen Quervernetzung des
chung des Einflusses unterschiedlicher Proteins auf den Holzspanen vor der Trocknung der Holz-
Spanfeuchten auf die mechanischen spéane.

Eigenschaften

enzymatische Vernetzung
des Proteins in der Spanmatte

Pressen bei
2 kg Holzspéane (2 % Zugabe von Trocknung auf Durch Zugabe von 30 %iger / 110 °C
Feuchte atro) —— 2kg 10 % iger |— 8,5 % —1  aktiver Activa-Lésung
im Mischer vorgelegt Caseinatlésung Restfeuchte Einstellung auf 17% Feuchte \ Pressen bei
220 °C
. J

Abbildung 2-7: Ablaufschema flr Versuche zur Herstellung Caseinat-gebundener Spanplatten mit
enzymatischer Vernetzung des Proteins im Spanvlies vor dem Pressen.
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2.3 Analytik

2.3.1 Prufung der mechanischen Eigenschaften

2.3.1.1 Druckversuch fiir proteingebundenen Sand

Der Druckversuch wurde an zylindrischen Proben aus proteingebundenem Sand (wie in Ab-
schnitt 2.2.1.3 beschrieben hergestellt) durchgefuhrt. Die Messung der Druckfestigkeit erfolg-
te an einer Zwick Universalprifmaschine (Z020 Proline, Zwick GmbH & Co. KG, Ulm). Die
Prufkérper wurden vor der Prufung fur 48 h bei 50 % r.F. im Exsikkator konditioniert. Unmit-
telbar nach der Entnahme wurden die Proben in der Prifmaschine wie folgt geprift: Die Pro-
ben wurden mit der bei der Herstellung unteren Planseite auf die Druckplatte gestellt. Nach-
dem die Probe mit einer zweiten Druckplatte von oben bei einer Geschwindigkeit von 1
mm/min und einer Vorkraft von 10 N belastet wurde, erfolgte anschlieend die Belastung der
Probe bis zum Bruch. Die Prifgeschwindigkeit betrug dabei 50 mm/min. Soweit nicht anders
angegeben, wurden je 5 Prifkérper geprift und der arithmetische Mittelwert angegeben.
Fehlerbalken in den Diagrammen zeigen die aus den 5 Proben ermittelte Standardabwei-
chung. Die Bruchspannung wurde aus der im Versuch ermittelten Bruchkraft in Bezug auf
den Querschnitt der Probe berechnet (vgl. Formel (1)). Die Druckfestigkeit wurde in MPa

(1TMPa =1 N/mm?) bzw. in kPa (bei feuchten Prifkérpern) angegeben.

rrq

_ Frax (1)
OdB = A mit

o4g = Druckfestigkeit [N/mm?]
Fg= Bruchkraft [N]
A = Querschnittsflache der Probe [mm?]

2.3.1.2 Biegeversuch fiir proteingebundenen Sand

Die Messung der Biegefestigkeit erfolgte im 3-Punkt-Biegeversuch an der gleichen Prufma-
schine wie beim Druckversuch (Zwick Z020 Proline). Die Prifkorper (Abschnitt 2.2.1.2) wur-
den vor der Prifung flr 48 h bei 50 % r.F. im Exsikkator konditioniert. Die Biegestabe wur-
den auf der Seite, bezogen auf die Verdichtungsflache, auf zwei Punktlager mit einem Radi-
us von 5 mm aufgelegt. Der Abstand der Punktlager betrug 150 mm. Nachdem der Prif-
stempel mit einer Geschwindigkeit von 1Tmm/min mittig eine Last von 10 N auf den Biegerie-
gel aufgebracht hatte, wurde die Prifgeschwindigkeit auf 50 mm/min erhdht und bis zum
Bruch des Prifkérpers konstant gehalten. Aus der Bruchkraft wurde die Biegespannung

beim Bruch ermittelt (vgl. Formel (2)).
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3« Frax * 1 (2)
B =5 b 12
opp = Biegefestigkeit [N/cm?]
Fmax= Bruchkraft [N]
b = Breite der Probe [mm]
h = H6he der Probe [mm]
| = Abstand der Auflager

2.3.1.3 Glihverlustbestimmung

Der GlUhverlust von proteingebundenen Sandprifkdrpern wurde gravimetrisch bestimmt. Flr
die Massenbestimmung wurden Terrakotta-Schalen benutzt, die zuvor bei 900 °C fir 3 h
ausgegliht wurden. FiUr die Gluhverlustbestimmung bei unterschiedlichen Temperaturen
(350 °C — 500 °C) wurden je etwa 1500 g Priufkérperbruch benutzt. Dieser stammte von
Prufkérpern, die mit 1 % b.o.s. Caseinat und 5 % b.o.s. Tris/HCI — Puffer (20 mM, pH 7) ohne
enzymatische QV hergestellt wurden. Die Proben wurden mit einer Aufheizgeschwindigkeit
von 10 K/min auf die jeweilige Temperatur erhitzt, nach 3 h erfolgte die ungeregelte Abkuh-
lung der Proben im Ofen. Nach der Entnahme der Proben wurden sowohl der Sand als auch
die Terrakotta-Schalen erneut gewogen und aus der Massendifferenz der Proben der Glih-
verlust berechnet (1000 g Formstoff enthielten 989,98 g Sand, 9,9 g Caseinat und 0,12 g
Tris). Der Gluhverlust wurde auf das im Formstoff enthaltene Caseinat und Tris bezogen.
Parallel dazu wurde jeweils der Glihverlust von 500 g reinem Sand bestimmt und ebenfalls

bei der Berechnung bericksichtigt.

2.3.1.4 Querzugfestigkeit von Spanplatten

Die Querzugfestigkeit ist einer der wichtigsten Parameter bei der Charakterisierung von
Holzwerkstoffen. Die Ermittlung der Querzugfestigkeit erfolgte fur Spanplatten nach EN 319.
Nach dem Beschleifen der Spanplatten wurden 50 x 50 mm grof3e Proben aus der Span-
platte gesagt und fur 5 Tage bei 65 % r.F. gelagert. Nach der Konditionierung wurden die
Proben auf Probenhalter geklebt und senkrecht zur Plattenebene geprift (n=5). Die notwen-
dige Kraft, die zum Versagen der Probe fihrt (in der Regel in der Probenmitte) wird auf den

Querschnitt bezogen (vgl. Formel 3).

Finax 3)
A mit
o,pL = Querzugfestigkeit [N/mm?]
Fmax= Bruchkraft [N]

A = Querschnittsflache der Probe [mm?]

O, =
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2.3.1.5 Biegeversuch fiir Spanplatten

Die Ermittlung der Biegebruchspannung und des Biege — E-Moduls erfolgten nach EN 310.
Der 3-Punkt-Biegeversuch wurde an Proben (n=5) mit einer Breite von 50 mm nach entspre-
chender Konditionierung (bei 23 °C und 65 % r.F.) durchgeflihrt, der Abstand der Auflager
berechnet sich laut Norm aus der Probendicke (d): | = 20 x d. Die Gesamtlange der Probe
betrug 50 mm + 20xd. Die Bruchspannung wurde wiederum nach Formel (2) in Abschnitt
2.3.1.2 berechnet.

2.3.1.6 Dickenquellung von Spanplatten

Fur die Bestimmung der Dickenquellung von proteingebundenen Spanplatten (nach EN 317)
wurden Proben mit 50 mm x 50 mm (Breite x Lange) ausgesagt und bei 20 °C und 65 % r.F.
konditioniert. Nach der Dickenmessung wurden die Proben fur 2 h in 20 °C kaltem Wasser
gelagert und die Dicke nach Entnahme bestimmt. Der arithmetische Mittelwert aus 5 Mes-

sungen wurde fir die Berechnung der Dickenquellung nach Formel 4 verwendet.

dw — do (4)
dg mit
ao = Probendicke vor Wasserlagerung
ay = Probendicke nach Wasserlagerung

q = Quellung [%]

2.3.2 Elektronenmikroskopie

Die Untersuchungen von Bruchflachen proteingebundener Sandformkdrper wurden mittels
Environmental Scanning Electron Microscopy (ESEM) von Herrn Syrowatka am Interdiszipli-
naren Zentrum fur Materialwissenschaften (1ZM), Halle, durchgefuhrt.

Der Vorteil von ESEM gegenuber der ublichen Rasterelektronenmikroskopie liegt darin, dass
biologische Proben bei nur leichtem Vakuum untersucht werden kénnen und durch die ein-
gestellte Atmosphare (Stickstoff oder Wasserdampf) eine Veranderung der Proben vermie-
den oder verringert werden kann. Zudem war das Bedampfen oder Metallisieren der Ober-
flache (wie sonst bei nicht leitfahigen Materialien Ublich) nicht notwendig. Die Proben wurden
wie in Abschnitt 2.2.1.3 beschrieben hergestellt und fir 48 h bei 50 % r.F. gelagert. An-
schlielend wurde eine quaderformige Probe mit einer Metallsage ausgesagt. Diese Probe-
quader (Abbildung 2-8) wurde unmittelbar vor der Elekronenmikroskopie mittig zerbrochen
und auf den Probenhalter geklebt, um mdgliche Einflisse durch Transport oder Lagerung auf
die Probenoberflache zu vermeiden.

Die Untersuchung der Proben wurde an einem ESEM (XL30 FEG, FEI, Oregon, USA) bei

einem Druck von 80 Pa mit einer Beschleunigungsspannung von 12 kV durchgefiihrt. Die
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Bilder wurden mit einem Rulckstreuelektronendetektor aufgenommen, um den Materialkon-
trast zwischen Sandkérnern und Bindematerial fur die Abbildung auszunutzen. Der Material-
kontrast entsteht durch die unterschiedliche Element-Zusammensetzung der verschiedenen
Stoffe, die eine hellere Darstellung schwerer Elemente bewirkt. Da in Proteinen vornehmlich
Atome mit einer kleinen Massenzahl vorkommen (Kohlenstoff (OZ: 6), Stickstoff (0Z:7)) sind
diese dunkler dargestellt als der Sand, der groftenteils aus Silizium (OZ: 14) und Sauerstoff
(OZ: 8) besteht.

Nl

Abbildung 2-8: Darstellung der Bruchflache (schraffiert) von Sandformk&rpern fir Untersuchungen
mittels ESEM. Die rechteckige Probe wurde durch Zersagen eines zylindrischen Druckprifkorpers
erhalten und unmittelbar vor der Elektronenmikroskopie zerbrochen.

2.3.3 Bestimmung der Transglutaminase - Aktivitat

Zur Bestimmung der MTG-Aktivitat wurde der Hydroxamat-Test eingesetzt [Folk und Cole,
1966]. Z-GIn-Gly dient hierbei als Glutamin-Substrat, das von der MTG mit Hydroxylamin zu
Z-y-Glutaminyl-Hydroxamat-Gly umgesetzt wird. Mit Eisenionen bildet sich ein Farbkomplex,
der bei 525 nm photometrisch detektiert werden kann (Abbildung 2-9).

Z-GIn-Gly Z-GIn-Gly
4+ NEoH M6 + NH,
NH,, NHOH
}F93+IH+
Z-GIn-Gly
Detektion bei .
525 nm O=
__.-NHOH

i
Fe

Abbildung 2-9: Schematischer Ablauf der durch Transglutaminase katalysierten chemischen Reaktion
im Hydroxamat-Test zur Bestimmung der MTG — Aktivitat. Die Konzentration des Farbkomplexes wur-
de photometrisch bestimmt.
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Fir den Test wurden die Substrat- und Stopplésung mit den in Tabelle 2-7 und Tabelle 2-8

beschriebenen Konzentrationen hergestellt. Fir die Substratldsung wurden 5 g dH,O vorge-

legt. Nach Tris-Zugabe wurden 400 pyL 1 M Essigsaure zugesetzt. Anschlie®end erfolgte die

Zugabe aller weiteren Bestandteile, die Einstellung des pH-Wertes mit 1 M Essigsaure auf 6
und das Auffiillen mit dH20 auf 10 g.

Tabelle 2-7: Zusammensetzung der Substratlésung fiir den Hydroxamat-Test.

Konzentration im Test

Molekulargewicht [g/mol]

Einwaage fiir 10 g [g]

0,20 M Tris-Acetat 121,14 0,3028
0,10 M Hydroxylamin 69,50 0,0869
0,01 M reduziertes Glutathion 307,33 0,0384
0,03 M Z-GIn-Gly 337,30 0,1265

Tabelle 2-8: Zusammensetzung der Stopplosung fiir den Hydroxamat-Test. Die drei Losungen wurden zu

gleichen Teilen und in der angegebenen Reihenfolge gemischt.

Konzentration im Test Molekulargewicht [g/mol] Reihenfolge
12 % Trichloressigsaure 163,46 1

5 % FeClz x 6 H,O (in 0,1 M HCI) 270,32 2

3 M HCI 36,46 3

Die MTG-Aktivitat liel® sich nach dem Lambert-Beerschen-Gesetz berechnen (vgl. Formel 5).

Dabei ist eine Unit definiert als Bildung von 1 umol y-Glutaminyl-Hydroxamat pro Minute bei

37 °C und einem pH-Wert von 6.

MTG-Aktivitit [%] _

E-Viest

Etreakt'dVumTG

mit E Extinktion

Viest Gesamtvolumen [mL]

Vure Enzymvolumen [mL]

€ Extinktionskoeffizient [cm?/umol]

teakt  Reaktionszeit [min]

d Schichtdicke der durchstrahlten Flissigkeit in der Klivette [cm]

600 yL Substratldsung und 50 uL Additive wurden in einem 1,5 mL Reaktionsgefal} vorgelegt

und 3 min bei 37 °C vorinkubiert. Mit Zugabe von 100 uL Enzymlésung wurde die Reaktion

gestartet und nach 10 min bei 37 °C mit 750 yL Stopploésung abgebrochen. Das Reaktions-

gemisch wurde danach 2 min bei 16100 g zentrifugiert und vom Uberstand die Extinktion bei
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525 nm gegen einen Blindwert bestimmt. Der Blindwert enthielt 100 pL des jeweiligen Puffers
ohne Enzym.

Fur die Messung der MTG-Aktivitat wurde mit Hilfe von y-Glutaminyl-Hydroxamat (0-10 mM)
ein molarer Extinktionskoeffizient von 0,4995 cm?/umol bei einer Wellenlange von 525 nm

ermittelt.

2.3.4 Bestimmung der BLAP- Aktivitat

Versuche zur enzymatischen Spaltung von enzymatisch quervernetztem Protein wurde mit-
tels einer kommerziell erhaltlichen Protease (BLAP = Bacillus lentus alkaline protease)
durchgefuhrt. Die Bestimmung der proteolytischen Aktivitat der BLAP erfolgte Uber den Ver-
dau von Casein. Diese photometrische Methode basiert auf dem Anstieg der Menge der sau-
reldslichen Peptide als Mal flr den Fortschritt der Proteolyse [Anson, 1969].

Zunachst wurde eine homogene Caseinlésung (1 % w/v Casein in Tris/HCI 50 mM pH 8)
durch Erhitzen flr 15 min im siedenden Wasserbad hergestellt [Kunitz, 1947]. FUr den Reak-
tionsansatz wurden 6,6 mL der 1 % w/v Casein-Ldsung 5 min bei 50 °C vorinkubiert und zum
Start der Reaktion 600 uL BLAP hinzugegeben, die zuvor mit Puffer (Tris/HCI 50 mM pH 8)
zu 0,1 mg/mL bzw. 1 mg/mL vorverdinnt worden war.

Zu definierten Zeiten wurde aus dem Reaktionsansatz ein Aliquot von 600 uL entnommen
und zu 900 pL 5 % w/v Trichloressigsaure (auf Eis gekuhlt) gegeben. Das so geféllte Rest-
protein wurde herunterzentrifugiert und die Extinktion des Uberstandes bei 280 nm bestimmt.
Als Blank wurden zu 550 uL der Casein-Lésung 50 pL Pufferlésung (50 mM Tris/HCI pH 8)
anstatt Protease zugesetzt, das Protein ebenfalls mit 900 uL 5 % w/v TCA gefallt und 10 min
bei 16100 x g zentrifugiert.

Im linearen Bereich der ermittelten Kurve ergab sich der Anstieg a (Formel 6), mit dem die

caseinolytischen Einheiten (Units) der BLAP mittels Formel 7 berechnet werden konnten.

__ AODygo
=" (6)
U -V
EAgpap [ rrclis] = av—et Ucas/mL fiir die unverdiinnte BLAP-L&sung (7)

mit
V= Volumen der Gesamtldsung
Ve= Volumen der Enzymlésung
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2.3.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fir den Nachweis der Quervernetzungsreaktion durch MTG in den Proteinen wurde die
SDS-PAGE nach Laemmli eingesetzt [Laemmli, 1970].

Das Gel fir die SDS-PAGE bestand aus einem Trenn- und einem Sammelgel. Die Proben
wurden auf etwa 2 mg Protein pro mL SDS-Probenpuffer eingestellt und 10 min bei 99 °C
unter reduzierenden Bedingungen (Mercaptoethanol) inkubiert. Je 10 uL Probe (5 L fir Mo-
lekulargewichtsmarker) wurden im Sammelgel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in
zwei Stufen durchgefihrt (1. Stufe: 300 V, 80 mA, 6 min; 2. Stufe: 300 V, 60 mA, 40 min).
Nach der Trennung der Proteine wurde das Gel uUber Nacht in Farbelosung auf dem
Wipptisch bewegt. Nach der Farbung wurde das Gel mit Entfarbelésung bis zum maximalen
Kontrast entfarbt (Wechsel der Losung nach 30 min). Nach 30 min Spulen mit dH,O wurden
die Gele fur weitere 30 min in Geltrocknerlésung gelagert. AnschlieRend wurde das Gel bla-

senfrei zwischen zwei benetzten Cellophanfolien eingespannt und fir 2 d bei RT getrocknet.

SDS-PAGE von Proben aus Prifkérpern

200 mg Sand wurden (mit je 1 % b.o.s. Protein aus Prufkdrpern flr den Druckversuch; ent-
spricht etwa 2 mg Protein als Bindemittel) mit je 1 mL SDS-PAGE - Probenpuffer unter Zu-
gabe von Mercaptoethanol (10 uL/mL Probenpuffer) inkubiert (10 min, 99 °C). Dadurch wur-
de eine Anfangskonzentration von etwa 2 mg / mL erhalten. Bei Proben mit unvernetztem
Protein wurde die Konzentration durch erneute Zugabe von Probenpuffer halbiert (auf etwa 1
mg/mL). Die Proben kihlten auf Raumtemperatur ab, wurden kurz geschittelt und 3 min
ruhen gelassen, so dass der Sand sedimentieren konnte. Danach erfolgte der Auftrag der

Proben auf das Trenngel.
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3 Ergebnisse

3.1 Proteine als Bindemittel fuir Sand

Im Rahmen dieser Arbeit sollten untersucht werden, ob Proteine als Bindemittel fur Gielde-
reisand eingesetzt werden kénnen. Insbesondere wird Sand, der durch entsprechende Bin-
demittel verfestigt ist, fur die Herstellung von Gusskernen verwendet. Die Auswahl geeigne-
ter Proteine sowie die Untersuchung festigkeitsbestimmender Parameter (z.B. Bindemittelan-
teil) stand dabei im Vordergrund. Insbesondere der Einfluss der enzymatischen Quervernet-
zung des Proteins im Formstoff durch das Enzym Transglutaminase sollte untersucht wer-
den. Um die Festigkeit proteingebundenen Sandes verlasslich bestimmen zu kdnnen, wur-
den zunachst verschiedene Voruntersuchungen durchgefiihrt. Die Voruntersuchungen bein-
halteten die Untersuchung des geeigneten Mischverfahrens fiir den Formstoff, den Einfluss
der Trocknungs- und Lagerungsbedingungen fir Prifkérper und die Wahl des geeigneten

Priufverfahrens.

3.1.1 Voruntersuchungen

3.1.1.1 Mischverfahren fiir die Formstoffherstellung

Das Ziel der Versuche bestand darin, ein homogenes Formstoffgemisch herzustellen, bei
dem Ldsungsmittel und Protein im Sand gleichmaRig verteilt sind. Zuverldssige Aussagen
zur Festigkeit des Formstoffes lassen sich nur treffen, wenn das Bindemittel gleichmafig im
Formstoff verteilt vorliegt. Fur die Herstellung des Formstoffgemisches wurden zunachst drei
mogliche Mischvarianten (Abschnitt 2.2.1.1) untersucht, bei denen die Reihenfolge der Zu-
gabe der Komponenten variiert wurde.

Die verwendeten Proteinpulver waren farblich kaum von Sand zu unterscheiden. Die Vertei-
lung des Proteins im fertig gemischten Formstoff sollte dennoch optisch beurteilt werden.
Deshalb wurde dem trockenen Proteinpulver (Caseinat) vor der Zugabe in den Mischer rotes
Eisenoxid-Pigment beigemischt. Bei den Mischvarianten 1 + 2 (Abbildung 2-1, Seite 26) wur-
den Aggregate von Sand mit sehr hohem Proteinanteil durch eine inhomogene Farbung des
Sandes optisch festgestellt. Zwar fand sich das Farbpigment auch im restlichen Formstoff,
jedoch in geringeren Konzentrationen als in diesen Aggregaten. Durch weiteres Mischen
konnten die Aggregate nicht im restlichen Formstoff dispergiert werden. Bei der Zugabe von
Proteinpulver zu trockenem Sand und anschlieender Zugabe des Losungsmittels (Variante
3) konnten solche Inhomogenitaten optisch nicht festgestellt werden. Es wurde eine homo-
gene, feuchte Formstoffmischung erhalten, die keine Aggregate enthielt. Fir samtliche Ver-

suche der vorliegenden Arbeit wurde deshalb diese Mischvariante verwendet.



3 Ergebnisse 40

3.1.1.2 Auswahl des geeigneten mechanischen Priifverfahrens

Fur die Beurteilung der mechanischen Festigkeit von Formstoffen in der Giellerei kommen
verschiedene Prifverfahren zum Einsatz. Haufig angewandte Methoden messen dabei an-
hand von Probekoérpern die Biege- oder Druckfestigkeit. Beide Werkstoffparameter geben
Aufschluss Uber die Festigkeit bei entsprechenden unterschiedlichen Beanspruchungsarten.
Beispielsweise fuhrt das Einfullen der Schmelze zu einem hohen hydrostatischen Druck. Die
Druckfestigkeit der Form muss entsprechend hoch sein, um Verformungen oder Beschadi-
gungen der Oberflache des Gusskernes zu vermeiden. Weiterhin kdnnen hohe Biegekrafte
auf Gusskerne durch Auftriebskrafte auftreten, auch hier muss eine ausreichende Festigkeit
gewabhrleistet werden.

Der Vergleich beider Prifverfahren, wie in den Abschnitten 2.3.1.1 und 2.3.1.2 beschrieben,
sollte zeigen, welches Prifverfahren fir die Prifung von feuchten sowie getrockneten Pro-
ben geeignet ist. Gleichzeitig sollte untersucht werden, bei welchem Prifverfahren (in Ver-
bindung mit der Prifkérperherstellung) die geringeren Standardabweichungen auftreten, um
die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse sicherzustellen.

Biegeriegel und Druckprufkdrper wurden wie in den Abschnitten 2.2.1.2 und 2.2.1.3 be-
schrieben, mit jeweils 1,0 % b.o.s. Caseinat als Bindemittel sowie 5,0 % b.o.s. Standardpuf-

fer hergestellt und die mechanische Festigkeit nach entsprechender Konditionierung gemes-

sen.
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Abbildung 3-1: Vergleich des Verlaufs der Druck- und Biegefestigkeit von trockenem, proteingebunde-
nem Sand bei Variation des Caseinatanteils. Die Puffermenge (Tris/HCI pH 7, 20 mM) im Formstoff
betrug jeweils 5,0 % b.o.s. bei der Probenherstellung.

Wie in Abbildung 3-1 zu sehen ist, traten bei der Priifung von Biegeriegeln hohere Standard-

abweichungen als bei Druckprifkorpern auf. Bei der Bestimmung der Biegefestigkeit fiel auf,
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dass ab einem Caseinatanteil von 0,8 % b.o.s. die Festigkeit bei steigendem Bindemittelge-
halt abfiel, wahrend sie bei Druckprifkérpern weiter anstieg.

Ein Nachteil bei der Herstellung der Biegeriegel bestand darin, dass eine homogene Verdich-
tung des Formstoffgemisches innerhalb des Prifkorpers trotz der Verwendung dafir vorge-
sehener Formwerkzeuge nicht sichergestellt werden konnte. Die Verdichtung des Sandes
hing stark von der gleichmaRigen Beflllung der Form ab (siehe Abschnitt 2.2.1.2, Seite 28).
Eine definierte Masse konnte bei der Biegeriegelherstellung nicht verwendet werden, da die
Prifkérperform mit Formstoffliberschuss beflillt wurde. Die endglltige Formgebung erfolgte
dann durch ein als Messer fungierendes Blech. Die erhéhten Standardabweichungen sind
vermutlich auf Zonen héherer und niedrigerer Verdichtung (in der Langsseite des Prifkor-
pers) zurlckzufiihren. Nach VDG-Merkblatt P 72 (1999) muss bei der Prifung von Biegerie-
geln die Masse der einzelnen Prifkorper notiert werden. Damit sollen verfalschte Messer-
gebnisse durch Dichte-Unterschiede zwischen einzelnen Prifkérpern vermieden werden.
Allerdings lasst sich aus unterschiedlichen Probenmassen nicht auf einen massebereinigten
Wert fUr die Biegefestigkeit schlieRen. Bei Druckprufkdrpern konnten solche Effekte durch
die Einwaage des Formstoffes, den rotationssymmetrischen Querschnitt sowie die Mdglich-
keit der Kontrolle der Verdichtung durch Toleranzmarken weitgehend vermieden werden.
Weiterhin wurde in spateren Versuchen festgestellt, dass Biegeriegel im feuchten Zustand zu
wenig Festigkeit aufweisen, um die Biegefestigkeit zu ermitteln. Aus diesen Grunden wurde

fur die weiteren Versuche der Druckversuch bevorzugt.

3.1.1.3 Einfluss der Trocknungstemperatur auf die Festigkeit

Um den Einfluss der Trocknungstemperatur auf die Festigkeit von Prifkérpern zu untersu-
chen, wurden Druckprifkérper entsprechend Abschnitt 2.2.1.3 mit je 1,0 % b.o.s. Caseinat
und 5,0 % b.o.s. Standardpuffer hergestellt. Die Trocknung erfolgte jeweils bei unterschiedli-
chen Temperaturen (50, 65, 80 und 95 °C). Bei geringeren Temperaturen waren langere
Trocknungszeiten durch den geringeren Dampfdruck des Wassers notwendig. Hohere
Trocknungstemperaturen wurden nicht untersucht, um eine Schadigung der Prifkérper durch
zu hohen Dampfdruck zu vermeiden. Aus Vorversuchen war bekannt, dass die vollstandige
Trocknung der Prufkérper bei 50 °C 22 h dauerte, wahrend die Trocknung bei 95 °C bereits
nach 2,5h vollstindig abgeschlossen war. Die jeweilige Trocknungsdauer wurde durch
Trocknung bis zur Gewichtskonstanz der Proben sowie durch die Bestimmung des Masse-
verlustes der Probekoérper ermittelt. Zusatzliche Versuche wurden durchgefiihrt, bei denen
Probekorper, die zunachst bei 95 °C getrocknet wurden, zusatzlich bei 110 °C getrocknet
wurden. Die Festigkeiten der bei 110 °C getrockneten Prifkérper unterschieden sich nicht

von denen bei 95 °C getrockneter Prifkorper (Ergebnisse nicht dargestellt).
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Abbildung 3-2: Einfluss der Trocknungstemperatur auf die Festigkeit von getrockneten Druckpriifkor-
pern. Herstellung mit je 1,0 % b.o.s. Caseinat als Bindemittel bei unterschiedlichen Trocknungstempe-
raturen. Die Puffermenge (Tris/HCI pH 7 20 mM) im Formstoff betrug jeweils 5 % b.o.s. bei der Pro-
benherstellung.

Wie in Abbildung 3-2 dargestellt, stieg mit hdheren Trocknungstemperaturen die Druckfestig-
keit der Prifkoérper im Bereich von 50 — 95 °C nahezu linear an. Gegenuber Proben, die bei
50 °C getrocknet wurden, wurde bei einer Trocknungstemperatur von 95 °C ein Festigkeits-
anstieg um ca. 26 % gemessen. Da bei 95 °C Trocknungstemperatur die hdchste Druckfes-
tigkeit erreicht wurde und die Trocknung der Probekdrper am schnellsten verlief, wurde die
Trocknung samtlicher Prifkérper bei 95 °C durchgefihrt.

Es war bekannt, dass bei héheren Temperaturen die Viskositat von Caseinatldsungen sinkt
[Phillips und Williams, 2000]. Mdglicherweise kann die Proteinldsung aufgrund der geringe-
ren Viskositat bei hdheren Temperaturen besser zu den Kontaktpunkten zwischen den
Sandkérnern migrieren, wo sie sich durch die Kapillarkrafte sammelt.

Wie spater festgestellt wurde (Abschnitt 3.1.5), verbleibt das Protein an den Kontaktpunkten

und bildet eine feste Bindemittelbriicke, so dass der Sand nach der Trocknung verfestigt ist.

3.1.1.4 Einfluss der Lagerungsbedingungen

Um zu Uberprifen, ob die Lagerbedingungen einen Einfluss auf die mechanischen Eigen-
schaften proteingebundener Sandprifkdrper haben, wurden die Lagerdauer und die relative
Luftfeuchte bei der Lagerung variiert. Dies ist insbesondere fir eine mdgliche industrielle
Anwendung interessant, bei der die Verwendung von Gusskernen nicht immer sofort erfolgt.
Des Weiteren sollte die Reproduzierbarkeit der in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse
durch gleiche Lagerungsbedingungen sichergestellt werden. Der Einfluss der Lagertempera-

tur wurde nicht untersucht, alle Prifkérper wurden bei RT (23 £ 1 °C) gelagert.
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Um zunachst den Einfluss der Lagerdauer bei gleichbleibender relativer Feuchte zu untersu-
chen, wurden Druckprifkérper mit 0,7 % b.o.s. Caseinat (ohne Vernetzung) nach Standard-
verfahren (Abschnitt 2.2.1.3) hergestellt. Die Lagerung von Proben (alle Proben aus einem

Versuchsansatz) erfolgte fiir je 24, 48 bzw.120 h.

10+

HH
——

Druckfestigkeit [MPa]

O ] T T T T T
24 48 120
Lagerdauer bei 50 % r.F. [h]

Abbildung 3-3: Einfluss der Lagerdauer auf die Festigkeit von Druckprifkérpern, die je mit 0,7 % b.o.s.
Caseinat und 5 % b.o.s. Puffer (Tris/HCI pH 7 20 mM) hergestellt wurden. Alle Formkérper wurden
aus dem gleichen Formstoffansatz hergestellt (n=3).

Die Lagerung fur 24 h bzw. 48 h bei 50 % r.F. hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Fes-
tigkeit der Prifkorper. Lediglich nach 120 h Lagerung war eine geringfligige Verringerung der
Festigkeit zu beobachten (Abbildung 3-3). In allen folgenden Experimenten erfolgte deshalb
die Lagerung der trockenen Prifkérper vor dem Druckversuch (bei Raumtemperatur) fiir 48 h
in einem Exsikkator mit einer relativen Luftfeuchte von 50 %.

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Glaslibergangstemperatur und damit die mechanische
Festigkeit von Proteinen stark vom Wassergehalt abhangt [Guilbert und Cugq, 2005].

Es wurde vermutet, dass das in den Prifkérpern enthaltene Caseinat bei hoher Luftfeuchte
Wasser aus der umgebenden Atmosphare aufnehmen kann und damit die Festigkeit sinkt.
Um diese These zu Uberprifen, sollten weitere Versuche zur Lagerstabilitat durchgefuhrt
werden.

Fur diese Untersuchung wurden sowohl Prufkdrper mit enzymatisch vernetztem (+ MTG) und
nicht vernetztem Protein (- MTG) verwendet. Die Lagerung der Prifkdrper erfolgte Uber Sili-
ca (0 % r.F.), dH,O (100 % r.F.) sowie Uber gesattigten Salzlésungen (Tabelle 2-2, Seite 21)
um definierte Luftfeuchten von 30, 50, 75, 85 % r.F. einzustellen. Die Messung der Druckfes-

tigkeit erfolgte nach der Lagerung fur 48 h bei angegebener Luftfeuchte.
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Abbildung 3-4: Einfluss der relativen Luftfeuchte auf die Druckfestigkeit von proteingebundenem Sand,
der mit je 0,7 % b.o.s. Caseinat hergestellt wurde. Die Prifkérper wurden mit aktiver MTG (36
U/Qcaseinat) bzw. thermisch inaktivierter MTG (mit — MTG bezeichnet) hergestellit.

Die Lagerung der Prufkorper bei unterschiedlichen relativen Luftfeuchten hatte tatsachlich
einen erheblichen Einfluss auf die Druckfestigkeit (Abbildung 3-4).

Es konnte sowohl bei vernetztem als auch bei unvernetztem Protein als Bindemittel eine
starke Abhangigkeit der Festigkeit bei relativen Feuchten > 50 % beobachtet werden. Zwi-
schen 0 % r.F und 50 % r.F. wurden nur geringe Unterschiede in der Druckfestigkeit festge-
stellt. Bei beiden Probenansatzen (+ MTG) zeigte sich, dass die Lagerung bei 30 % r.F. zu
geringfligig héheren Festigkeiten flihrte. Mdglicherweise flihrt eine sehr geringe Luftfeuchte
(0 %) zu einem starken Austrocknen des Proteins, so dass hohe Festigkeiten erreicht wer-
den, aber die Bindemittelbriicken spréde brechen. Bei 50 % r.F. kénnte wiederum das Prote-
in etwas Wasser enthalten, welches als Weichmacher in den Binderbriicken wirkt und somit
trotz hoher Festigkeit zu einem etwas duktileren Bruchverhalten flihrt. Ein Festigkeitsmaxi-
mum bei 30 % r.F. ware somit eine Kombination beider Zustande, bei der die hochste Fes-
tigkeit resultiert. Bei relativen Luftfeuchten > 50 % sank die Festigkeit beider Prifkérpertypen
(+MTG/-MTG) stark mit steigender Luftfeuchte. Die Wasseraufnahme des Caseinats aus der
umgebenden Luft fihrte zu einem starken Weichmacher - Effekt, was auch anhand der we-
sentlich geringeren (Druck-) E-Moduln dieser Proben erkennbar war (hier nicht dargestellt).
Zudem verformten sich die Proben wesentlich starker, bevor eine Rissbildung am Prufkdrper
eintrat. Ob der weichmachende Effekt bei Lagerung in trockener Atmosphare reversibel ist,
wurde nicht untersucht. Dieser Effekt kdnnte durch Wiegen der Prufkérper nach Lagerung
bei hoher Luftfeuchte sowie nach anschlielender erneuter Trocknung in Kombination mit der

Ermittlung der jeweiligen Druckfestigkeit untersucht werden.
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3.1.2 Vergleich verschiedener Proteine als Bindemittel

In den vorangegangenen Versuchen wurde der Einfluss des Protein- und Pufferanteils sowie
der Herstellungs- und Lagerungsbedingungen unter Verwendung von Caseinat ermittelt.
Neben Caseinat sollten weitere Proteine sowie Proteinhydrolysate auf ihre Eignung als Bin-
demittel fir Sand untersucht werden. Typische Bindemittelanteile konventioneller Bindemittel
liegen im Bereich von 0,8 — 2,5 % b.o.s. [IPPC, 2004]. Ein Vergleich mit konventionellen Bin-
demitteln war nicht direkt moglich, da unterschiedliche Bindemittel unterschiedliche Verfah-
ren erfordern und daraus eine sehr groRe Spannweite an erreichbaren Festigkeiten resultiert.
Um jedoch innerhalb der Gruppe der hier verwendeten proteinogenen Stoffe vergleichbare
Ergebnisse zu erhalten, wurde jeweils 1 % b.o.s. des jeweiligen Proteins bzw.
Proteinhydrolysates ohne Verwendung von MTG eingesetzt. Fiir samtliche Formstoffe wur-
den 5 % b.o.s. Puffer (Tris/HCI pH 7 20 mM) als Losungsmittel fir das Protein eingesetzt. Da
die verwendete kommerzielle MTG-Praparation zu 99 % aus Dextrin besteht, wurden zusatz-
lich jeweils 0,25 % b.o.s. Maltodextrin zugesetzt. Die verwendete Menge Maltodextrin bezog
sich auf die voraussichtlich maximal einzusetzende Menge der MTG-Préparation (Activa®
WM) von 0,25 gure /Qzieiprotein, Wi€ Sie bereits bei Untersuchungen zu Proteinfolien verwendet
wurde [Patzsch et al., 2010].
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Abbildung 3-5: Vergleich der Druckfestigkeit von Prufkdrpern (n=5), die mit je 1 % b.o.s. Protein bzw.
Proteinhydrolysat und 0,25 % Maltodextrin nach Standardmethode hergestellt wurden. Der Pufferge-
halt des verwendeten Formstoffs betrug vor der Trocknung je 5,0 % b.o.s.. Solpro 508 besteht aus
saurehydrolysiertem Weizenprotein, Pepton aus enzymatisch verdautem Caseinat.
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In Abbildung 3-5 sind die mit verschiedenen Proteinen (bzw. Proteinhydrolysaten) erreichten
Druckfestigkeiten dargestellt. Mit Caseinat als Bindemittel wurden die hochsten Festigkeiten
(ca. 7,8 MPa) erreicht. Sojaprotein, Gelatine und eine I6sliche Fraktion von Erbsenprotein
zeigten ebenso hohe Festigkeiten (im Bereich von etwa 3,8 - 6,3 MPa). Das unldsliche Erb-
senprotein (Emvital E7) sowie das Kartoffelprotein zeigten hingegen geringe Festigkeiten
(ca. 0,9 bzw. 0,6 MPa). Die gut I6slichen Proteinhydrolysate Solpro 508 und Pepton zeigten
zwar eine héhere Festigkeit als unlésliche Proteine, jedoch waren auch diese aufgrund der
geringen Festigkeit (je ca. 1,3 MPa) als Bindemittel ungeeignet. Mit 0,25 % Maltodextrin als
Bindemittel (ohne Protein) lieRen sich keine Druckfestigkeiten bestimmten, die Probekdrper
zerfielen nach Entnahme aus der Form. In weiteren Versuchen wurde bei Verwendung von
1,0 % b.o.s. Caseinat ohne Maltodextrin eine Festigkeitsabnahme von ca. 1,0 MPa festge-
stellt. Das heillt, Maltodextrin hatte als Additiv zum Protein eine leicht festigkeitssteigernde
Wirkung. Die Bedingungen fir den oben dargestellten Versuch waren gleich, da bei allen
verwendeten Proteinen jeweils die gleiche Menge Maltodextrin verwendet wurde.

Da mit Caseinat die hochste Festigkeit erzielt wurde, erschien es fur weitere Versuche als
am besten geeignet und wurde als ,Modellprotein“ vornehmlich eingesetzt. Ebenso erschien
Caseinat gut geeignet, da im Verlauf der Arbeit der Einfluss der enzymatischen Vernetzung
von Proteinen untersucht werden sollte. Die gute enzymatische Vernetzbarkeit von Caseinat
mittels Transglutaminase war bereits aus der Literatur bekannt [Krochta, 2002; Patzsch,
2010].

3.1.3 Untersuchungen zum Einfluss der Protein- und Puffermenge

Der Proteinanteil im trockenen Formstoff sowie die Lésungsmittelmenge bei der Formgebung
spielen eine malgebliche Rolle fir die Anwendbarkeit von proteingebundenem Sand als
Formstoff. Unerwiinschte Emissionen, die bei der Pyrolyse des Formstoffes durch den Kon-
takt mit der Metallschmelze bzw. in den Warmeeinflusszonen entstehen, ebenso wie die
Kosten fur Bindemittel steigen mit dem Bindemittelanteil. Deshalb wird versucht, so wenig
Bindemittel wie mdglich, unter Beachtung der technologischen Mindestanforderungen, zu
verwenden. Ein hoher Wasseranteil im Formstoffgemisch verringert zudem die Rieselfahig-
keit (und damit das Formfullvermégen), verlangert die Trocknungszeit und erhéht den Ener-
giebedarf zur Trocknung des Formstoffes. Anhand von Caseinat sollte zunachst untersucht
werden, in welchem Bereich eine Anderung der Bindemittelmenge und der verwendeten Puf-
fermenge zu einer signifikanten Anderung der mechanischen Festigkeit fiihrt. Die Vermutung
lag nahe, dass hdhere Bindemittelanteile auch zu hdéheren Festigkeiten fihren, allerdings
war ebenso anzunehmen, dass die Festigkeit nicht linear mit der Bindemittelmenge steigt

(siehe auch Abbildung 3-1 zuvor).



3 Ergebnisse 47

o —_
© N

(o0}

Druckfestigkeit [MPa]

Abbildung 3-6: Abhangigkeit der Druckfestigkeit proteingebundenen Sandes, hergestellt mit unter-
schiedlichen Caseinat- und Puffermengen. Die Proteinmenge wurde im Bereich von 0,4 - 1,4 % b.o.s.
in 0,2 % - Schritten variiert, die Puffermenge (Tris/HCI pH 7 20 mM) im Bereich von 2 -5 % b.o.s. (in
1 % - Schritten). Die Standardabweichungen sind nicht dargestellt (n=5 je Messpunkt).

In Abbildung 3-6 ist der Einfluss beider Parameter auf die Festigkeit von Caseinat-

gebundenem Sand dargestellt. Wie darin zu sehen ist, stieg die Druckfestigkeit wie erwartet

mit der Proteinmenge insbesondere bei einer Puffermenge von 5 % b.o.s.. Bei einer geringe-

ren Puffermenge sank des Einfluss der Caseinatanteils, bei 2 % b.o.s. Puffer stieg die Druck-
festigkeit kaum noch mit zunehmendem Bindemittelgehalt an.

Ebenso stieg mit zunehmender Puffermenge die Festigkeit, insbesondere bei hohen Binde-
mittelanteilen. Bei 1,2 und 1,4 % b.o.s. Proteinanteil stieg die Festigkeit fast linear mit der
Puffermenge, bei geringeren Proteinanteilen sank auch der Einfluss der Puffermenge. Aus
diesen Ergebnissen liel3 sich schlielen, dass die Festigkeit von proteingebundenem Sand
von beiden Parametern stark abhangig ist. Eine Puffermenge von 5 % b.o.s wurde fiir weite-
re Experimente benutzt. Weitere Versuchsergebnisse zeigten, dass eine weitere Erhéhung
des Puffergehaltes auf mehr als 5 % b.o.s. zu einem sehr feuchten, flie3fahigen Gemisch
fuhrte, was die Herstellung von Prufkdrpern definierter Geometrie mit der verwendeten Me-

thode nicht erlaubte. Durch die Variation der beiden Parameter konnten Formstoffe in einem

weiten Festigkeitsbereich (ca. 4-9 MPa) hergestellt werden.
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3.1.4 Einfluss der enzymatischen Quervernetzung bei Casein

3.1.4.1 Einfluss der Enzymkonzentration/enzymatischen Aktivitat

Ziel des Versuches war es, den Einfluss der enzymatischen Quervernetzung auf die Festig-
keit von proteingebundenem Sand zu untersuchen. Aus der Literatur war bekannt, dass die
Quervernetzung von Caseinat zu einem gelartigen Zustand fuhrt [Schorsch et al., 2000]. Die
Vernetzung des Proteins innerhalb der Sandmatrix sollte durch die Bildung von
Isopetidbindungen die Festigkeit erhdhen. Eine Verringerung der Bindemittelmenge bei glei-
cher Festigkeit oder die Erhéhung der Stabilitat bei gleicher Bindemittelmenge ware in Bezug
auf Emissionen und die Kosten wiinschenswert. Um den Einfluss unterschiedlicher enzyma-
tischer Aktivitdt und damit verschiedener Vernetzungsgrade des Proteins auf die Festigkeit
zu untersuchen, wurden zunachst unterschiedliche Enzymmengen bei konstanter Protein-
menge eingesetzt. In allen Pufferlésungen wurde der gleiche Dextringehalt eingestellt (durch
Zugabe von Maltodextrin). Der Gesamt-Dextringehalt betrug bei allen Formstoffmischungen
0,25 % b.o.s.. Die MTG (Activa-MTG) wurde unmittelbar vor der Verwendung im Puffer ge-
I6st, die fertige MTG-L6sung wurde im Kuhlraum gelagert und nach ca. 15 min verwendet.
Es wurden Prifkdrper mit 1 % b.o.s. Caseinat und einer Puffermenge von 5 % b.o.s. herge-
stellt und im feuchten Zustand (siehe Abschnitt 2.2.1.3) geprift. Die Ergebnisse sind in Ab-
bildung 3-7 dargestellt.
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Abbildung 3-7: Einfluss der enzymatischen Aktivitat auf die Festigkeit von feuchten proteingebunde-
nen Druckprifkdrpern. Der Formstoff enthielt 1 % b.o.s. Caseinat als Bindemittel und 5 % b.o.s. Puffer
(Tris/HCI pH 7 20 mM), die enzymatische Aktivitat wurde im Bereich von 2,5 — 25 U/gcaseinat Variiert.

Von Priufkérpern ohne enzymatische Vernetzung (thermisch inaktivierte MTG, Herstellung
siehe Abschnitt 2.2.1.1, Seite 26) konnten keine mechanischen Kennwerte gemessen wer-

den, da der feuchte Sand nicht formstabil war. Wie in Abbildung 3-7 zu sehen ist, bewirkten
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jedoch schon kleine Enzymkonzentrationen eine Verfestigung des Formstoffes durch Quer-
vernetzung des Proteins. Bis zu einer Aktivitat von 10 U/gcaseinat Stieg die Festigkeit stark mit
hdherer enzymatischer Aktivitat. Eine Erhéhung der Enzymkonzentration von 10 U/gcaseinat
auf 25 U/gcaseinat eWirkte nur noch eine geringe Zunahme der Druckfestigkeit. Die erreichten
Festigkeiten lagen im feuchten Zustand um etwa zwei Zehnerpotenzen unter denen von tro-
ckenen Priufkdrpern ohne Quervernetzung (vgl. Abbildung 3-6).

Wie bereits in Abschnitt 3.1.3 gezeigt, hing die Festigkeit von trockenem Formstoff ohne
Quervernetzung im Wesentlichen von der Proteinmenge im Sand ab. Um zu uberprifen, ob
dies in gleichem Male fir enzymatisch quervernetzten Sand galt und welchen Einfluss die
enzymatische Quervernetzung hat, wurden Prufkdrper mit unterschiedlichem Proteinanteil
hergestellt. Fur die enzymatische Quervernetzung des Proteins wurden je 20 bzw. 25
U/gcaseinat  €ingesetzt. Die Prifkorper wurden wiederum im feuchten Zustand gepruft
(Abbildung 3-8).
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Abbildung 3-8: Einfluss der Proteinmenge (Caseinat) auf die Druckfestigkeit von feuchten Prifkorpern
bei enzymatischer Quervernetzung des Proteins. Die Puffermenge (Tris/HCI pH 7 20 mM) im Form-
stoff betrug je 5 % b.o.s., die enzymatische Aktivitat 20 bzw. 25 U/gcaseinat-

Wie bereits zuvor festgestellt, flihrte eine Erhéhung der Enzymaktivitat von 20 U/gcaseinat auf
25 Ulgcaseinat Nicht zu signifikant hoheren Festigkeiten. Vermutlich wurden alle verfliigbaren
Quervernetzungspunkte vom Enzym katalytisch umgesetzt und eine weitere Erhéhung der
Enzymaktivitat bewirkte nur minimale Anderungen in der Proteinstruktur. Es konnte gezeigt
werden, dass mit steigendem Proteingehalt zwischen 0,6 und 1,0 % b.o.s. auch die Festig-
keit der Prufkérper stieg (Abbildung 3-8). Die Festigkeit stieg jedoch bei der Erhéhung des
Proteinanteils von 1,0 auf 1,4 % b.o.s. Caseinat nicht mehr wesentlich, zwischen 1,2 % und

1,4 % b.o.s. Caseinat konnte kein Unterschied mehr festgestellt werden. Eine weitere Erho-
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hung des Proteinanteils Uber 1,4 % b.o.s. wiirde vermutlich keine weitere Verfestigung be-
wirken. Es wurde vermutet, dass neben der Proteinmenge vor allem auch die Gelfestigkeit
(resultierend aus der Quervernetzung) einen wesentlichen Einfluss auf die Festigkeit des
Formstoffs im feuchten Zustand hat. Diese kann vermutlich durch einen héheren Querver-
netzungsgrad des Proteins (z.B. Proteine mit héherem Anteil an zuganglichen Lysin- und

Glutaminresten) oder einen geringeren Wasseranteil im Gel erzielt werden.

3.1.4.2 Einfluss der Vernetzungsdauer

Die Geschwindigkeit der Bildung der Isopetidbindungen in der kolloidalen Proteindispersion
(und damit der Ubergang in den Gel-Zustand) hangt von der enzymatischen Aktivitat des
Enzyms und damit auch von der Temperatur ab. Die héchste Reaktionsgeschwindigkeit der
MTG wird bei 50 °C erreicht, bei hdheren Temperaturen sinkt die Aktivitdt durch thermische
Inaktivierung des Enzyms [Patzsch, 2010]. Um zu untersuchen, in welchem Zeitraum die
Vernetzung abgeschlossen ist, wurden feuchte Prufkérper wie in Abschnitt 2.2.1.3 beschrie-
ben mit jeweils 1,0 % b.o.s. Caseinat und 1,0 % bzw. 1,3 % b.o.s. |6slichem Erbsenprotein
hergestellt. Die Prufkérper wurden bei 50 °C verschlossen im Warmeschrank inkubiert, d.h.
die Feuchtigkeit im Formstoff blieb konstant. Die enzymatische Aktivitat, bezogen auf das zu
vernetzende Protein, betrug je 25 U/gprotein- Nach 20 min Inkubationszeit wurde in Zeitab-
standen von je 10 min jeweils ein Prifkérper entnommen und unmittelbar im Druckversuch

gepruft.
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Abbildung 3-9: Einfluss der Vernetzungsdauer auf die Druckfestigkeit feuchter Prifkérper bei enzyma-
tischer Quervernetzung des Proteins. Vernetzung bei 50 °C (n=1). Der Formstoff enthielt je 5 % b.o.s.
Puffer (Tris/HCI pH 7 20 mM) und 1,0 % b.o.s. Caseinat bzw. 1,0/ 1,3 % b.o.s. I8sliches Erbsenprote-
in. FUr die Vernetzung wurden je 25 U/gprotein €ingesetzt.
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Wie in Abbildung 3-9 dargestellt, stieg die Festigkeit bei beiden Proteinen im Zeitraum von
60 min an. Die relativ lange Vernetzungsdauer wurde der Art des Versuchsaufbaus zuge-
schrieben, da sich die Prifkérperform mit dem darin enthaltenen Formstoffgemisch in der
umgebenden Luft von 50 °C nur langsam erwarmte.

Bei Verwendung von léslichem Erbsenprotein wurden Druckfestigkeiten von 74 kPa (1,0 %
b.o.s.) bzw. 112 kPa (1,3 % b.o.s.) erreicht. Mit Caseinat wurden max. 75 kPa erreicht. Wie
bereits in Abbildung 3-8 dargestellt, hatte eine weitere Erhéhung des Proteinanteils bei Ca-
seinat zu keiner weiteren Festigkeitssteigerung geflihrt. Bei Erbsenprotein konnte jedoch
eine Erhdhung der Festigkeit von 51 % bei Erhéhung der Proteinmenge um 30 % gemessen
werden. Dass die Festigkeit bei beiden Proteintypen nach 60 min nicht weiter stieg, konnte

mehrere Ursachen haben:

- Das Substrat wurde verbraucht, d.h. alle zuganglichen Lysin- und Glutaminreste wur-
den vernetzt

- Das Enzym wurde thermisch inaktiviert

- Durch die Gelierung wurde das Enzym im Proteinnetzwerk immobilisiert und konnte

trotz vorhandener Aktivitat die Reaktion nicht weiter katalysieren

Anhand von Caseinat wurde gezeigt, dass eine weitere Erhdhung der Enzymmenge nicht zu
hdheren Festigkeiten flhrte (siehe Abbildung 3-7, Seite 48), was daflr spricht, dass alle zu-
ganglichen Lysin- und Glutaminreste wurden vernetzt wurden. Die thermische Inaktivierung
des Enzyms bei 50° C findet ebenfalls statt, jedoch wurde vermutet, dass dies aufgrund der
langsamen Probenerwarmung nicht der dominierende Effekt war. Weiterfllhrende Versuche
zur Vernetzung im feuchten Zustand wurden nicht durchgefiihrt, da primar der Einfluss der
Quervernetzung auf die Festigkeit des Formstoffs im trockenen Zustand untersucht werden
sollte. Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass eine Vernetzungsdauer von 60
min (bei 50° C) mit einer enzymatischen Aktivitat von 25 U/gptein flr die Herstellung von (im

feuchten Zustand) festen Prifkérpern ausreichend war.

3.1.4.3 Untersuchung der Druckfestigkeit getrockneter Priifkorper nach enzymati-

scher Quervernetzung

Nachdem die Vernetzung des Proteins in feuchten Prifkérpern eine Verfestigung durch Gel-
bildung an den Bindemittelbriicken bewirkte, sollte der Einfluss auf die Festigkeit im getrock-
neten Zustand untersucht werden. Um den Einfluss unterschiedlicher Quervernetzungsgrade
auf die Festigkeit von trockenen Prifkérpern zu untersuchen, wurden Druckprifkorper mit je
1,0 % b.o.s. Caseinat mit Variation der Enzymaktivitat hergestellt und die Druckfestigkeit
ermittelt (siehe Abschnitt 2.3.1.1, Seite 32).
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Abbildung 3-10: Einfluss der enzymatischen Aktivitat auf die Druckfestigkeit von trockenem proteinge-
bundenem Sand (1,0 % b.o.s. Caseinat). Die enzymatische Aktivitat wurde in einem Bereich von 0 -
25 U/gcaseinat Variiert. Die Puffermenge (Tris/HCI pH 7 20 mM) betrug vor der Trocknung 5 % b.o.s..

Wie in Abbildung 3-10 zu sehen, hatte die Enzymmenge und die damit verbundene unter-
schiedlich starke enzymatische Vernetzung einen grof3en Einfluss auf die resultierende Fes-
tigkeit.

Die Verwendung des Enzyms reduzierte die Festigkeit im trockenen Zustand bereits bei rela-
tiv kleinen Enzymmengen (3,13 U/gcaseinat) €rheblich. Bei einer enzymatischen Aktivitat von
etwa 12 U/gcaseinat blieb die Festigkeit auf einem konstant niedrigeren Niveau von etwa
3,5 MPa, der Festigkeitsverlust betrug damit gegeniber nicht vernetzten Proben ca. 60 %.
Proben, die mit inaktiviertem Enzym hergestellt wurden, zeigten diesen Effekt nicht. Der
Grund fir die Abnahme der Festigkeit lag vermutlich in einer Strukturanderung des Proteins
durch die enzymatische Quervernetzung. Diese Strukturdnderung sollte mittels elektronen-

mikroskopischer Aufnahmen der Binderbriicken im Formstoff untersucht werden.

3.1.5 Untersuchungen mittels Elektronenmikroskopie

Im vorangegangenen Abschnitt wurde gezeigt, dass die enzymatische Quervernetzung des
Proteins im Formstoff einen unerwarteten Festigkeitsverlust verursachte. Um zu untersu-
chen, ob strukturelle Unterschiede zwischen dem Formstoff mit enzymatisch nichtvernetztem
bzw. vernetztem Caseinat bestehen, wurden Proben mittels Elektronenmikroskopie unter-
sucht (Abschnitt 2.3.2, Seite 34).

Fur die Untersuchungen wurde trockene Prifkoérper mit 1,0 % b.o.s. Caseinat und 0,25 %

b.o.s. Activa-MTG hergestellt. Fir unvernetzte Prufkdrper wurde die Enzymldsung wie in
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Abschnitt 2.2.1.1 beschrieben, inaktiviert. Die Bruchflachen der Prifkdérper wurden, wie in

Abschnitt 2.3.2 beschrieben (Seite 35), mittels Elektronenmikroskopie untersucht.
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Abbildung 3-11: (ESEM-) Aufnahmen der Bruchflachen von Sandformkérpern, mit 1,0 % b.o.s. Casei-
nat als Bindemittel ohne enzymatische Quervernetzung hergestellt wurden (hell: Sand, dunkel: Prote-
in). Das Protein lagert sich sehr eng an den Kontaktstellen der Sandkérner an, auf freier Sandkorn-
oberflache wurde nahezu kein Protein gefunden.

Abbildung 3-12: (ESEM-) Aufnahmen der Bruchflachen von Sandformkérpern, mit 1,0 % b.o.s. Casei-
nat als Bindemittel mit enzymatischer Quervernetzung (25 U/gcaseinat) hergestellt wurden. Die Protein-
briicken zeigen eine ausgepragte Rippenstruktur (A+B) und Uberbriicken grofere Distanzen zwischen
den Sandkérnern (C). Teilweise wurden Sankérner von Protein umhiillt (D).

Die Untersuchung der Bruchflache bei nicht vernetztem Protein (Abbildung 3-11) zeigte,

dass nahezu kein Protein auf der freien Sandoberflache zu finden war. Das Protein wurde



3 Ergebnisse 54

lediglich an den Kontaktpunkten der Sandkérner (,Zwickel“) konzentriert gefunden. Die
Bruchflachen zeigten, dass es zu einem Mischbruch (Kombination von Adh&siv- und
Kohasivbruch) der Binderbricken kam. Dabei wurde teilweise das Bindemittel von der Sand-
kornoberflache abgetrennt (Adhasivbruch), aber es gab auch Bruchstellen innerhalb der Bin-
derbriicke (Kohasivbruch). An Stellen, wo die Sandkdrner nicht in unmittelbarem Kontakt
waren, wurde nahezu kein Protein gefunden, d.h. es wurden keine groReren Abstande (< 30
pm) Uberbrickt. Die Oberflache von Proben, bei denen das Protein enzymatisch vernetzt
wurde, gestaltete sich ahnlich, das Protein wurde gréRtenteils an den Zwickeln zwischen den
Sandkoérnern gefunden (Abbildung 3-12 A+B). Allerdings unterschieden sich die intakten
Binderbricken optisch von denen nicht vernetzter Proben und es konnten auch teilweise mit
Protein vollstandig umhdllte Sandkorner gefunden werden (Abbildung 3-12 D). An den Bin-
derbriicken war das Protein nicht gleichermallen eng an den Zwickeln angelagert, vielmehr
gab es Stellen, wo auch groRRere Distanzen (> 100 um) zwischen den Sandkdrnern Uber-
brickt wurden (Abbildung 3-12 C). Die Kontur der zerstdrten Binderbricken bei vernetztem
Protein unterschied sich durch einen gezackten Verlauf, es war eine Art Rippenstruktur zu
erkennen, die bei unvernetztem Protein nicht zu finden war. Bei unvernetztem Protein wurde
dagegen eine relativ geradlinige (umlaufende) Kammlinie der zerstérten Binderbricke beo-
bachtet.

Anhand der elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden strukturelle Unterschiede bei
unvernetztem und vernetztem Caseinat gefunden. Es wurde gezeigt, dass die Gelierung des
Proteins zu einer veranderten Anlagerung des Proteins an die Kontaktflachen zwischen den
Sandkérnern flhrte: aufgrund der Kapillarkrafte in den Zwickeln (Spaltzone an den Kontakt-
flachen der Sandkoérner) akkumulierte sich die unvernetzte Proteinlésung an den Berlh-
rungspunkten der Sandkoérner. Bei der Trocknung der Prifkérper wurde die Losung immer
weiter eingeengt, bis schliellich das Wasser vollstandig verdunstet war und das Protein als
Feststoff an den Kontaktpunkten zurlickblieb. Diese Proteinbriicken verhindern das Abgleiten
der Sandkoérner unter Krafteinwirkung und wirken damit als Bindemittel.

Es wurde vermutet, dass durch die enzymatische Quervernetzung (und damit die Gelierung)
des Proteins der Vorgang der Konzentrierung des Proteins unterbunden wird, dadurch wirde
an den Bindebriicken nicht die gesamte Menge Protein zur Verfligung stehen. Au3erdem
wurde vermutet, dass an den Kontaktpunkten ein ausgetrocknetes Gel mit geringerer Stabili-
tat zurlck bleibt (siehe Abbildung 3-13). Dies konnte jedoch nicht mittels Elektronenmikro-
skopie untersucht werden. Eine weitere Untersuchung der Proteinstrukturen konnte bei-

spielsweise mittels Rontgenstreuung durchgefuhrt werden.
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Abbildung 3-13: Schematische Darstellung der Anlagerung von Protein an den Kontaktflachen der
Sandkoérner im Formstoff. Dargestellt ist der Unterschied zwischen unvernetzter Proteinlésung (links
unten), die durch Verdampfen des L&sungsmittels eingeengt wird. Im Bild rechts unten: das gelierte
Protein trocknet aus, ohne eine dichte Struktur auszubilden.

Die enzymatische Quervernetzung fuhrte bei Caseinat-gebundenem Sand zu einer Redukti-
on der Druckfestigkeit. Es sollte deshalb untersucht werden, ob sich dieser Effekt aus der
verringerten Mobilitat der Proteinlosung und damit schlechterer Anreicherung des Proteins
an den Zwickeln erklaren lasst.

Um diesen Effekt zu simulieren, wurden Prifkorper (mit und ohne enzymatische QV) nicht
wie Ublich im Trockenschrank getrocknet, sondern das im Formstoff enthaltene Wasser
durch Gefriertrocknung entfernt.

Dafiir wurden feuchte Druckprifkérper mit 1,0 % b.o.s. Caseinat und 5 % b.o.s. Pufferlésung
(Tris/HCI pH 7 20 mM) hergestellt und bei 50 °C fur 1 h inkubiert. Anschlielend wurden die
Proben, wie in Abschnitt 2.2.1.3 beschrieben, gefriergetrocknet. Fir die enzymatische Ver-

netzung wurde in beiden Versuchen jeweils 25 U/gcaseinat VErwendet.
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Abbildung 3-14: Einfluss der enzymatischen Quervernetzung und der Trocknungsmethode auf die
Druckfestigkeit von proteingebundenem Sand. Prufkdrper wurden je mit 5 % b.o.s. Pufferldsung
(Tris/HCI pH 7 20 mM) und 1,0 % b.o.s. Caseinat hergestellt. Bei Prufkdrpern mit vernetztem Protein
wurden 25 U/gcaseinat VErwendet. Die Trocknung erfolgte bei 95 °C im Trockenschrank bzw. durch Ge-
friertrocknung.

Wie in Abbildung 3-14 dargestellt, wurde durch die Gefriertrocknung die Druckfestigkeit von
Prufkérpern sowohl mit enzymatisch vernetztem als auch nicht vernetztem Protein gegen-
Uber Prifkdérpern, die im Warmeschrank (bei 95 °C) getrocknet wurden, reduziert.

Die Druckfestigkeit der gefriergetrockneten Proben mit enzymatischer QV lag nur leicht unter
der von gefriergetrockneten Prifkérpern ohne Quervernetzung. Es wurde gezeigt, dass die
Immobilisierung der Proteinlésung durch Einfrieren zu ahnlichen (reduzierten) Druckfestigkei-
ten wie bei vernetztem und thermisch getrocknetem Protein fiihrte.

Die Verringerung der Druckfestigkeit von gefriergetrockneten Prifkorpern kénnte allerdings
auch andere Ursachen haben. So kénnte die Tieftemperaturbehandlung der Prifkorper
durch Ausdehnungs-/ oder Schrumpfungseffektie auch zu (festigkeitsreduzierenden) Span-
nungen im Prifkorper geflihrt haben. Zusatzliche Untersuchungen mittels ESEM waren des-
halb notwendig, um moégliche Strukturunterschiede aufzuklaren.

In den folgenden Versuchen sollte untersucht werden, ob der gleiche festigkeitsreduzieren-
de Effekt durch die Quervernetzung auch bei Prifkérpern beobachtet werden kann, die mit

anderen Proteinen als Bindemittel hergestellt wurden.

3.1.6 Enzymatische Quervernetzung anderer Proteine

Da Transglutaminase verschiedene Proteine enzymatisch vernetzen kann, sollte untersucht

werden, ob der gleiche festigkeitsreduzierende Einfluss der Quervernetzung auch bei ande-
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ren als Substrat fahigen Proteinen zu finden ist. Getrocknete Druckprifkdrper wurden jeweils
mit Caseinat, Sojaprotein, Gelatine und der |8slichen Erbsenproteinfraktion (siehe Abschnitt
2.2.2) hergestellt. Die Herstellung der Prufkérper mit Caseinat, Gelatine und der I6slichen
Erbsenproteinfraktion erfolgte mit jeweils 1 % b.o.s. Protein und 5 % b.o.s. Puffer (Tris/HCI
pH 7 20 mM) im Formstoffansatz (Abschnitt 2.2.1.3, Seite 28). Der pH-Wert des Formstoffs
lag bei allen verwendeten Proteinen im leicht sauren Bereich (Caseinat pH 6,3 + 0,3; Gelati-
ne pH 5,2 + 0,3 und Erbsenprotein pH 6,6 + 0,3). Caseinat, Gelatine und Erbsenprotein
konnten bei diesen pH-Werten gut im Puffer gelést werden. Bei der Verwendung von Soja-
protein wurde wie in Abschnitt 2.2.1.1 beschrieben, dem Puffer NaOH zugesetzt (1 % b.o.s.
Protein, 5 % b.o.s. Tris/HCI pH 7 20 mM). Durch die Zugabe von NaOH wurde das Sojapro-
tein ebenfalls I6slich, der pH — Wert betrug 6,9 £ 0,3. Fir die Einstellung der pH-Werte der
Proteinlésungen reichte die Pufferkapazitat des 20 mM Tris/HCI — Puffers (pH 7) nicht aus.
Auf hohere Pufferanteile wurde verzichtet, um Einfliisse der im Prifkorper zuriickbleibenden
Puffersubstanzen (Tris) zu vermeiden. Die Pufferldsung wurde lediglich dazu eingesetzt, um
fur das Auflésen des Enzyms definierte Bedingungen zu schaffen. Die Vernetzbarkeit der
Proteine wurde in Vorversuchen anhand von Proteinldsungen uberprift. Bei Verwendung
aktiver Enzymlosung (gleiches Protein-Puffer-Verhaltnis, gleiche enzymatische Aktivitat von
25 U/gprotein) trat eine Gelbildung ein. FlUr die enzymatische Quervernetzung der Proteine in

den Prifkérpern wurden jeweils 25 U/gprotein (Activa-MTG) eingesetzt.
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Abbildung 3-15: Einfluss der enzymatischen Quervernetzung des Proteins auf die Druckfestigkeit von
getrockneten proteingebundenen Prifkérpern (n=5), die mit je 1,0 % b.o.s. Protein hergestellt wurden.
Die enzymatische Quervernetzung erfolgte jeweils mit 25 U/gpotein, der Formstoff enthielt jeweils 5 %
b.o.s. Pufferlésung (Tris/HCI pH 7 20 mM) vor der Trocknung. Proben ohne Quervernetzung wurden
mit thermisch inaktivierter MTG - Losung hergestellt.
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Die Ergebnisse fir die Proteine Caseinat, Gelatine, Sojaprotein und Erbsenprotein (I6sliche
Fraktion) sind in Abbildung 3-15 dargestellt. Bei Gelatine und Sojaprotein trat der gleiche
festigkeitsreduzierende Effekt durch die Quervernetzung wie bei Caseinat auf.

Bei Erbsenprotein konnte jedoch eine Zunahme der Festigkeit (+ 36 %) beobachtet werden.
Um zu Uberprifen, ob es sich nicht um Messfehler (oder andere ergebnisverfalschende Ein-
flisse) handelt, wurde das Experiment mit 1,5 % b.o.s. Proteinanteil im Formstoffgemisch
wiederholt. Bei Caseinat wurde bereits gezeigt, dass verhaltnismafig hohe Enzymkonzentra-
tionen (> 10 U/gprotein) keinen signifikanten Einfluss auf die Festigkeit von trockenen Prifkor-
pern haben. Bei Verwendung von 1,5 % b.o.s. Erbsenprotein wurde der Anteil der Enzym-
praparation im Formstoff nicht erhoht, was zu einer Reduktion der Aktivitat von 25
U/Qerbsenprotein (D€1 1,0 % b.0.s.) auf 16,7 U/gersenprotein fhrte. Damit konnte ein méglicher Ein-

fluss héherer Maltodextrinanteile im Formstoff vermieden werden (siehe Abschnitt 3.1.2.).
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Abbildung 3-16: Vergleich der Druckfestigkeit von getrockneten Prifkdrpern, die mit Erbsenprotein
(16sl. Fraktion) als Bindemittel und jeweils mit und ohne enzymatische Quervernetzung hergestellt
wurden (16,7 U/Qerwsenprotein D€ 1,5 % b.0.s. Protein, 25 U/gemsenprotein DEi 1,0 % b.0.s. Protein). Herstel-
lung der Priifkérper mit urspriinglich 5 % b.o.s. Puffer (Tris/HCI pH 7 20 mM) im Formstoff.

In Abbildung 3-16 ist der Einfluss der enzymatischen Quervernetzung bei Formstoffgemi-
schen mit I6slicher Erbsenproteinfraktion dargestellt. Die enzymatische Quervernetzung be-
wirkte in beiden Fallen eine signifikante Festigkeitssteigerung. Bei 1,0 % b.o.s. Proteinanteil
stieg die Festigkeit um 36 %, bei 1,5 % b.o.s. Proteinanteil stieg sie um 37 %gegeniber den
jeweils gleichen Prufkérperzusammensetzungen ohne Quervernetzung.

Um zu untersuchen, ob die gleichen strukturellen Anderungen auch bei Erbsenprotein auftra-
ten, wurden ebenfalls ESEM - Aufnahmen von Probekdrpern (mit und ohne Vernetzung) an-

gefertigt.
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Abbildung 3-17: ESEM — Aufnahmen der Bruchfldche von Sand, der mit I6slichem Erbsenprotein als
Bindemittel (je 1,0 % b.o.s.) hergestellt wurde. In Bild A ist das Protein nicht enzymatisch querver-
netzt, in Bild B wurde das Protein (mit 25 U/ggmsenprotein) €NZymatisch quervernetzt.

Durch ESEM - Aufnahmen von den Bruchflachen konnten die gleichen visuellen Strukturan-
derungen des Proteins wie bei Caseinat an den Sandkdérnern nachgewiesen werden
(Abbildung 3-17 A + B, siehe auch Abbildungen 8-1 und 8-2 im Anhang). Diese Strukturan-
derung hatte jedoch, im Gegensatz zur Verwendung anderer Proteine (Caseinat, Sojaprote-

in, Gelatine), keinen festigkeitsmindernden Einfluss.

Mittels SDS-Page sollte die enzymatische Quervernetzung der Proteine im Formstoff unter-
sucht werden, um maogliche Unterschiede bei der Vernetzung der Proteine zu bestimmen.

Es ist moglich, dass die Extraktionsmethode bei der Gewinnung der einzelnen Proteine ei-
nen Einfluss auf die Molekulargewichtsverteilung hat und dass die Proteine dabei unter-
schiedlich denaturiert werden kénnen. So flihrt beispielsweise eine extensive Warmebehand-
lung haufig zur Exposition hydrophober Bereiche, durch die das Protein weniger I6slich oder
unléslich wird. AuRerdem kann es zur Desamidierung der Glutaminreste kommen (Abspal-
tung von Ammoniak von Glutamin zur Glutaminsaure), die fir die enzymatische
Vernetzbarkeit (mittels MTG) notwendig sind. Haufig werden bei der Bestimmung der
Aminosaurezusammensetzung Glutamin/Glutaminsdure gemeinsam angegeben, da eine
genaue Unterscheidung aufwandigere Methoden erfordert. Um zu Uberprifen, ob die Protei-
ne bzw. alle Proteinfraktionen fur die enzymatische Quervernetzung tatsachlich zuganglich
waren, wurde eine Gel-Elektrophorese aus Proben von (in Abschnitt 3.1.6 verwendeten)
Prifkérpern mit jeweils unvernetztem bzw. vernetztem Protein durchgefihrt.

Enzymatisch vernetzbare Proteine werden durch die Bildung von Isopeptidbindungen unlés-
lich, nicht vernetzte Proteine/Proteinfraktionen mussten dementsprechend nach der enzyma-

tischen Behandlung weiterhin im Trenngel (an der gleichen Stelle) nachweisbar sein.
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Abbildung 3-18: SDS-PAGE von verschiedenen Proteinen, welche jeweils aus Prifkorpern mit und
ohne enzymatische Quervernetzung (+MTG/-MTG) extrahiert wurden (siehe Abschnitt 0): Lane 1:
Caseinat (-MTG); 2: Caseinat (+ MTG); 3: Soja (- MTG); 4: Soja (+MTG); 5: Molekulargewichtsmarker;
6: I6sliches Erbsenprotein (- MTG); 7: Erbsenprotein (+ MTG), 8: Gelatine (- MTG), 9: Gelatine
(+MTG)

Wie in Abbildung 3-18 gezeigt, waren bei Prifkérpern mit enzymatischer QV die Proteine in
unterschiedlichem Male unléslich geworden. Bei Casein konnten fast keine niedermolekula-
ren Proteinbanden nach der Quervernetzung nachgewiesen werden (aul’er Spuren von K-
Casein, Bahn 2), bei Sojaprotein wurden bereits vor der Vernetzung hochmolekulare Be-
standteile im Sammelgel zurtickgehalten (Bahn 3), jedoch war eine Abnahme der Protein-
menge nach Vernetzung zu beobachten (Bahn 4). Von dem lI6slichen Erbsenprotein wurden
nicht alle Fraktionen vernetzt. Besonders im Bereich zwischen 18 — 25 kDa findet sich kaum
eine Verringerung der Proteinmenge (Bahn 7). Dagegen waren die hochmolekularen Frakti-
onen (>25 kDa) gut vernetzbar. Gelatine konnte auch im unvernetzten Zustand nur schwer
nachgewiesen werden, da die natlrliche Gelierung das Protein im Probenpuffer (bei RT)
ebenfalls schwer |8slich macht.

Mittels SDS-Page wurde gezeigt, dass Casein, Sojaprotein und I&sliches Erbsenprotein
durch die Quervernetzung unléslich bzw. weniger 16slich wurden. Dieser Effekt konnte in der
industriellen Verwendung bei der Kernherstellung von Vorteil sein.

In der Kernherstellung werden bevorzugt wassrige Kernschlichten zur Verbesserung der
Kernoberflache benutzt, jedoch ist dies nicht bei allen Bindemitteltypen ohne weiteres mog-
lich. Um zu Uberprifen, ob die Vernetzung das Protein soweit unléslich gemacht hatte, dass

es durch Wasser aus dem Prifkdrper nicht mehr herausgeldst wird, wurde je ein Caseinat-
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gebundener Prifkdrper (1 % b.o.s. Caseinat, ohne und mit enzymatischer QV (25 U/gcaseinat))

in Wasser (bei RT) gelegt.

Abbildung 3-19: Vergleich der Formstabilitdt von Caseinat-gebundenen Druckprifkdrpern in Wasser
bei Raumtemperatur. Die getrockneten Prifkérper wurden mit 1,0 % b.o.s. Caseinat hergestellt. Der
Prifkorper links wurde mit inaktivierter MTG, rechts mit enzymatischer Quervernetzung des Proteins
hergestellt (25 U/gcaseinat). Zeitverlauf: Bilder 1-4: 1: unmittelbar nach dem Eintauchen, 2: nach 1 min,
3: nach 10 min, 4: nach 20 min.

Wie in Abbildung 3-19 zu sehen ist, 16ste sich die Struktur des Prufkdrpers ohne enzymati-
sche QV innerhalb kurzer Zeit auf (im Bild links), da das Protein in Losung ging. Der Prifkor-
per mit enzymatisch vernetztem Protein hingegen anderte sich auf3erlich nicht. Das vernetzte
Protein I8ste sich nicht im Wasser und der Prufkdrper konnte nach 20 min Lagerung von

Hand entnommen werden.

3.1.7 Verwendung einer genetisch optimierten Transglutaminase

Die Zusammensetzung der in den vorangegangenen Versuchen verwendeten, kommerziel-
len Transglutaminasepraparation war nicht vollstandig bekannt, aul3er der Tatsache dass nur
1 % (m/m) aktives Enzym sowie grof3e Mengen Dextrin (ca. 99 % (m/m) enthalten sind (Her-
stellerangabe Ajinomoto). Fir eine in Nutzung in werkstofflichen oder insbesondere pharma-

zeutischen Anwendungen konnte es erforderlich sein, die Transglutaminase in moglichst
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reiner Form zu verwenden. Ebenso ist hohe spezifische Aktivitdt wiinschenswert, um die
einzusetzende Menge an Enzym reduzieren zu kdnnen. Eine genetisch optimierte Transglu-
taminase (siehe Abschnitt 2.1.4), bei der an 2. Stelle der Priméarstruktur die Aminosaure Se-
rin gegen Prolin ausgetauscht ist, (MTG-S2P) wurde deshalb fur die folgenden Versuche
verwendet. Die spezifische Aktivitat beider Enzyme (U/mgen,ym) unterscheidet sich jedoch
erheblich voneinander. Die spezifische Aktivitat der Activa-MTG liegt bei etwa 23 U/mgprotein
[Ando et al., 1989], wahrend die spezifische Aktivitdt der MTG-S2P Uber einen weiten Tem-
peraturbereich etwa doppelt so hoch ist [Marx, 2008]. Fir die Versuche mit der MTG-S2P —
Variante wurde stets ein Tris/HCI — Puffer (50 mM, pH 8, 300 mM NaCl) verwendet, da das
NaCl die Loslichkeit der S2P-MTG verbesserte. Um vergleichbare Ergebnisse zu erzielen,
wurde zunachst die enzymatische Aktivitat beider Enzyme (Activa-MTG und MTG-S2P) per
Hydroxamattest (siehe Abschnitt 2.3.3) bestimmt. Der Vergleichsversuch mit Activa-MTG
wurde mit dem gleichen Puffer (wie oben) durchgefihrt. Im folgenden Versuch wurden ver-
schiedene Enzymaktivitdten eingesetzt, um feuchte, quervernetzte Prufkorper mit je 1,0 %
b.o.s. Erbsenprotein (I6sliche Fraktion) herzustellen. Durch Zugabe von je 25 U/Qgrsenprotein
(Activa-MTG bzw. S2P-MTG) bzw. 40 U/Qerwsenprotein (MTG-S2P) wurde das Erbsenprotein
quervernetzt und die Festigkeitszunahme im Zeitverlauf gemessen. Um die Vergleichbarkeit
der Ergebnisse sicherzustellen, wurde bei den Versuchen mit MTG-S2P das Maltodextrin

aus der Activa-MTG zugesetzt (aus getrockneter, inaktivierter Activa —Lésung).
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Abbildung 3-20: Einfluss der enzymatischen Quervernetzung auf die Druckfestigkeit von feuchten
Prafkdrpern. Herstellung mit jeweils 1,0 % b.o.s. I6sliches Erbsenprotein und 5 % b.o.s. Tris/HCI —
Puffer (50 mM, pH 8 mit 300 mM NacCl). Verwendete Transglutaminasen: Activa-MTG (25 U/Qprotein)
und MTG-S2P (25 U/gprotein bzw. 40 U/gprotein), die Vernetzung fand bei 50 °C statt.
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Die Verwendung von 40 Uszp/Qemsenprotein FeSultierte in einer gleich hohen Festigkeit (ca.
35 kPa maximal) wie bei Verwendung von 25 Uure/Gersenprotein (Abbildung 3-20). Die Festig-
keit war bei der S2P — Variante mit gleicher enzymatischer Aktivitat geringer als bei Verwen-
dung der Activa-MTG. Bei Einsatz der gleichen enzymatischen Aktivitat ware auch eine glei-
che Festigkeitssteigerung zu erwarten gewesen.

Bezogen auf die Aktivitat von 400 Uyrc.sop bzw. 250 Uaciva Wurden bei Verwendung beider
Transglutaminasen etwa gleiche Stoffmengen (Enzymmolekile) eingesetzt. Da das Enzym
durch die Quervernetzung selber seinen Bewegungsradius im Proteinnetzwerk verringert
und auch die Beweglichkeit der Substratmolekile eingeschrankt ist, kdnnte die Anzahl der
Quervernetzungen starker von der Stoffmenge (Anzahl der Enzymmolekule) als von der
spezifischen Aktivitat abhangen.

Insgesamt wiesen beide Probentypen eine geringe absolute Festigkeit der Prifkorper auf.
Gegenuber Prifkérpern, die mit dem Standardpuffer unter gleichen Bedingungen hergestellt
wurden, sank die Festigkeit im feuchten Zustand auf etwa 50 % (vgl. mit Abbildung 3-9, Ab-
schnitt 3.1.4.2). Die Griinde daflr sind nicht bekannt. Es ist allerdings bekannt, das die Akti-
vitat von Enzymen nicht nur abhangig vom pH-Wert und der Temperatur ist, sondern insbe-
sondere auch bei der Transglutaminase die Anwesenheit von Salz-lonen einen starken Ein-
fluss auf die Aktivitat hat. So zeigten beispielsweise zweiwertige Metallionen (Mg?*; Ca®")
eine Verringerung der enzymatischen Aktivitat, wahrend einwertige Metallionen (z.B. Na®)
eine leicht stabilisierende Wirkung zeigten [Kuetemeyer et al., 2005]. Aulzerdem ist es mdog-
lich, dass die Proteine in Anwesenheit von Salzionen unterschiedlich quervernetzt werden

(geanderte Konformation).

3.1.8 Einfluss von Salzen auf die Festigkeit

Fur die vollstandige Resolubilisierung der MTG-S2P war ein NaCl-haltiger Puffer erforderlich.
Die Ergebnisse aus Abschnitt 3.1.7 zeigten, dass die Festigkeit von feuchten Prifkorpern
(siehe auch Abschnitt 3.1.4.1) durch die Verwendung eines anderen Puffers (Tris/ HCI
50 mM, pH 8, 300 mM gegentber Tris/ HCI 20 mM, pH 7, kein NaCl) signifikant sank. Daher
sollte der Einfluss von verschiedenen Salzen (NaCl, CaCl,, KCI) auf die enzymatische Quer-
vernetzung der Proteine in den Prifkérpern untersucht werden. Um einen mdglichen Einfluss
des unterschiedlichen pH-Wertes des in Abschnitt 3.1.7 verwendeten Puffers (pH 8) auszu-
schliel3en, wurde als Lésungsmittel Tris/HCI - Puffer (20 mM) mit pH 7 verwendet. Dieser
Puffer wurde durch Zugabe der entsprechenden Salze auf jeweils 300 mM Salzkonzentration
eingestellt. Die Messung der enzymatischen Aktivitat erfolgte nicht mittels Hydroxamattest,
da die Interaktion der MTG mit den Proteinmolekilen in diesem Test nicht abgebildet werden

kann. In Abbildung 3-21 sind die Festigkeiten der feuchten, vernetzten Prifkérper dargestellt.
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Abbildung 3-21: Einfluss verschiedener Salze auf die enzymatische Quervernetzung von Caseinat und
daraus resultierende Anderung der Druckfestigkeit feuchter proteingebundener Formkdrper. Sadmtliche
Proben wurden mit 1 % b.o.s. Caseinat sowie 5 % b.o.s. Puffer (Tris/HCI 50 mM, pH 8) hergestellt.
Der Puffer enthielt jeweils 300 mM des Salzes, die Enzymaktivitat betrug jeweils 25 U/gcaseinat-

Wie in Abbildung 3-21 erkennbar ist, reduzierte jede Art der Salzzugabe die Festigkeit im
feuchten Zustand, jedoch in unterschiedlich starkem MafRe. NaCl und KCI verringerten die
Festigkeit deutlich auf 30 — 40 % der Festigkeit, die ohne Salz erreicht wurde. Die Proben,
bei denen CaCl, verwendet wurde, zeigten extrem geringe Festigkeiten (an der unteren
Grenze des Messbereichs). Von einer Quervernetzung konnte bei der Verwendung von
CaCl, deshalb nicht ausgegangen werden.

Die Ursache fur den negativen Einfluss aller verwendeten Salze wurde anhand trockener
Prifkorper weiter untersucht, da nicht klar war, ob es sich um einen Einfluss auf die Aktivitat
der MTG oder auf die Struktur des Caseinats handelte. Daflir wurden Prufkérper wie in Ab-
schnitt 2.2.1.3 beschreiben, hergestellt. Die Pufferlésung (Tris/HCI 50 mM, pH 8) enthielt je
300 mM NaCl, KCI oder CaCl..
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Abbildung 3-22: Einfluss verschiedener Salze auf die enzymatische Quervernetzung von Proteinen
und daraus resultierende Anderung der Druckfestigkeit trockener proteingebundener Formkorper.
Samtliche Proben wurden mit 1 % b.o.s. Caseinat sowie 5 % b.o.s. Puffer (Tris/HCI 50 mM, pH 8)
hergestellt. Der Puffer enthielt jeweils 300 mM des Salzes. Bei vernetztem Protein betrug die Enzym-
aktivitat jeweils 25 U/gcaseinat-

Die Verwendung der Salze NaCl und KCI bei trockenen Prifkérpern ohne Quervernetzung
zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die Festigkeit (Abbildung 3-22). Bei trockenen Prf-
kérpern mit enzymatisch quervernetztem Protein sank die Druckfestigkeit bei Verwendung
von NaCl und KCI um jeweils etwa 65 % gegenlber unvernetztem Caseinat. Bezogen auf
das vernetzte Caseinat ohne Salzzugabe sank also die Festigkeit erneut um 50 %. Der Fes-
tigkeitsverlust im trockenen Zustand durch die enzymatische Quervernetzung entsprach fri-
heren Ergebnissen (Abschnitt 3.1.4.3). Es blieb jedoch offen, weshalb NaCl und KCI im tro-
ckenen Zustand einen weiteren festigkeitsreduzierenden Einfluss hatten. Bei der Verwen-
dung von CaCl, war ein starker Festigkeitsabfall (ca. 78 %) sowohl bei unvernetztem als
auch bei vernetztem Protein im trockenen Zustand zu beobachten (Abbildung 3-22).

CaCl, hatte offensichtlich einen deutlichen Einfluss auf die Tertiarstruktur des Proteins, so
dass weder eine Quervernetzung noch ein entsprechendes Bindevermdgen zwischen Sand
und Protein zustande kam. Aus der Literatur ist die Fallung von Casein mittels Calcium-lonen
bekannt [Zittle et al., 1957]. Die Fallung des Caseinats konnte auch anhand von ESEM —
Aufnahmen bestatigt werden, bei denen das Protein offensichtlich nicht mehr in der Lage

war, in die Zwickel zu migrieren (Abbildung 3-23).
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Abbildung 3-23: ESEM — Aufnahme von proteingebundenem Sand. Bindemittel: 1,0 % b.o.s. Caseinat,
verwendeter Puffer bei Herstellung: 5 % b.o.s. Tris/HCI pH 7, 20 mM, 300 mM CaCls.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass CaCl, einen negativen Einfluss auf die
Raumstruktur und die enzymatische Quervernetzung des Caseins hat. Ob dies auch fir an-

dere Proteine zutrifft, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht tberpruft.
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3.1.9 Temperaturstabilitat und Recycling von Sand mit Caseinat als

Bindemittel

3.1.9.1 Temperaturstabilitat von Caseinat-gebundenem Sand

Die verschiedenen Anforderungen an Bindemittel bezuglich ihres Temperaturverhaltens
wurden in Abschnitt 1.1.2 einleitend erdrtert. Zudem wurde das thermische Recycling von
proteingebundenem Sand untersucht, da in Giel3ereien erhebliche Mengen Altsand anfallen,
der durch mehrfaches Recycling wiederverwendet werden kénnte. Zunachst wurde das Fes-
tigkeitsverhalten von Caseinat-gebundenem Formstoff bei hoheren Temperaturen unter-
sucht.

Trockene Prufkoérper wurden (entsprechend Abschnitt 2.2.1.3) mit 0,7 % b.o.s. Caseinat und
5 % b.o.s. Tris/ HCI 20 mM, pH 7 - Puffer ohne enzymatische QV hergestellt. Nach entspre-
chender Konditionierung und Lagerung im Exsikkator bei 50 % r.F. wurden die Prufkdrper in
einem Ofen verschiedenen Temperaturen (200/300/400 °C) oxidierender Atmosphare (Luft)
ausgesetzt. In festgelegten Zeitintervallen wurden jeweils Prifkérper aus dem Ofen ent-

nommen. Nach Abkihlung der Proben auf RT wurde deren Druckfestigkeit bestimmt.
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Abbildung 3-24: Einfluss der thermischen Belastung auf die Druckfestigkeit proteingebundener Prif-
korper. Die Herstellung erfolgte mit 0,7 % b.o.s. Caseinat und 5 % b.o.s. Puffer (Tris/HCI pH 7 20 mM.
Der Referenzwert (100 %) wurde aus thermisch nichtbelasteten Prifkdrpern (n=4) ermittelt. Die Pru-
fung der thermisch belasteten Proben erfolgte jeweils nach Abkuhlung auf RT (n=1).

Wie man Abbildung 3-24 entnehmen kann, wurde bei 200 °C keine Reduktion der Festigkeit
Uber einen Zeitraum von 60 min festgestellt, allerdings war bei den Einzelmesswerten eine
verhaltnismalig hohe Streuung der Messwerte um den Vergleichswert (nicht warmebehan-

delte Prufkérper) zu beobachten. Bei Temperaturen von 300 °C bzw. 400 °C fiel die Festig-
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keit sehr stark ab, so dass bereits bei 300 °C nach weniger als 15 min (300 °C) die Festigkeit
unter 50 % des Anfangswertes der Referenzproben gefallen war. Bei 400°C fiel die Festig-
keit bereits nach 10 min auf weniger als 25 % der Ausgangsfestigkeit, nach 30 min wurden
weniger als 10 % der Ausgangsfestigkeit gemessen.

Der Festigkeitsverlust der Prifkorper lasst sich nicht unmittelbar auf reale Gusskerne (ber-
tragen, da das eingebrachte Schmelzevolumen bzw. das Verhaltnis Schmelzemasse zu
Formstoffmasse stark variieren kénnen. Es konnte allerdings festgestellt werden, dass die
Festigkeit in der unmittelbaren Nahe der Metallschmelze (Warmeinflusszone) relativ schnell
sinkt und damit die Entformbarkeit von Gussteilen begiinstigen wiirde. Auflerdem konnte
gezeigt werden, dass Caseinat ein relativ temperaturstabiles Protein ist, da bei 200 °C kein
Festigkeitsverlust iber 60 min festgestellt wurde. Dies ist wiederum flir die Herstellung von
Gussformen relevant, da eine schnelle Trocknung des feuchten Formstoffes bei hohen Tem-

peraturen kurze Taktzeiten ermdglichen wirde.

3.1.9.2 Gliihverlustbestimmung

Mittels Glihverlustbestimmung wurde in Anlehnung an die VDG-Richtline P 33 [VDG, 1987]
untersucht, bei welcher Temperatur eine nahezu riickstandsfreie Entfernung des Bindemit-
tels (Proteins) moglich ist. In der VDG - Richtlinie P 33 wird der Glihverlust bei 900 °C an-
hand von Proben von 10 g bestimmt. Die Proben werden bis zur Gewichtskonstanz, mindes-
tens jedoch 3 h in oxidierender Atmosphare ausgegliht und die Massenabnahme bestimmt.
Da fur die verwendeten Proteine eine geringere Zersetzungstemperatur erwartet wurde,
wurden die Proben abweichend von dieser Richtlinie bei niedrigeren Temperaturen (350 °C —
500 °C) fur 3 h in oxidierender Atmosphare ausgegluht. Der Gluhverlust von reinem Sand
wurde ebenfalls bestimmt und in die Bilanzierung einbezogen.

Der Gluhverlust wurde anhand von Prufkérpern mit 1,0 % b.o.s. Caseinat (ohne enzymati-
sche QV) als Bindemittel bestimmt. Die Proben wurden bei unterschiedlichen Temperaturen
in einem Bereich von 350 °C — 500 °C fur 3 h erhitzt und der Masseverlust als Funktion der

Temperatur aufgenommen.
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Abbildung 3-25: Gluhverlust von Caseinat in Abhangigkeit von der Temperatur nach 3 h Lagerung in
oxidierender Atmosphare (Luft). Das Caseinat lag adsorbiert an Sand vor (1 % b.o.s. Caseinat)

Wie Abbildung 3-25 zu entnehmen ist, stieg der Masseverlust des Bindemittels in dem Inter-
vall von 350 °C auf 450 °C von 85% auf 99%. Ein weiterer Masseverlust bei hdheren Tempe-
raturen (500 °C) konnte nicht festgestellt werden. Wie in Abbildung 3-24 (Abschnitt 3.1.9.1)
bereits gezeigt wurde, sank die Festigkeit von Druckprifkérpern nach 30 min bei 400 °C auf
7% der Ausgangsfestigkeit. Bei einer Gluhtemperatur von 450 °C fur 3 h war daher von einer

vollstandigen Aufhebung des Bindeeffektes auszugehen.

3.1.9.3 Thermische Formstoffaufbereitung

Die thermische Aufbereitung von gebrauchtem Gieliereisand ist tiblich, um eine hohe Recyc-
lingquote von Altsand zu erreichen, meist muss jedoch ein Teil Neusand (ca. 15 %) zuge-
setzt werden, da die Aufbereitung einen Qualitatsverlust des Sandes bewirkt [Harris und La-
farge, 2006]. Im vorangegangenen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass das Caseinat bei
einer Temperatur von 450 °C innerhalb von 3 h nahezu vollstandig aus dem Formstoff ent-
fernt werden konnte. Anhand von Wiederholversuchen sollte ermittelt werden, inwieweit die
Festigkeit von regeneriertem Sand nach erneutem Bindemittelzusatz durch die bei der Ver-
kohlung des Proteins entstandenen Riickstande beeinflusst wird.

Prafkorper flr den Druckversuch wurden nach Standardmethode mit 0,7 % b.o.s. Caseinat
hergestellt und deren Druckfestigkeit ermittelt. AnschlieRend wurde der Prufkdrperbruch fur
3 h bei 450 °C in einem Muffelofen ausgebrannt und fur die erneute Prufkérperherstellung
(nach Standardmethode mit 0,7 % b.o.s. Caseinat) ohne eine weiteren Reinigungsschritt

oder Zusatz von Neusand verwendet.
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Abbildung 3-26: Anderung der Druckfestigkeit von Caseinat-gebundenem Formstoff in Abhangigkeit
von der Zahl der Recyclingschritte. Getrocknete Prufkdrper wurden mit 0,7 % b.o.s. Caseinat herge-
stellt und die Druckfestigkeit gemessen. Der Prifkérperbruch wurde 3 h bei 450 °C an Luft erhitzt (das
Protein verbrannt) und zur erneuten Prifkérperherstellung unter Verwendung neuen Proteins (wieder
0,7 % b.o.s. zugegeben) benutzt.

Wie Abbildung 3-26 zu entnehmen ist, sank die Festigkeit nach dem ersten und zweiten Re-
cyclingschritt, blieb jedoch beim dritten Recyclingschritt gleich. Das heil3t die erreichbare
Festigkeit des Formstoffes wurde durch die Recyclingschritte negativ beeinflusst. Nach dem
dritten Recycling wurde der Sand mit der gleichen Masse Wasser gespilt und nach der
Trocknung erneut fir die Prifkorperherstellung verwendet. Die Reinigung des 3-fach recycel-
ten Sandes fihrte zu einer Festigkeitserhbhung um 23 % und damit auf das Niveau von 1-
fach recyceltem Sand. Es wurde angenommen, dass sich hauptsachlich der akkumulierende
Ascheanteil des Bindeproteins im Sand negativ auf die erreichbaren Festigkeiten auswirkte.
Der Ascheanteil konnte durch Waschen des Sandes erheblich reduziert werden, was auch
anhand von ESEM-Aufnahmen gezeigt werden konnte (siehe Abbildung 8-5 und Abbildung
8-4, siehe Anhang). Das ausschliellich thermische Recycling von proteingebundenem
Formsand ist daher nicht geeignet, um den Sand vollstdndig zu regenerieren. Alternativ
koénnte jedoch eine mechanische Reinigung zur Entfernung des Ascheanteils in Frage kom-

men.

3.1.9.4 Nassrecycling des Formstoffes

Fur das Nassrecycling von proteingebundenem Formsand wurden zwei verschiedenen Vari-
anten untersucht, die sich beide auf thermisch nicht belasteten Sand bezogen. In der ersten
Variante wurde das Entfernen des unvernetzten bzw. enzymatisch vernetzten Proteins durch

Waschen des Sandes untersucht. In der zweiten Variante sollte untersucht werden, ob en-
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zymatisch nicht vernetzter Sand durch einfache Rehydrierung des Formstoffes flr die erneu-
te Formfertigung verwendet werden kann.

Bei der thermischen Regenerierung des Sandes war es nicht relevant, ober der Formstoff
bereits thermisch belastet war (Warmeeinflusszone durch Gussteile) oder nicht. Die folgen-
den Untersuchungen bezogen sich auf Sand, der beispielsweise bei der Kernherstellung
Ubrig bleibt oder von Ausschussteilen stammen kann, die nicht im Abguss verwendet wur-
den.

Ebenso war bei der thermischen Regenerierung die enzymatische Quervernetzung des Pro-
teins unbedeutend, da das Protein vollstandig thermisch zerstoért wurde. Bei der Reinigung
durch Losungsmittel (Wasser/Puffer) spielte allerdings die enzymatische Quervernetzung
eine entscheidende Rolle, da das Protein im quervernetzten Zustand grofitenteils nicht mehr
wasserldslich ist.

Bei Formsand mit enzymatisch nicht vernetztem Protein konnten mittels Puffer mehr als
90 % des Proteins wieder entfernt werden, wahrend nur etwa 70 % des Proteins mit demine-

ralisiertem Wasser entfernt werden konnten (Abbildung 3-27).
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Abbildung 3-27: Reinigungseffekt nach dem Waschen von proteingebundenem Formsand. Der Form-
sand enthielt 1,0 % b.o.s. Caseinat, bei enzymatischer Quervernetzung wurden 20 U/gcaseinat rMTG
eingesetzt. Der Sand wurde bei 50 °C gewaschen, als Puffer wurde Tris/HCI 50 mM pH 8 verwendet.

Wie in Abbildung 3-27 ebenfalls dargestellt, konnte bei enzymatisch vernetztem Protein im
Vergleich zu unvernetztem Bindemittel wesentlich weniger Protein aus dem Sand entfernt
werden (10 % bzw. 30 % fir dH,O / Pufferlésung). Wie bereits zuvor erwahnt, war das ver-
netzte Protein groRtenteils wasserunldslich, der geringe Massenverlust resultierte vermutlich

aus mechanischem Abrieb (Protein) von der Sandoberflache wahrend des Waschens. Die
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Regenerierung des Formstoffes mit enzymatisch vernetztem Protein war also nicht durch
alleiniges Waschen des Sandes mdglich.

Eine Mdglichkeit, das durch die Vernetzung unléslich gewordene Protein zu entfernen be-
stand darin, das Protein mithilfe einer Protease in kleinere, besser I6sliche Peptide zu spal-
ten und somit den Sand im Nassverfahren von anhaftendem Protein zu reinigen.

Eine kommerziell erhaltliche Protease (Bacillus lentus alkalische Protease = BLAP) wurde

dazu benutzt, das auf der Sandoberflache vernetzte Protein in 16sliche Peptide zu spalten.
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Abbildung 3-28: Einfluss der enzymatischen Protease-Aktivitat auf die Reinigung von proteingebunde-
nem Formstoff. Die Aktivitdt der BLAP, gegeben in caseinolytischen Einheiten (Uc,s) wurde auf das
enzymatisch vernetzte Caseinat (gcaseinat) P€Z0gen. Der Formstoff enthielt 1,0 % b.o.s. Caseinat.

In Abbildung 3-28 ist der Reinigungseffekt von Pufferldsungen mit unterschiedlichen Protea-
se — Aktivitaten (Uc,s) dargestellt.

Bereits ab einer Aktivitat von 30 Ucas/Qcaseinat KONNten tber 90 % des anhaftenden Proteins
geldést werden, was auch qualitativ mittels ESEM — Aufnahmen bestatigt werden konnte (hier
nicht dargestellt).

Anhand der vorangegangenen Ergebnisse konnte nachgewiesen werden, dass sich Form-
stoffe mit nicht enzymatisch vernetztem Protein durch einfaches Waschen mit einer Pufferlo-
sung gut regenerieren lielRen, dies war jedoch nicht moglich flir Formsand der mit enzyma-
tisch vernetztem Protein gebunden war. Formstoffe mit vernetztem Protein konnte erfolgreich
durch die Verwendung einer Proteaseldsung regeneriert werden.

Um thermisch nicht belasteten Sand ohne enzymatische Quervernetzung des Proteins zu
recyceln, wurde aullerdem die Moglichkeit untersucht, den Formstoff durch alleiniges

Rehydrieren des Proteins wiederzuverwenden.
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Zunachst wurden nach Standardmethode Prifkérper mit 0,7 % b.o.s. Caseinat und 5 %
Standardpuffer hergestellt. Nach der Konditionierung wurde die Festigkeit der Prifkdrper im
Druckversuch ermittelt. Der beim Druckversuch anfallende Priifkérperbruch wurde aufgefan-
gen und nach mechanischer Zerkleinerung mit dH,O rehydriert. Aus Abbildung 3-29 kann
entnommen werden, dass die mehrmalige Wiederverwendung des Formstoffes nach dem
Druckversuch nur zu einem geringen Festigkeitsverlust fuhrte (11 % nach dreimaligem Re-
cycling). Die Wiederholung des Experiments mit drei Recyclingschritten (Ergebnisse nicht
dargestellt) fihrte sogar nach dem ersten Recycling zu deutlich hdoheren Festigkeiten
(+ 40 %). Bei weiteren Recyclingschritten nahm die Festigkeit wieder leicht ab, blieb aber
Uber der Druckfestigkeit des Neusandes .

Wahrscheinlich spielte die mechanische Aufarbeitung des Sandes dabei eine Rolle. Zwar
wurde keine signifikante Veranderung der KorngréRenverteilung nach einer Siebanalyse
festgestellt (Abbildung 8-6, siehe Anhang), jedoch war eine Veranderung der Sandkornober-
flache nicht auszuschlieRen. Ein Aufrauen der Oberflache der Sandkérner kdnnte dabei zu

hoherer Reibung zwischen den Sandkérnern und damit resultierender hoherer Festigkeit

fuhren.
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Abbildung 3-29: Einfluss der Anzahl der Recyclingschritte auf die Druckfestigkeit von proteingebunde-
nem Sand (0,7 % b.o.s. Caseinat) nach mehrmaliger Wiederverwendung des Formstoffes. Der Pruf-
kérperbruch wurde jeweils mit dH,O wiederbefeuchtet und erneut Druckprifkérper hergestellt. (Abwei-
chend davon wurde beim ersten Recycling Puffer (Tris/HCI pH 7 20 mM verwendet, mit * gekenn-
zeichnet.)

Wie in Abbildung 3-29 gezeigt, konnte der enzymatisch nicht vernetzte Formstoff (ohne
thermische Belastung) durch Rehydrieren fiir die Formherstellung mehrmals wiederverwen-

det werden.
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3.2 Proteine als Bindemittel fur Holzwerkstoffe

Das Ziel der Versuche war es, mit Holzspanen und Protein als alleinigem Bindemittel stabile
Spanplatten herzustellen. Primar sollte der Einfluss der enzymatischen Quervernetzung des
Proteins (mittels MTG) auf das Quellverhalten und mechanische Eigenschaften der Span-
platten untersucht werden. In Abschnitt 2.2.3 sind die verschiedenen Technologien beschrie-

ben, mit denen Spanplatten im Labormalstab hergestellt wurden.

3.2.1 Einfluss der Spanfeuchte auf die Spanplattenherstellung

Zunachst wurde untersucht, ob sich mit Caseinat (10 % m/m) als Bindemittel stabile Span-
platten herstellen lassen. Insbesondere der Einfluss der Spanfeuchte vor dem Pressen sollte
dabei untersucht werden (nach Abschnitt 2.2.3, Abbildung 2-5).

Zu Holzspanen in einem Mischer wurde 10 % ige (m/m) Caseinatldsung gegeben, um einen
Bindemittelgehalt von 10 % (bezogen auf Holz atro) einzustellen. Durch die geringe Konzent-
ration der Proteinldsung wurde sehr viel Wasser in die Mischung eingebracht. Die feuchten
Spane (Feuchte 78 % bezogen auf Holz atro) wurden anschlieBend auf eine Feuchte von
8,5 % getrocknet. Diese Spane wurden fir die anschlieRende Spanplattenherstellung be-
nutzt. Fiur alle Spanplatten war der folgende Ablauf gleich: die Spane wurden in einen Form-
kasten gestreut, bei Raumtemperatur zu einem Spanvlies verdichtet und anschlieRend nach
Entfernen der Form in einer Heil3presse zu einer Spanplatte gepresst.

Da die Prifung der mechanischen Eigenschaften von Spanplatten erst nach Lagerung und
Konditionierung in einem definierten Klima erfolgt (siehe Abschnitt 2.3.1.2), musste ein Krite-
rium fur die sofortige Beurteilung der Spanplattengite gefunden werden.

Als Kriterium fur die optimale Ausgangsfeuchte wurde die Plattendicke nach dem Pressen
der Platten festgelegt. Der Pressspalt wurde wahrend des Heil3pressens (110 °C) konstant
auf 11,5 mm gehalten. Eine nur geringe Dickenzunahme (,Ruckfederung®) nach Entlastung
der Platte ist haufig ein guter Indikator fir eine stabile Bindung zwischen den Holzpartikeln.
Mit proteinbeschichteten Holzspanen mit 8,5 % Feuchte und 10 % Caseinat konnte keine
stabile Spanplatte hergestellt werden. Die Spanplatte wies nach der Entnahme eine hohe
Porositat auf und Spéane I6sten sich leicht von der Oberflache ab, eine Messung von mecha-
nischen Kennwerten war damit nicht mdglich.

Da bei 8,5 % Spanfeuchte keine stabile Bindung zwischen den Holzpartikeln erreicht wurde,
sollte die Spanfeuchte vor dem Pressen erhéht werden, um das Protein starker zu hydrieren.
In weiteren Versuchen sollte auRerdem MTG verwendet werden, weshalb bei der Erhéhung
der Spanfeuchte auf 12 % atro eine 30 % ige MTG-Lésung (m/m) verwendet wurde. Damit
wurde die gleiche Menge Maltodextrin (aus dem kommerziellen Enzymprodukt stammend) in

die Holzspane eingebracht.
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Die wirksame Aktivitdt der Enzymlésung war nicht bekannt, denn aufgrund der Mischmetho-
de (Ruhrwerk mit Dissolverrihrer) konnte es zu einer teilweisen Denaturierung des Enzyms
aufgrund hoher Scherkrafte gekommen sein. Die weitere Erhdhung der Spanfeuchte auf 17
% bzw. 22 % atro erfolgte durch die Zugabe von Wasser zu den proteinbeschichteten Holz-
spanen.

Bei 17 % Ausgangsfeuchte wurde die geringste Ruckfederung gegenuber Spanplatten mit
12 % bzw. 22 % Spanfeuchte gemessen (hier nicht dargestellt). Aus diesem Grund wurden
alle weiteren Versuche mit 17 % Spanfeuchte durchgefuhrt. Nach der Konditionierung im
Normklima wurde jeweils die Querzug- und Biegefestigkeit der Spanplatten (Abschnitte
2.3.1.4 und 2.3.1.5) bestimmt.
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Abbildung 3-30: Biegefestigkeiten von Caseinat-
gebundenen Spanplatten, die mit unterschiedli-
chen Spanfeuchten hergestellt wurden. Zusam-
mensetzung der Platten: 10 % Caseinat, 2,5 %
Activa-MTG bezogen auf Holz (atro).

Wie in Abbildung 3-30 und Abbildung 3-31

Abbildung 3-31: Querzugfestigkeiten von Casei-
nat-gebundenen Spanplatten, die mit unter-
schiedlichen Spanfeuchten hergestellt wurden.
Zusammensetzung der Platten: 10 % Caseinat,
2,5 % Activa-MTG bezogen auf Holz (atro).

zu sehen ist, wurden mit Spanfeuchten von

12,5 % - 22 % Biegefestigkeiten zwischen 20 - 25 N/mm? sowie Querzugfestigkeiten zwi-
schen 0,9 und 1,1 N/mm? erreicht.

Die in den beiden Abbildungen eingezeichneten Strichlinien geben die Mindestanforderun-
gen an Spanplatten nach der EN 312 (2010) an. Danach missen Spanplatten des Typs P2
(fir nichttragende Verwendung im Trockenbereich) eine Mindestbiegefestigkeit von
11 N/mm? und eine Mindestquerzugfestigkeit von 0,4 N/mm? erreichen. Diese Mindestanfor-

derungen wurden von den proteingebundenen Spanplatten erfilllt.
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3.2.2 Einfluss der enzymatischen Quervernetzung des Proteins

3.2.2.1 Enzymatische Quervernetzung vor der Spantrocknung

Der Einfluss der enzymatischen Quervernetzung des Proteins auf die mechanischen Eigen-
schaften und das Quellverhalten von proteingebundenen Spanplatten sollte untersucht wer-
den. Daflir wurden Holzspane mit Caseinatlésung gemischt und somit eine hohe Spanfeuch-
te eingestellt. AnschlieRend wurde den feuchten Spanen aktive Enzymlésung (entsprechend
25 U/gcaseinat) bzw. inaktivierte Enzymlésung zum Vergleich zugesetzt. Nach 20 min Reakti-
onszeit wurden die Holzspane von 80 % Feuchte (bezogen auf Holz atro) auf 17 % Feuchte
(atro) getrocknet und wie zuvor beschrieben zu Spanplatten (bei 110°C bzw. 220 °C) ge-
presst. Die fertigen Spanplatten wurden entsprechend konditioniert und das Quellverhalten
sowie die Biege- und Querzugfestigkeit (Abschnitte 2.3.1.4-2.3.1.6)bestimmt.
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Abbildung 3-32: Biegefestigkeit von Caseinat-
gebundenen Spanplatten, bei denen das Caseinat
auf der Spanoberflache bei hoher Spanfeuchte
vernetzt/nicht vernetzt wurde. Verwendet wurden
10 % Caseinat (m/m) bezogen auf Holz atro, bei
enzymatischer  Quervernetzung wurden 25
U/Qcaseinat €iNgesetzt.

Abbildung 3-33: Querzugfestigkeit von Caseinat-
gebundenen Spanplatten, bei denen das Casei-
nat auf der Spanoberflache bei hoher Span-
feuchte vernetzt/nicht vernetzt wurde. Verwendet
wurden 10 % Caseinat (m/m) bezogen auf Holz
atro, bei enzymatischer Quervernetzung wurden
25 U/gcaseinat €iNgeSsetzt.

Es wurde gefunden, dass die enzymatische Quervernetzung des Proteins auf den Holzspa-
nen vor dem Pressen (bei beiden Presstemperaturen) im Gegensatz zu unvernetztem Prote-
in zu hoéheren Biegefestigkeiten (Abbildung 3-32) sowie hoheren Querzugfestigkeiten
(Abbildung 3-33) fihrte.

Die Biegefestigkeit stieg aullerdem durch eine héhere Presstemperatur von 220 °C gegen-
Uber Spanplatten, die bei 110 °C gepresst wurden. Bei niedrigerer Presstemperatur von
110 °C wurde jedoch eine hoéhere Querzugfestigkeit (mit und ohne enzymatischer Vernet-
zung) erreicht.
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Abbildung 3-34: Einfluss der enzymatischen Quervernetzung des Proteins auf die Quelleigenschaften
von Caseinat-gebundenen Spanplatten. Die Vernetzung wurde bei hoher Spanfeuchte (80 % bezogen
auf Holz atro) durchgefiihrt und die Spane anschlieBend auf 17 % Feuchte vor dem Pressen getrock-
net. Verwendet wurden 10 % Caseinat (m/m) bezogen auf Holz atro, bei enzymatischer Quervernet-
zung wurden 25 U/gcaseinat €ingesetzt.

Die Quellung der Spanplatten wurden sowohl durch die enzymatische Quervernetzung als
auch durch eine héhere Presstemperatur signifikant beeinflusst (Abbildung 3-34). Bei 110 °C
Presstemperatur konnte ein deutlich positiver Einfluss der Enzymreaktion beobachtet wer-
den, d.h. die Quellung wurde um etwa 40 % reduziert. Bei 220 °C lag kein signifikanter Un-
terschied zwischen vernetztem und nichtvernetztem Protein mehr vor. Die Quellung (ca.
30 %) war im Vergleich zu vernetztem Protein mit einer Presstemperatur von 110 °C sogar
bei unvernetztem Protein geringer. Es wurde vermutet, dass die hohe Presstemperatur eine
Denaturierung des Proteins bewirkte, so dass es weniger hydrophil wurde. Mégliche Einflls-
se des Dextrins (aus der Enzympraparation stammend) wurden nicht untersucht, sind aber
nicht auszuschlieRen. Ebenso kdnnte die héhere Presstemperatur eine Veranderung in der
chemischen Struktur des Holzes und eine geringere Quellfahigkeit bewirkt haben.

Die gemessenen Querzug- und Biegefestigkeiten erflllten wiederum die Mindestanforderun-
gen der Norm EN 312 (2010). Die enzymatische Vernetzung des Proteins verbesserte die
mechanischen Eigenschaften und fiihrte bei niedriger Presstemperatur zu reduzierter Quel-
lung der Spanplatten. Die Quellung der Spanplatten war jedoch mit 30 % relativ hoch gegen-
Uber Spanplatten, die mit konventionellen Bindemitteln hergestellt werden (typischerwei-
se <20 %).
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3.2.2.2 Enzymatische Quervernetzung im Spanvlies

Weiterhin wurde untersucht, ob die Vernetzung des Proteins im Spanvlies zu anderen me-
chanischen Eigenschaften fuhrt als die enzymatische Vernetzung auf den Holzspéanen vor
der Trocknung (Abbildung 2-7, Abschnitt 2.2.3).

Bei der zuvor betrachteten Vernetzung des Proteins auf den Spanen war vorteilhaft, dass
relativ viel Wasser fur die enzymatische Vernetzung zur Verfiugung stand (ca. 80 % Span-
feuchte). Allerdings wurden die Spane nach der Vernetzungsreaktion getrocknet, d.h. der
Verbund der Spane durch vernetztes Protein wurde wieder zerstort.

Holzspane wurden mit Proteinldsung gemischt (10 % Protein bezogen auf Holz atro) und die
Feuchte anschlieRend durch einen Trockenschritt auf 8,5 % (bezogen auf Holz atro) einge-
stellt. Danach wurde aktive Enzymldsung (entsprechend 25 U/Qcaseinat) Zugesetzt und damit
eine Feuchte von 17 % eingestellt. Diese Spane wurden zu einem Spanvlies (bei RT) ver-
dichtet und 20 min bei RT gelagert. AnschlieRend wurden Spanplatten bei 110 °C bzw.
220 °C daraus gepresst. Bei der Vernetzung im Spanvlies war zwar wenig Feuchtigkeit vor-
handen, jedoch wurde das Spanvlies nach der Vernetzungsreaktion gepresst, so dass even-

tuell gebildete Bindemittelbriicken nicht mehr zerstort wurden.
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Abbildung 3-35: Einfluss der Vernetzungsbedingungen des Proteins in der Spanplatte auf die Biege-
festigkeit. Der Zeitpunkt und die Bedingungen fir die enzymatische Vernetzung wurden variiert. Ver-
wendung von 10 % (m/m) Caseinat bezogen auf Holzgewicht (atro). Die eingesetzte enzymatische
Aktivitat betrug 25 U/gcaseinat-

In Abbildung 3-35 sind die Biegefestigkeiten, in Abbildung 3-36 die Querzugfestigkeiten der
Spanplatten dargestellt und wurden mit Ergebnissen aus dem vorangegangenen Versuch
(Abschnitt 3.2.2.1) verglichen.
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Abbildung 3-36: Einfluss der Vernetzungsbedingungen des Proteins in der Spanplatte auf die Quer-
zugfestigkeit. Der Zeitpunkt und die Bedingungen fiir die enzymatische Vernetzung wurden variiert.
Verwendung von 10 % (m/m) Caseinat bezogen auf Holzgewicht (atro). Die eingesetzte enzymatische
Aktivitat betrug 25 U/gcaseinat-

In beiden Versuchen (Vernetzung vor der Trocknung bzw. Vernetzung im Spanvlies) wurden
jeweils sehr dhnliche Biege- und Querzugfestigkeiten gemessen. Die Dickenquellung war bei
Quervernetzung im Spanvlies (nicht dargestellt) und einer Presstemperatur von 110 °C mit
66 % so hoch wie bei nichtvernetztem Protein (siehe Abbildung 3-34, Abschnitt 3.2.2.1). Bei
einer Presstemperatur von 220 °C wurde dagegen eine vergleichsweise geringe Dickenquel-
lung von 22 % erreicht.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die enzymatische Quervernetzung des
Proteins im Spanvlies ebenfalls einen positiven Einfluss auf die mechanischen Kennwerte
hat. Der Vernetzungszeitpunkt des Proteins (vor der Trocknung bzw. im Spanvlies) schien
keinen Einfluss auf die Querzug- und Biegefestigkeit zu haben.

In weiteren Versuchen (Ergebnisse nicht dargestellt), konnten ebenfalls Spanplatten mit So-
japroteinisolat als Bindemittel hergestellt werden, die die Festigkeitsanforderungen an Span-
platten laut EN 312 (2010) (Typ P2) in Bezug auf die Mindestbiegefestigkeit erflllten, bzw.
bei den erreichten Querzugfestigkeiten im Bereich der geforderten Mindestfestigkeit lagen.
Mit Proteinen als alleinigem Bindemittel (Caseinat und Sojaprotein) konnten Spanplatten
hergestellt werden, die die Mindestanforderungen nach EN 312 (2010) erflllten. Die enzyma-
tische Quervernetzung des Proteins verbesserte die mechanischen Eigenschaften der her-

gestellten Spanplatten und reduzierte die Dickenquellung.
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Verwendung von Proteinen als Bindemittel in ver-
schiedenen industriellen Anwendungsgebieten. Hauptsachlich wurde die Verwendbarkeit fur
die Herstellung von Gusskernen untersucht. Des Weiteren fanden grundlegende Versuche
zur Verwendbarkeit als Bindemittel flr Holzwerkstoffe - im Speziellen flr Spanplatten - statt.
Die Verwendung eines Enzyms, der mikrobiellen Transglutaminase, und deren Einfluss auf
die mechanischen Eigenschaften dieser Werkstoffe durch die Quervernetzung der Protein-
molekile stand dabei im Mittelpunkt der Untersuchungen. Die Verwendung von Transgluta-
minase wurde bisher in der Literatur meist im Zusammenhang mit deren Einsatz im Lebens-
mittelbereich beschrieben. Da viele Nahrungsmittel Proteine enthalten, kbnnen deren Eigen-
schaften durch die Quervernetzung im Hinblick auf Textur, Viskositat und Verarbeitbarkeit
gezielt beeinflusst werden.

Die Verwendung von Transglutaminase und Proteinen in werkstofflichen Anwendungen wur-
de hingegen in der Literatur bisher kaum beschrieben. Dies ist auch dem Umstand geschul-
det, dass zwar in der Vergangenheit Proteine bereits als Bindemittel verwendet wurden
([Mus et al., 2001; Shi et al., 2001], jedoch die Herstellung von mikrobieller Transglutaminase
mittels Fermentation erst seit einigen Jahren madglich ist [Ando et al., 1989].

Im Hinblick auf die Umweltvertraglichkeit und biologische Abbaubarkeit von nachwachsen-
den Rohstoffen stellen Proteine neben anderen natirlichen Rohstoffen wie Starke, Cellulose
oder Ole/Fette eine interessante Alternative dar, fanden aber bisher nicht die gleiche Beach-
tung im Bereich der Materialforschung wie z.B. Starkederivate. Der Einsatz von nachwach-
senden Rohstoffen (Protein) in Verbindung mit der Verwendung eines Enzyms als Katalysa-

tor stellt eine vielversprechende Alternative zu herkdmmlichen Bindemitteln dar.

Untersuchungen zur Eignung von Proteinen als Bindemittel fiir Sand

Die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit hatten das Ziel, die enzymatische Querver-
netzung von Proteinen zu nutzen, um die Festigkeit eines Formstoffs fiir die GielRerei sowohl
im trockenen als auch im feuchten Zustand zu erhéhen. Damit ware es moglich, unter Ein-
satz geringerer Bindemittelanteile gleiche Festigkeiten zu erzielen oder absolut hdhere Fes-
tigkeiten zu erreichen. Eine Verringerung des Bindemittelanteils wiirde dabei zu verringerten
Emissionen sowie geringeren Kosten flihren.

Des Weiteren sollte die Quervernetzung bereits im feuchten Zustand eine hohe Festigkeit
gewahrleisten, so dass bereits geformt Kerne fiir weitere Prozessschritte zu Verfligung ste-
hen, ohne dass diese vollstandig getrocknet sind. So werden z.B. Gusskerne haufig mit sog.
Schlichten behandelt, um bessere Oberflachen der Gussteile zu erzielen. Diese Suspensio-
nen basieren meist auf Wasser oder organischen Losungsmitteln, in denen feine Partikel

suspendiert sind. Diese setzen sich auf der Oberflache ab und bilden eine glatte Oberflache
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bzw. kénnen die Oberflachen weiter verfestigen. Nach diesem Prozessschritt missen die
Kerne ebenfalls getrocknet werden. Die Verwendung von Wasserschlichten ist vorteilhaft, da
keine Losungsmittel emittiert werden und das Handling sowie die Lagerung vereinfacht wer-
den [Henneberg, 2011]. Bei unvernetztem Protein als Bindemittel kénnten wasserbasierte
Schlichten jedoch nicht angewandt werden, da sie zu einer Zerstérung der Kerne flihren
warden.

Die technologischen Anforderungen, die an Bindemittel in der GieRRereiindustrie gesetzt wer-
den, wurden in der Einleitung (Abschnitt 1.1.1) dargestellt. Einer der wichtigsten Parameter
fur die Beurteilung von Bindemitteln ist die erreichbare Formfestigkeit, da beim Einflllen der
Schmelze in die Form, insbesondere auf Gusskerne, sehr hohe Krafte wirken kénnen. Fir
Bindemittel (BM) in der Gieldereiindustrie existieren keine Normen, die Mindestfestigkeiten
der damit hergestellten Gusskerne festlegen. Das Spektrum der verwendbaren Bindemittel-
typen, die Variation des verwendeten Bindemittelanteils sowie der verwendete Formstoff
haben einen groRen Einfluss auf die resultierende Festigkeit. Deshalb ist die Angabe von
durchschnittlichen Festigkeiten fur konventionelle BM nicht mdglich. Erforderliche Festigkei-
ten werden meist in Vereinbarungen zwischen Lieferant und Anwender festgeschrieben.
Neben der Festigkeit sind noch andere Eigenschaften der BM von Bedeutung, wie z.B. die
erzielbare Oberflachengute der Gussteile, die Gasentwicklung oder entstehende Emissionen
wahrend und nach dem Gussprozess, um nur einige zu nennen.

Um die Festigkeit von Formstoffen beurteilen zu kénnen, werden am haufigsten die Druck-
oder Biegefestigkeit ermittelt. Da es sich um unterschiedliche Belastungsarten handelt, ist es
nicht moglich, die ermittelten mechanischen Kennwerte aus verschiedenen Prifverfahren zu
korrelieren. Beim Druckversuch wird der Widerstand gegen eine Druckkraft gemessen, dies
ist z.B. der hydrostatische Druck der Schmelze. Auf Gusskerne, die von Schmelze umgeben
sind, wirken wiederum Auftriebskrafte, die in einer Biegebelastung des Gusskernes resultie-
ren. Je nach Belastungsart misste demnach ein unterschiedliches Messverfahren eingesetzt
werden. Haufig ist es jedoch der Fall, dass lediglich eines der beiden Messverfahren einge-
setzt wird und aus der gemessenen Festigkeit Riickschlisse auf die Giite des Formstoffes
gezogen werden, was in der Praxis meist ausreichend ist. Daneben existieren noch andere
Messverfahren, die jedoch weniger haufig verwendet werden (z.B. Ermittlung der Zugfestig-
keit).

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse wurden durch die Messung der Druckfestigkeit
von Formkdérpern erzielt. In ersten Versuchen wurde gezeigt (Abschnitt 3.1.1.2), dass bei der
Ermittlung der Druckfestigkeit im Vergleich zur Biegefestigkeit geringere Standardabwei-
chungen auftraten. AuRerdem war es nur mittels Druckversuch moglich, die Festigkeit von
feuchten Proben zu messen. Da bei allen weiteren Versuchen die Druckfestigkeit ermittelt

wurde, sind samtliche Ergebnisse innerhalb der vorliegenden Arbeit vergleichbar.
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Im Jahr 2001 wurde auf einer Fachtagung Uber die Verwendung von Protein (Gelatine) fir
Bindemittelzwecke im Sandformguss berichtet [Mus et al., 2001]. Allerdings existieren tber
die Verwendung von Proteinen als BM flr Sand keinerlei Originalpublikationen in wissen-
schaftlichen Zeitschriften. Lediglich aus Firmenprospekten (z.B. der Fa. Hormel Foods
Cooperation) und Patenten konnten einige Angaben entnommen werden. Die wenigen Fes-
tigkeitswerte, die gefunden wurden, bezogen sich auf die erreichbare Zugfestigkeit der
Formstoffe. Wie bereits erwahnt, kdbnnen Zugfestigkeiten nicht mit Druckfestigkeiten vergli-
chen werden. Jedoch soll hier die grundsatzliche Eignung von Proteinen anhand des Ver-
gleichs mit der Zugfestigkeit konventioneller BM bzw. anderer alternativer BM gezeigt wer-
den. Flr das Gelatine-basierte GMBond wurde eine Zugfestigkeit von 1,72 MPa bei einem
Bindemittelanteil von 1,0 % b.o.s. ermittelt [Parker und Herreid, 2005]. Fir ein konventionel-
les (haufigst verwendetes) BM auf Polyurethanbasis (Coldbox-Prozess) wurde als Ver-
gleichswert eine Zugfestigkeit von 1,42 MPa bei einem Bindemittelanteil von 1,1 % b.o.s.
angegeben [Crandell et al., 2004]. Mit anderen biologisch abbaubaren Bindemitteln wie PLA,
PHB oder PLGA, die dem Formsand (in organischen Lésungsmitteln aufgeldst) zugesetzt
wurden, konnten lediglich Zugfestigkeiten < 1 MPa bei einem Bindemittelanteil von 1,67 %

ermittelt werden [Dobosz und Major-Gabrys, 2010].

Die in der vorliegenden Arbeit erreichten Biegefestigkeiten von Caseinat-gebundenem
Sand liegen mit Gber 250 N/cm? (Abbildung 3-1, Abschnitt 3.1.1.2) ebenfalls im Bereich kon-
ventioneller Formsande. Die Biegefestigkeiten von Cold-Box-Bindemitteln (haufigste ver-
wendete BM-Systeme) liegen bei einem Bindemittelgehalt von 1,2 % b.o.s. zwischen 150 —
450 N/cm? [Eder et al., 2006]. Fur andere Bindemittelsysteme variieren die Festigkeiten in
einem Bereich von 250 — 700 N/cm?, jedoch bei teils deutlich héheren Bindemittelgehalten
(ca. 2,5 %) und anderen Herstellungsbedingungen [Bischoff, 2003].

Zur Vergleichbarkeit der Druckfestigkeit von harzgebundenen Prifkérpern mit proteinge-
bundenem Sand sei als Beispiel ein konventionelles Furanharz-System genannt, bei dem mit
1,3 % Bindemittelgehalt (1,0 % Harz + 0,3 % b.o.s. Harterzusatz) eine Druckfestigkeit von
4,5 MPa erreicht wurde [Podobed, 2003]. Bei der Verwendung von Proteinen wurden in der
vorliegenden Arbeit bei vergleichbarer Bindemittelmenge weit hohere Druckfestigkeiten von
bis zu 9 MPa (mit 1,4 % b.o.s. Caseinat) ermittelt.

Mit den Ublicherweise verwendeten Cold-Box-BM kénnen zwar Gusskerne mit sehr hoher
Festigkeit hergestellt werden, jedoch gibt es verschiedene Einflussfaktoren, die die Festigkeit
teils erheblich herabsetzen kdnnen. So fihrt beispielsweise die Lagerung des mit Harz ver-
setzten Sandes (ohne Zusatz des Katalysators) Uber einen Zeitraum von wenigen Stunden
zu einem hohen Festigkeitsverlust (- 40 % nach 3 h), da bereits unter normalen Lagerbedin-

gungen chemische Reaktionen im Harz stattfinden [Eder et al., 2006]. Ebenso wirken sich
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bereits geringste Feuchtegehalte des Sandes auf die erzielbare Festigkeit aus, da die
Isocyanatkomponente mit dem Wasser unter CO, — Bildung reagieren kann. Auf3erdem kon-
nen alkalisch wirkende Verunreinigungen im Formstoff (aus dem Recyclingprozess) die Fes-
tigkeit von Cold-Box-BM im ausgeharteten Zustand bereits nach wenigen Stunden deutlich
herabsetzten [Weicker, 2006].

Wie im Ergebnisteil dargestellt (Abbildung 3-3) hatte die Lagerdauer von proteingebundenem
(getrockneten) Sand keinen Einfluss auf die Festigkeit, unter der Voraussetzung, dass die
relative Luftfeuchte den Wert von 50 % r.F. nicht Gbersteigt (Abschnitt 3.1.1.4). Durch Was-
seraufnahme des Proteins bei hoherer Lagerfeuchte sank die Festigkeit des Formstoffes.
Allerdings ist zu vermuteten, dass sich die urspriingliche Festigkeit durch das erneute Trock-
nen der Kerne zumindest grofteils wieder einstellen wirde (sofern keine mikrobielle Konta-
mination bei sehr hoher Feuchte eintritt).

Im Unterschied zum Cold-Box-Verfahren kénnten nicht verbrauchte Kerne einfach recycelt
werden, da das Protein durch Wasserzugabe wieder in Lésung geht und der Formstoff seine
urspringliche FlieRfahigkeit zurickgewinnt. Dieses einfache Recycling ware bei der Veran-
derung des Produktionszieles oder fur Ausschussteile (z.B. Kernbruch in der Fertigung) von
Vorteil. D.h. mit dem rehydrierten Formstoff ware es madglich, unmittelbar nach der Befeuch-
tung des Sandes daraus wieder neue Kerne herzustellen. Die Lagerung des Formstoffes im
feuchten Zustand Uber wenige Stunden sollte zwar keinen Einfluss auf die erzielbare Festig-
keit haben, jedoch handelt es sich bei Proteinen prinzipiell um Substrate, die ein mikrobielles
Wachstum ermdéglichen und dabei abgebaut werden. Die Verwendung von proteinbeschich-
tetem Sand, der erst in der Form rehydriert und anschlieRend gleich wieder getrocknet wird,
stellt eine mdgliche Variante dar, die nicht untersucht wurde. Neben der guten Lagerfahigkeit
kann moglicherweise auch ein besseres Formflllungsvermégen durch den trockenen Sand
bei der Kernherstellung realisiert werden. Diese Verfahren wurde bereits fir GMBond paten-
tiert [Herreid und Srsen, 2002].

Die Mdglichkeit der Verwendung von Proteinen als Bindemittel flir GieRereisand wurde bis-
her nur vereinzelt beschrieben [Salzberg, 1939; Siak, 1996]. In der vorliegenden Arbeit wur-
den systematisch mehrere Proteine auf ihre Eignung als Bindemittel in Bezug auf die er-
reichbare mechanische Festigkeit untersucht. Dabei wurde der Einfluss der enzymatischen
Quervernetzung des Proteins durch das Enzym Transglutaminase untersucht. Die enzymati-
sche Quervernetzung von Proteinen durch MTG im Lebensmittelbereich ist seit langerem
bekannt [Dube et al., 2006] und wird erfolgreich eingesetzt [Yokoyama et al., 2004], jedoch
wurde diese Reaktion bisher nicht auf das vorliegende Anwendungsgebiet Ubertragen.

Die Bildung der intra- oder intermolekularen Isopeptidbindungen im Protein fihrt zu einem
Molekilnetzwerk, dessen physikalische Eigenschaften sich andern [Schafer et al., 2005]. In

Abhangigkeit vom Wassergehalt der Proteinldsung bzw. kolloidalen Dispersion kommt es zu
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einem Anstieg der Viskositat oder zu einer Gelbildung [Nio et al., 1986; Sakamoto et al.,
1993]. Fir die Bestimmung des Vernetzungsgrades kamen bisher massenspektrometrische
Methoden zum Einsatz [Schafer et al., 2005]. Ebenso konnte der Zusammenhang zwischen
Gelfestigkeit (Messung mittels Texture Analyzer) und Vernetzungsgrad gezeigt werden
[Schafer et al., 2007]. In der vorliegenden Arbeit wurde die Druckfestigkeit feuchter Prifkor-
per mit enzymatisch quervernetztem Protein bestimmt und damit ein relativer Wert fir den
Quervernetzungsgrad gemessen. Dies liel jedoch keine Aussage Uber den absoluten Quer-
vernetzungsgrad zu. Mittels SDS-PAGE konnte zwar die enzymatische Quervernetzung
nachgewiesen werden, allerdings gibt die elektrophoretische Trennung keinen Aufschluss
Uber die Anzahl der Bindungen durch die enzymatische Vernetzung. Da bereits jeweils eine
Isopeptidbindung zu zwei benachbarten Molekilen schnell zu hohen Molekllmassen flhrt,
kann das Proteinmakromolekil nicht mehr in das Trenngel wandern. Der Quervernetzungs-
grad lasst sich deshalb mittels SDS-Page nicht mehr bestimmen.

Bei Druckversuchen an feuchten Prifkérpern wurden mit einer molekularbiologisch optimier-
ten MTG — Variante (S2P-MTG) trotz hoherer spezifischer Aktivitat geringere Festigkeiten mit
Caseinat als Bindemittel gemessen.

Die Aktivitat der Enzyml6sungen wurde mittels Hydroxamat-Test bestimmt. Damit kdnnen die
abweichenden Ergebnisse erklart werden. Die Substrate in diesem Test (Z-GIn-Gly und
Hydroxylamin) sind relativ klein und diffundieren damit leicht. In Proteinmolekulen (mehrere
kDa Molekulargewicht, je nach Protein) sind die relevanten Aminosauren dagegen (Lys, Gin)
von anderen Aminosauren umgeben.

Von Glutamin ist auBerdem bekannt, dass es in Abhangigkeit der beiden umgebenden AS
ein Substrat fur die TG darstellt [Matsumura et al., 1996], d.h. es kénnen auch Glutamine im

Protein vorliegen, die nicht vernetzt werden kdnnen.

Durch die MTG-induzierte Gelierung des Proteins gelang es in der vorliegenden Arbeit, rela-
tiv feste (feuchte) Formkoérper herzustellen und das Protein wasserunléslich zu machen.
Feuchte Prifkdrper mit enzymatischer Vernetzung (1,0 % b.o.s. Caseinat) konnten in hei-
Rem Wasser gelagert werden (90 °C, 5 min) ohne dabei zu zerfallen (Abbildung 3-19, S. 61).
Probekorpern ohne Vernetzung zerfielen dagegen bei Lagerung in heiRem Wasser. Ob die
erzielte Festigkeit flr ein sicheres Handling (z.B. beim industriellen Schlichten) ausreichend
ist, konnte nicht untersucht werden, da Grélke und Geometrie der Formteile stark variieren

kbnnen.

Bei Verwendung der Proteine Caseinat, Sojaprotein und Gelatine kam es, wie in Abschnitt
3.1.6 dargestellt, zu einer Reduzierung der Druckfestigkeit durch die enzymatische QV im

trockenen Zustand gegenulber Formkdérpern, die ohne MTG hergestellt wurden. Bei der Ver-
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wendung von Erbsenprotein konnte die Festigkeit im trockenen Zustand jedoch gesteigert
werden (Abschnitt 3.1.4.3).

Untersuchungen von getrockneten Formkdrpern mittels ESEM, die mit Caseinat bzw. Erb-
senprotein hergestellt wurden, zeigten Strukturunterschiede innerhalb des Formstoffes bzw.
der Binderbricken infolge der QV. Diese Veranderungen in der Morphologie der Binderbru-
cken waren jedoch bei beiden Proteinen optisch gleich, so dass daraus allein keine Ruick-

schlisse auf den festigkeitsreduzierenden Effekt gezogen werden konnten.

Gelatine bildet bei Temperaturen Gber 40°C mit Wasser eine Lésung, in der die Proteinmole-
kiile in einer Random Coil - Struktur vorliegen. Bei Absenkung der Temperatur einer solchen
Lésung kommt es zur Bildung eines Gels aufgrund der Ausbildung von Tripelhelizes, d.h.
temperaturabhangig werden Strukturen mit einem héheren Ordnungsgrad aufgebaut. Diese
Strukturen bilden ein Netzwerk und fihren damit zur Gelbildung. Die enzymatische Querver-
netzung von Gelatine hat einen signifikanten Einfluss auf die Ausbildung des Gelnetzwerks
[Babin und Dickinson, 2001]. Im Sol-Zustand fuhrt die enzymatische Vernetzung zu einer
beeintrachtigten Mobilitat der Gelatinemolekule und verhindert teilweise die Ausbildung der
Ubergeordneten Strukturen. Damit ware ein Festigkeitsverlust der Gelatine-gebundenen
Sandprufkorper zu erklaren.

Im Gegensatz dazu bildet Caseinat nach derzeitigem Kenntnisstand im trockenen Zustand
keine Ubergeordneten Strukturen [Horne, 2002]. D.h. eine ,Stérung’ der Ausbildung geordne-
ter Strukturen wie bei Gelatine ist unwahrscheinlich und sollte demnach keinen Einfluss auf
die Verfestigung wahrend des Trocknens haben. Durch die zusatzlichen Vernetzungspunkte
ware dagegen eher mit einer hdheren Festigkeit zu rechnen gewesen.

Bei Sojaprotein handelt es sich um ein Gemisch von verschiedenen Speicherproteinen, die
haufig in Proteingruppen eingeteilt werden. Eine haufige Einteilung findet nach der Loéslich-
keit statt, wobei Albumine, Globuline, Prolamine und Gluteline unterschieden werden [Os-
borne, 1924]. Die Globuline sind in den meisten Hulsenfriichten das Hauptspeicherprotein
[Shewry et al., 1995]. Die Konformation der Speicherproteine unterscheidet sich damit we-
sentlich von Caseinat und Gelatine, wahrend bei Erbsenprotein aufgrund der Verwandtschaft
der Erbsenpflanze mit Soja (Leguminosen, Unterfamilie Faboideae) eine sehr ahnliche Zu-
sammensetzung und Konformation der Speicherproteine zu erwarten ist [Rimbach et al.,
2010]. Das Molekulargewicht der einzelnen Proteine variiert in einem weiten Bereich. Zusatz-
lich kann es, abhangig von der Extraktionsmethode, zu einem teilweisen Abbau (zur Verrin-
gerung des Molekulargewichts) der Makromoleklle gefuhrt haben. Das massebezogen
haufigst vorhandene Protein Glycinin in Soja besteht beispielsweise selbst aus 6 Protein-
untereinheiten, diese Hexamere (11S) kénnen zudem in Trimere (8S) und Monomere (3S)

dissoziieren [Krishnan, 2001].
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Durch die unterschiedlichen Proteinstrukturen sind die verschiedenen verwendeten Proteine
somit nicht direkt vergleichbar, am ehesten ware dies bei Soja- und Erbsenprotein der Fall.
Die Untersuchungen mittels SDS-PAGE zeigten jedoch, dass bei Erbsenprotein distinkte
Banden der Speicherproteine zu sehen waren. Bei Sojaprotein handelte es sich hingegen
um ein Gemisch verschieden grof3er Peptide, die in einem weiten Molekulargewichtsbereich
vorlagen (Abbildung 3-18, S. 60).

Die Glasubergangstemperatur ist bei der Beschreibung der mechanischen Eigenschaften
von Polymeren bzw. Makromolekiilen von Bedeutung, da die Verformungsfahigkeit solcher
Stoffe in diesem Bereich die groRte Veranderung erfahrt. Aus der Literatur ist bekannt, dass
die Glasubergangstemperatur bei Proteinen stark vom Wassergehalt abhangig ist, d.h. je
mehr Wasser ein Protein enthalt, desto niedriger ist die Glasibergangstemperatur [Cuq et
al., 1998; Noel et al., 1995]. Das Wasser auf Proteine einen Weichmachereffekt erzielt, wur-
de z.B. in Abschnitt 3.1.1.4 gezeigt.

Bei konventionellen Polymeren steigt die Glaslibergangstemperatur gewdhnlich mit dem
Grad der Quervernetzung, da Molekllbewegungen behindert werden. Bei Proteinen ist dies
jedoch nicht immer der Fall. So wurde fur Alpha-Casein ein Anstieg der Glasubergangstem-
peratur infolge enzymatischer Quervernetzung gemessen [Mizuno et al., 1999]. Dagegen
wurde die Glaslbergangstemperatur von Sojaprotein gesenkt [Mizuno et al., 2000]. Erklart
werden kann dieser Effekt mit einer verstarkten Einlagerung von Wasser (bei Sojaprotein) im
Proteinnetzwerk.

Die in der Arbeit Ubliche Trocknungstemperatur fir Formsandkdérper lag bei 95 °C. Da der
Einfluss einer verstarkten Wassereinlagerung im vernetzten Proteinnetzwerk als Ursache flr
geringere Festigkeiten bei Caseinat ausgeschlossen werden sollte, wurden Prifkérper eben-
so bei 110 °C getrocknet (Abschnitt 3.1.1.3). Trotz der héheren Trocknungstemperatur und
Lagerung uber Silicagel konnte keine Anderung der mechanischen Eigenschaften beobach-
tet werden. Zusatzlich wurde die Masse von Prufkdrpern Uberprift, die mit und ohne enzy-
matische QV hergestellt wurde, auch hier konnten keine Hinweise auf einen Unterschied im
Wassergehalt festgestellt werden. Fir Caseinat konnte somit ein festigkeitsreduzierender

Einfluss von Wasser im Proteinnetzwerk ausgeschlossen werden.

Aus den Untersuchungen von Proben mit und ohne enzymatische QV mittels ESEM ging
hervor, dass sich die Struktur der aus Caseinat bestehenden Bindemittelbricken durch die
QV anderte. Durch die QV bei der Prifkérperherstellung kommt es zu einem Anstieg der
Viskositat der Proteinldsungen. Vermutlich konnte deshalb die Proteinldsung nach der Ver-
netzung nicht mehr in den Zwickel zwischen den Sandkdrnern migrieren. Daher kommt es

vermutlich nicht zur Ausbildung einer stabilen Binderbricke zwischen den Sandkdrnern wie
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bei Verwendung von Caseinatlésung ohne MTG. Es wurde angenommen, dass die vernetz-
te Proteinldsung austrocknet und eine (moglicherweise pordse) Proteinstruktur mit geringerer
Festigkeit zurlickbleibt.

Ein ahnlicher festigkeitsreduzierender Effekt lieR sich durch Gefriertrocknung von Prufkor-
pern mit Caseinat als Bindemittel (-MTG/+MTG) erzielen. Die Prifkérper dieser Versuchsrei-
he (-MTG/+MTG) wurden nach der Inkubation bei 50 °C aus dem Ofen entnommen und in
mehreren Schritten auf - 80 °C gekuhlt. Dabei gefriert die Proteinldsung und kann sich eben-
so nicht mehr an den Kontaktpunkten der Sandkdrner konzentrieren. Nach der Gefriertrock-
nung wurden bei beiden Prifkérpertypen (MTG/+MTG) Festigkeiten gemessen, wie sie auch
bei enzymatisch vernetzten (im Ofen bei 95 °C getrockneten) Proben gemessen wurden
(Abbildung 3-14, S. 56). Es liel3 sich damit zeigen, dass bei einer sehr geringen Mobilitat der

Proteinlésung (durch Vernetzung bzw. Einfrieren) ein starker Festigkeitsverlust auftritt.

Ein Kriterium fur die Untersuchung von Bindemitteln auf Proteinbasis ist, dass Proteine aus
nachwachsenden Rohstoffen gewonnen werden kénnen und zudem vollkommen biologisch
abbaubar sind.

Bei der Verwendung von Bindemitteln fir GieRRereisand missen allerdings im Gegensatz zu
den meisten anderen Verwendungsmoglichkeiten von biologisch abbaubaren Werkstoffen
die Verbrennung bzw. die Verbrennungsprodukte, die beim Giellen entstehen, in die Be-
trachtung mit einbezogen werden. Die beim thermischen Abbau des Protein-Bindemittels
freigesetzten Emissionen wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. Die Messung
der Pyrolyseprodukte von organischen Bindemitteln fiir Giel3ereisande ist sehr komplex, da
eine grolRe Vielfalt organischer Stoffe entstehen kann. Zur Charakterisierung von Emissionen
werden haufig aufgrund ihrer Toxizitat besonders relevante Stoffgruppen zusammengefasst,
so z.B. die Gruppe der Aromaten Benzol, Toluol und Xylol (BTX). Fur konventionelle Binde-
mittel wurden bereits umfangreiche Untersuchungen hinsichtlich der entstehenden Emissio-
nen durchgeflihrt [Spang, 2001]. Ein in den USA initiiertes Forschungsprogramm zur Reduk-
tion von Emissionen (Casting Emission Reduction Program, CERP) untersuchte ein fir die
Herstellung von Gussformen vorgesehenes Bindemittel auf Gelatinebasis (GMBond). Dieses
wurde hinsichtlich der Emissionen im Vergleich mit zwei verschiedenen konventionellen Bin-
demittelsystemen untersucht [Technikon, 2005]. Unter Verwendung des proteinbasierten
Bindemittels konnten wahrend des Giellens, in der Abklhlphase und nach dem Entformen
deutlich verringerte Emissionen nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse wurden von ande-
rer Seite ebenfalls im Vergleich mit zwei konventionellen Bindemitteln bestatigt [Wang et al.,
2007].

In der vorliegenden Arbeit wurden neben Gelatine auch andere Proteine auf ihre Eignung als

BM untersucht. Ob die in der Literatur beschriebenen Ergebnisse bezuglich der Emissionen
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auf andere Proteine Ubertragbar sind, wurde nicht untersucht. In Abhangigkeit von der Pri-
marstruktur der verwendeten Proteine ist zu erwarten, dass der Anteil schwefelhaltiger oder
aromatischer Aminosauren einen signifikanten Einfluss auf die Bildung von Luftschadstoffen
haben koénnte. Weiterhin kdnnten Verunreinigungen des Proteins fur die Emission von
Schadstoffen verantwortlich sein. Versuche mit proteingebundenen Prifkérpern, die in eine
Aluminiumschmelze getaucht wurden, zeigten zudem Rauchentwicklung. Eine Mdglichkeit
der Reduktion von Geruch und Rauch kénnten Proteine mit geringem Gehalt von aromati-
schen Aminosauren bzw. sehr reine Proteine ohne Verunreinigungen (wie z.B. Fettriickstan-
de) sein. Ein kinstliches Protein, das fiir solche Bindemittelzwecke designt wird (z.B. ohne
aromatische AS, ohne schwefelhaltige AS) kénnte ebenso zu verringerten Emissionen flih-
ren.

Als einer der Vorteile des GMBond - Bindemittels wurden neben den verringerten Emissio-
nen auch eine einfache Entformbarkeit der Gusstiicke angefiihrt [Technikon, 2005]. Bei kon-
ventionellen Bindemitteln werden (abhangig von Bindemitteltyp und -menge) sehr hohe Fes-
tigkeiten erreicht, was im Gussprozess von Vorteil ist (bis 700 N/cm? Biegefestigkeit im Ver-
gleich zu 270 N/cm? bei Protein, vgl. Abschnitt 3.1.1.2). Allerdings muss auch sichergestellt
sein, dass das Bindemittel infolge der thermischen Belastung genligend Festigkeit verliert,
um das Gussstuck einfach aus der erkalteten Form entnehmen zu kdnnen. Hohe Restfestig-
keiten bedeuten einen Mehraufwand in der Produktion und bergen die Gefahr der Zerstérung
des Gussteils bei der Entformung bzw. Entfernung der Formreste.

Fir Caseinat wurde bereits bei 300°C ein Festigkeitsverlust von 60 % nach 15 min gemes-
sen (siehe Abschnitt 3.1.9.1). Bei Temperaturen von 400 °C wurde bereits nach 10 min ein
Festigkeitsverlust von etwa 75 % gemessen, nach 20 min war nur noch eine Restfestigkeit
von etwa 10 % messbar. Die Schmelzetemperatur von Aluminiumlegierungen liegt dagegen
bei etwa 650-700 °C. Es ist anzunehmen, dass das Protein, welches mit Schmelze in direk-
ten Kontakt kommt, wahrend der Abkihlung des Gussteils soweit zerstért wird, dass keine
messbare Festigkeit erhalten bleibt. Unter realen Gussbedingungen hangt der Warmeeintrag
allerdings vom Masseverhaltnis von Gussteil zu Gussform ab.

Bei unvollstandiger thermischer Zerstérung des Proteins (unvernetztes Protein) besteht die
Méglichkeit, die proteingebundenen Formstoffreste mittels Wasser aus den Gussteilen zu
entfernen. Dies ist bei den meisten konventionellen Bindemitteln (z.B. Coldbox-Verfahren)
nicht moglich, da eine chemische Vernetzung des Bindemittels stattgefunden hat. Enzyma-
tisch nicht vernetztes Protein 16st sich in Wasser und der Formstoff kann somit gereinigt
werden (siehe Abbildung 3-26). Zwar ist (thermisch unbelastetes) enzymatisch vernetztes
Protein nicht mehr wasserl6slich, jedoch wird dessen Festigkeit in Anwesenheit von Wasser
erheblich reduziert, was zu einer einfachen Entfernung des Formstoffes fuhrt. Wie in Ab-

schnitt 3.1.9.4 gezeigt, kdbnnen Proteaselésungen benutzt werden, um das Protein vom den
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Sand zu l6sen und den Sand damit zu reinigen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass wie-
derbefeuchteter Sand, der nicht thermisch belastet wurde (z.B. wenn Gussformen vor dem
Abguss beschadigt wurden) fur eine erneute Verwendung zur Formherstellung bei nur gerin-
gem Festigkeitsverlust (ca. 10 % nach 3facher Wiederverwendung, siehe Abbildung 3-29)
geeignet ist. Zusammenfassend seien hier die méglichen Vor-und Nachteile bei Verwendung

von Proteinen als Bindemittel genannt:

- Einfaches Formstoffrecycling nicht genutzter Gusskerne durch Rehydrierung

- niedrigere Zerfallstemperaturen, einfache Entformbarkeit

- ungiftige Ausgangsstoffe

- Recycling des Sandes durch Waschen (optional mit Proteasen) maglich

- Weniger giftige Emissionen durch Ausgliihen [Wang et al., 2007]

- Hoherer Preis fiur Proteine

- Wasser als Losemittel notwendig (Trocknung energieaufwendig, Schittfahigkeit re-
duziert)

- Geruchs- und Rauchentwicklung beim Giel3en

Es konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Proteine prinzipiell als Bindemittel
fur Sand geeignet sind und hohe Festigkeiten erreicht werden kénnen. Dem Einsatz von Pro-
tein steht jedoch der hohe Preis gegenuber konventionellen Bindemitteln entgegen (derzeit
2-10facher Preis von Proteinen gegeniber Phenolharzen, gro3e Schwankungen der Markt-
preise). Aufgrund der besseren Recyclingfahigkeit des Altsandes, dem stark verringerten
Einsatz von Chemikalien in Verbindung mit reduzierten Emissionen stellen Proteine trotz des

hoheren Preises eine interessante Alternative zu konventionellen Bindemittelsystemen dar.
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Untersuchungen zur Eignung von Proteinen als Bindemittel fiir Holzwerkstoffe
Innerhalb der letzten 25 Jahre wurde intensive Forschung im Bereich alternativer Bindemit-
tel fir Holzwerkstoffe betrieben, wobei sehr unterschiedliche Ansatze genutzt wurden [Krug,
2007a]. Neben der Substitution von konventionellen Bindemitteln durch Protein- oder starke-
basierte Bindemittel wurde untersucht, inwieweit sich die holzeigenen Bindekrafte durch ver-
anderte Aufschlussverfahren (bei Faserplatten) oder eine enzymatische Behandlung des
Holzes aktivieren lassen[Felby et al., 2002; Kies et al., 2007]. Neben den vorgenannten gab
es aullerdem Ansatze, Tannine [Dix und Marutzky, 1985] oder Lignin als Bindemittel zu ver-
wenden.

Die Verwendung von Proteinen als Bindemittel fir Holzwerkstoffe wurde in der Literatur be-
reits mehrfach beschrieben. Dabei wurde das Protein entweder als alleiniges BM eingesetzt
[Khosravi et al., 2010; Krug und Tobisch, 2010; Metzger, 2007; Qiang et al., 2010; Schopper,
2006], oder konventionelle BM mit Protein gemischt verwendet [Krug, 2007b; Yang et al.,
2006].

In der vorliegenden Arbeit sollte primar der Einfluss der enzymatischen Quervernetzung des
Proteins auf die Eigenschaften von Spanplatten untersucht werden. Fiur diese Versuche
wurden keine Blends mit konventionellen BM verwendet, um mdgliche Einflisse auf die Ver-
suchsergebnisse zu vermeiden und eine mogliche Inaktivierung des Enzyms von vornherein
auszuschlieRen.

Im Gegensatz zu Bindemitteln fur Giel3ereisand gibt es verschiedene nationale Standards,
die unterschiedliche Anforderungen an Holzwerkstoffe festlegen. Die Ergebnisse in dieser
Arbeit wurden auf die Anforderungen der europaischen Normen bezogen. Wie bereits in Ab-
schnitt 3.2.2.1 gezeigt, wurden die Mindestanforderungen an Querzugfestigkeit (0,4 N/mm?)
und Biegefestigkeit (11 N/mm?) in den dargestellten Versuchen erflllt. Abbildung 4-1 zeigt
eine Gegenuberstellung von Werkstoffkennwerten fir Spanplatten mit ahnlichen Bindemit-
telmengen, die an anderer Stelle publiziert wurden. Die Ergebnisse sind allerdings nicht di-
rekt vergleichbar, da verschiedene Herstellungsparameter/-verfahren eingestellt bzw. ver-
wendet wurden. Jedoch haben diese Ergebnisse orientierenden Charakter in Bezug auf die
erreichbaren Festigkeiten. Diesen Werten sind die mechanischen Kennwerte von konventio-
nellen PF-Harz-gebundenen Spanplatten gegenilibergestellt. Folgende Parameter variierten

in den einzelnen Literaturangaben:

- Presszeitfaktor

- Presstemperatur

- Bindemittelmenge

- Ausgangsfeuchte des Spanvlieses
- Plattendicke
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Um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zumindest ansatzweise zu ermdglichen, wurden
jeweils die besten erzielten Ergebnisse der einzelnen Publikationen angegeben (fur protein-

gebundene Spanplatten). Dabei wurden als Auswahlkriterien die Biegefestigkeit bzw. Quer-

zugfestigkeit festgelegt.
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Abbildung 4-1: Vergleich von Querzug- und Biegefestigkeiten von Spanplatten, die mit Proteinen als
Bindemittel hergestellt wurden. Zum Vergleich sind die Festigkeitswerte von Spanplatten mit konventi-
onellen PF-Harzen angegeben (Ref. 5 und Ref. 6). Die Legende (Referenzen) findet sich in Tabelle
4-1.

Tabelle 4-1: Ubersicht (iber mechanische Kennwerte und Dickenquellung von Spanplatten, die mit
Protein als Bindemittel hergestellt wurden

Querzug- Biege-
festigkeit | festigkeit | Quellung
Quelle Protein/BM [N/mm?] [N/mm?] [%] (2 h]
Caseinat
Caseinat vorliegende Arbeit (MTG-vernetzt) 0,68 26,3 33
Ref. 01 | [Kehr und Sirch, 1998] Caseinat 0,84 20,4 8
Soja/Caseinat
Ref. 02 [Kehr, 1999] (67/33 %) 0,68 17,1 -
Ref. 03 [Kehr, 1999] Weizen 0,69 18
Ref. 04 | [Sirch und Kehr, 1997] Weizen 0,53 13 9
Phenol-
[Dix und Marutzky, Formaldehyd
Ref. 05 1985] (PF) 0,7 19,4 15,5
Ref. 06 [Metzger, 2007] PF 0,69 15,2 16,2

Wie Abbildung 4-1 entnommen werden kann, sind die alternativen Bindemittel den konventi-
onellen BM bezlglich der erreichbaren mechanischen Eigenschaften gleichwertig. Wan-

schenswert flr einen breiten Einsatz biobasierter BM im Holzwerkstoffbereich ware jedoch
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eine verbesserte Resistenz gegen Feuchtigkeit. Konventionelle BM erlauben die Herstellung
von Holzwerkstoffen, die aufgrund ihrer Feuchteresistenz auch im AulRenbereich eingesetzt
werden konnen. Biobasierte Bindemittel sind dagegen haufig wasserldslich (Proteine, Koh-
lenhydrate) oder besitzen ein hohes Wasseraufnahmevermdgen. Der Zielkonflikt besteht in
der Tatsache, dass die verwendeten Rohstoffe oft als wassrige Lésung verarbeitet werden
mussen, jedoch anschlieRend kein Wasser mehr aufnehmen sollen. Dies setzt jedoch eine
Umwandlung (chemisch/physikalisch) der verwendeten Stoffe voraus. Die relativ hohe Quell-
fahigkeit dieser Werkstoffe beschrankt das mdgliche Anwendungsgebiet solcher Holzwerk-
stoffe, da eine temporare Exposition zu Wasser oder sehr hoher Luftfeuchte nicht immer
vollstandig ausgeschlossen werden kann. Die maximale Dickenquellung, die in der EN 312
(2003) fur Spanplatten des Typ P3 (allgemeine Zwecke, Verwendung in Feuchtraumen) auf-
gefuhrt ist, betragt beispielsweise in dem relevanten Dickenbereich von 8-19 mm 14 % (nach
24 h Quellung). Die in Tabelle 4-1 aufgefiuihrten Werte bezogen sich dagegen nur auf 2 h
Quellung, héhere Werte sind nach 24 h Wasserlagerung bei allen aus der Literatur vorge-
stellten Spanplatten zu erwarten. Eine dauerhafte Verbesserung der Feuchtigkeitsbestandig-
keit wirde zwar eine deutliche Verbesserung der Akzeptanz und eine gréRere Bandbreite
der Verwendungsmdglichkeiten eréffnen, allerdings ware damit auch automatisch die biolo-
gische Abbaubarkeit reduziert, da diese Abbaumechanismen nur in Anwesenheit von Was-
ser stattfinden koénnen.

In allen in der Natur vorkommenden biochemischen Prozessen spielen Enzyme eine zentrale
Rolle. Bei der Verwendung von Werkstoffen biologischen Ursprungs (z.B. Polysaccharide,
Proteine) wurde dem Potential dieser hocheffizienten Katalysatoren bisher nur in beschrank-
tem Umfang Beachtung geschenkt. So erfolgten z.B. Versuche zur Aktivierung von Lignin
mittels Laccase, bei denen Holzfasern mit Enzym behandelt und Faserplatten gepresst wur-
den. Dabei konnte gezeigt werden, dass Faserplatten allein durch die vorherige enzymati-
sche Behandlung der Holzfasern (ohne BM) hergestellt werden konnten [Felby et al., 2002].
Die Verwendung von Transglutaminase-vernetztem Protein zur Herstellung von Spanplatten
wurde bisher nicht in der Literatur beschrieben. Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse
zeigten erstmalig, dass die Dickenquellung von Spanplatten durch die enzymatische Quer-
vernetzung von Proteinen reduziert werden kann. Dabei hatte auch die Presstemperatur ei-
nen signifikanten Einfluss auf die Dickenquellung (Abbildung 3-34). Die Dickenquellung pro-
teingebundener Spanplatten liegt Uber den Werten, die mit konventionellen Bindemitteln er-
reicht wird (33 % gegenuber 15 % bei konventionellen BM). Durch verbesserte Technologien
(Verwendung von Additiven wie Wachs) oder die Verwendung von Enzymmischungen kénn-
te eine weitere Optimierung hinsichtlich Festigkeitsresistenz stattfinden.

Bei Spanplatten handelt es sich um den (masse- und volumenbezogen) meist verwendeten

Holzwerkstoff in Europa. Den Holzspanen werden dabei relativ groRe Mengen (Gréflkenord-



4 Diskussion 93

nung 10 %) Kunstharze als Bindemittel zugesetzt. Der Konkurrenzdruck im Bereich der Bin-
demittelhersteller ist bei verhaltnismalig kleinen Gewinnmargen und grof3en eingesetzten
Mengen (bei 8,7 x 10° m* Spanplatten mehrere 100.000 t/a in Deutschland) hoch. Konventi-
onelle Bindemittel sind im Vergleich zu Proteinen relativ preiswert (etwa 600 €/t fur UF-
Harze, [Schopper, 2008]). Pflanzliche Proteine, die in gréfieren Mengen als tierisches Prote-
in verfugbar sind, kosten mit 1500 €/t fir Sojaprotein (90 %, SPI) oder Gluten mit etwa 1000
€/t [Euroduna, 2011] deutlich mehr. Der Einsatz neuer Bindemittel ist nicht nur stark preisab-
hangig, sondern diese sollten auch kompatibel mit der Herstellungstechnologie sein. Durch
die Beimischung von Proteinen zu konventionellen Bindemitteln war es beispielsweise mdog-
lich, gleichzeitig die Formaldehydemissionen zu reduzieren und deutlich hellere Leimfugen
zu erzielen [Krug, 2007b].

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass es mit Proteinen als BM mdglich ist, sehr hel-
le Spanplatten (bei 110 °C) herzustellen (vgl. Abbildung 8-8 und Abbildung 8-9, siehe An-
hang). Ubliche Presszeitfaktoren liegen im Bereich von 7-11 s/mm [Krug et al., 2007], wéh-
rend bei den hier vorgestellten Versuchen Presszeitfaktoren von ca. 55 s/mm notwendig wa-
ren. Die Presszeit wurde in den durchgeflhrten Versuchen nicht optimiert, so dass eine deut-
liche Reduktion wahrscheinlich ist. Jedoch ist eine insgesamt héhere Presszeit durch die
héhere Spanfeuchte von 17 % (gegenuber ca. 12 % bei konventionellen BM) zu erwarten, da
entsprechend mehr Energie zum Verdampfen des Wassers notwendig ist. Den Vorteilen bei
der Verwendung von Proteinen als Bindemittel, wie die Verringerung der Formaldehydabga-
be oder verbesserter Optik stehen somit langere Prozesszeiten und der héhere Preis des
BMs entgegen.

Aufgrund der hohen Produktionsmengen entstehen ebenso hohe Abfallmengen nach deren
Nutzung. Etwa 50 % der hergestellten Spanplatten finden im Mdbelbau Verwendung. Durch
die relativ lange Lebensdauer dieser Produkte kommt es zu einem zeitlich verzégerten Ab-
fallaufkommen. Die kontinuierlich steigende Menge an gebrauchten Holzwerkstoffen wird
derzeit entweder recycelt und flir die erneute Spanplattenproduktion verwendet oder energe-
tisch genutzt [Frihwald et al., 2000]. Problematisch ist hierbei, dass formaldehydhaltige Bin-
demittel wieder in den Stoffkreislauf zuriickgefiihrt werden und somit weiterhin zu erhéhten
Emissionen beitragen oder bei der Verbrennung gefahrliche Stoffe freigesetzt werden. Auf-
grund der Anderung von gesetzlichen Rahmenbedingungen (insbesondere in Bezug auf die
Umweltvertraglichkeit) und der vorgenannten Vorteile kdnnten alternative Bindemittel trotz
hdherer Preise und hdéherer Herstellungskosten (z.B. durch lange Presszeiten) zukinftig eine

kommerzielle Verwendung finden.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Verwendung von Proteinen als alternatives Bin-
demittel fur Gielereisand zur Herstellung von Gussformen bzw. fur die Herstellung von
Spanplatten. Dabei wurde der Einfluss der enzymatischen Quervernetzung der Proteine mit-
tels eines Enzyms — mikrobielle Transglutaminase — auf die Festigkeitseigenschaften der
hergestellten Werkstoffe untersucht.

Die Verwendung von Caseinat und anderer wasserloslicher Proteine als Bindemittel fur Gie-
Rereisand zeigte, dass sich damit Formstoffe hoher Festigkeit (bis zu 9 MPa Druckfestigkeit)
herstellen lassen. Diese Biegefestigkeiten lagen ebenso im Bereich derer konventioneller
Bindemittel fir Formsand (250 N/cm?). Durch die Variation der Proteinanteile und des L6-
sungsmittelgehalts von Caseinat-gebundenem Sand konnte die Festigkeit zudem in einem
weiten Bereich eingestellt werden. Des Weiteren wurde gezeigt, dass auch mit anderen Pro-
teinen wie Sojaprotein, Erbsenprotein und Gelatine als Bindemittel fiir GielRereisand hohe
Festigkeiten erreicht werden kénnen (3,8 — 6,3 MPa Druckfestigkeit).

Die Verwendung von (mittels Transglutaminase) enzymatisch quervernetzten Proteinen als
Bindemittel wurde im Zusammenhang mit GielRereianwendungen noch nicht beschrieben.
Durch diese Vernetzungsreaktion verfestigten sich die Formstoffe im feuchten Zustand und
das Protein wurde wasserunloslich. Die enzymatische Quervernetzung des Proteins im
Formstoff bewirkte bei der Verwendung von Casein, Sojaprotein und Gelatine eine Redukti-
on der Druckfestigkeit des Formstoffes im trockenen Zustand. Bei der Verwendung einer
I6slichen Erbsenproteinfraktion konnte allerdings eine Festigkeitssteigerung durch die enzy-
matische Quervernetzung von 36 % gegentber unvernetztem Protein bewirkt werden. Mittels
elektronenmikroskopischer Aufnahmen konnten zudem strukturelle Anderungen der Binder-
mittelbriicken im Formstoff identifiziert werden.

Die Untersuchung der Lagerungsbedingungen von Prifkérpern fir den Druckversuch zeigte,
dass der Formstoff nach der Trocknung bei Luftfeuchten bis 50 % r.F. Uber langere Zeit ohne
Veranderung der Festigkeitseigenschaften lagerfahig ist. Wahrend der Lagerung bei hdherer
Luftfeuchte kam es zu einer Wasseraufnahme des Proteins und damit zu einer Verringerung
der Festigkeit.

Versuche zum thermischen Recycling der hergestellten Formstoffe zeigten, dass Protein bei
Temperaturen von 450 °C groftenteils (zu 99% )wieder vom Formstoff entfernt werden kann.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass thermisch nicht belasteter Formsand (mit unvernetz-
tem Protein) zur Wiederverwendung lediglich rehydriert werden muss oder durch Waschen
gereinigt werden kann. Bei enzymatisch quervernetztem Proteine war es durch die Verwen-

dung einer Proteaseldsung ebenso mdoglich, thermisch unbelasteten Formsand durch Wa-
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schen zu reinigen. Die Mdglichkeit des Recyclings von unbenutztem Formstoff ist bei kon-
ventionellen Bindemitteln dagegen nicht moglich.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Herstellung von Spanplatten mit Protein als alleinigem
Bindemittel untersucht. Mit einer Spanfeuchte von 17 % gegeniiber 12 % bei konventionellen
Bindemittelsystemen (z.B. Harnstoff-Formaldehyd-Harze) und vergleichbarem Bindemittelan-
teil (10 % bezogen auf das Holzgewicht) konnten stabile Spanplatten hergestellt werden. Die
enzymatische Quervernetzung des Proteins im Spanflies bzw. auf den Holzspanen fuhrte zu
einer Verringerung der Dickenquellung und zusatzlich zu héheren Festigkeiten der Spanplat-
ten. Bei Verwendung einer niedrigen Pressplattentemperatur von 110 °C (im Vgl. zu 220 °C
bei konventionellen Bindemitteln) konnten zudem sehr helle Spanplatten mit einer optisch
sehr ansprechenden Oberflache hergestellt werden, da es kaum zu einer Farbanderung des
Holzes kam. Die hergestellten Spanplatten erflllten aullerdem bezlglich der ermittelten
Querzug- und Biegefestigkeit die Mindestanforderungen nach EN 312 (2010) (P2 - Spanplat-
ten fir Mobel- und Innenausbau im Trockenbereich). Ein Teil der Ergebnisse dieser Arbeit
wurde vom Projektpartner weltweit patentiert [van Herwijnen et al., 2009].

Proteine kénnten in den dargestellten Anwendungsgebieten eine Alternative zu konventionel-
len Bindemitteln darstellen, demgegeniber stehen jedoch momentan héhere Rohstoffkosten
und langere Prozesszeiten. Die enzymatische Quervernetzung flhrte dabei zur Verbesse-
rung der mechanischen Festigkeiten von Formstoffen fur die Giellerei (Verwendung von

Erbsenprotein) sowie von Spanplatten (Caseinat).
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6 Ausblick

Der Einsatz nachwachsender Rohstoffe ist im Hinblick auf Umweltschutz, Nachhaltigkeit und
Reduktion von Emissionen interessant, da fossile Ressourcen geschont werden kénnen. Die
Verwendung von Proteinen als Bindemittel in speziellen Anwendungsbereichen kénnte dabei
gleichzeitig zu einer verbesserten Wertschopfung von Proteinen gegenliber konventionellen
Bindemitteln fihren. Hinsichtlich der Verwendung von Proteinen in bestehenden Anwendun-
gen und der ErschlieBung neuer Einsatzgebiete besteht weiterhin Forschungsbedarf.
Anhand der dargestellten Ergebnisse konnte die mdgliche Verwendung von Proteinen spezi-
ell als Bindemittel fir Gielereisand sowie als Bindemittel fir Spanplatten nachgewiesen
werden. Im Vergleich zu konventionellen Bindemitteln ist die Wasserresistenz von Proteinen
jedoch gering, was die Einsatzgebiete in industriellen Anwendungen einschrankt. Die Erho-
hung der Wasserresistenz kdnnte durch die Verwendung von Blends z.B. mit wasserunlosli-
chen Proteinen [Guilbert und Cuq, 2005] oder durch Einbringen hydrophober Bestandteile
wie Fettsauren oder pflanzlicher Ole dahingehend weiter untersucht werden. Bei der Herstel-
lung der Spanplatten konnte ein deutlicher Einfluss der Presstemperatur auf die Dickenquel-
lung gemessen werden, d.h. die gezielte thermische Denaturierung der Proteine kodnnte
ebenso zur Verbesserung der Wasserresistenz beitragen.

Die Verwendung von Transglutaminase zeigte, dass Proteine durch dieses Enzym (aufgrund
der Bildung makromolekularer Proteinnetzwerke) in ihren Eigenschaften gezielt verandert
werden kénnen. Bisher existieren lediglich wenige Ansatze, die Strukturen bzw. den Vernet-
zungsgrad solcher Proteinnetzwerke z.B. durch Viskositatsmessungen oder Gelfestigkeiten
zu charakterisieren. Die Entwicklung von Methoden zur verbesserten Strukturaufklarung ins-
besondere hinsichtlich der tatsachlichen Quervernetzungsgrade- und radumlichen Verteilung
im Proteinnetzwerk kénnte die Grundlage flir eine verbesserte enzymatische Quervernet-
zung bilden.

Da fiir die enzymatische Vernetzungsreaktion mittels Transglutaminase lediglich die Amino-
sauren Lysin und Glutamin verwendet werden konnen, ist deren Anteil in der Primarstruktur
sowie die sterische Zuganglichkeit im Proteinmolekil von hoher Bedeutung. Die Suche nach
geeigneten Substraten (hohe Anteile beider Aminosauren im Protein) oder ein zuklnftiges
gezieltes Design von Substratproteinen konnten dabei den Quervernetzungsgrad deutlich
erhéhen und damit wesentlich starkere Eigenschaftsanderungen bewirken. Eine Verwen-
dung von Proteinblends, bei denen je eine der beiden relevanten Aminosauren sehr haufig
(und die jeweilige andere AS zumindest in geringem Umfang) im Protein vorhanden ist, ware

ebenso maglich.
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Die Verfugbarkeit von Proteinen ist weltweit beschrankt, da Proteine meist selbst nicht primar
als Rohstoff gewonnen werden, sondern fast ausschlieRlich als Nebenprodukt vor allem in
der Starkeproduktion anfallen. Zwar werden Proteine aus Pflanzen auch direkt als Futtermit-
tel z.B. fur die Fischzucht gewonnen, oder stark proteinhaltige Pflanzen fur die Nutztierhal-
tung angebaut (z.B. Futtererbsen), allerdings handelt es sich bei der produzierten Gesamt-
menge von Proteinen um — mit konventionellen Bindemitteln verglichen - geringe Mengen.
Die gezielte Proteingewinnung aus Pflanzen ist bisher nur unter bestimmten Rahmenbedin-
gungen wirtschaftlich, d.h. nur dann wenn hohe Herstellungskosten durch eine hohe Wert-
schopfung kompensiert werden kénnen (Fischzucht). Die ErschlieBung neuer Proteinroh-
stoffquellen, bei denen Proteine unter geringem Verfahrens- bzw. korreliertem Kosteneinsatz
gewonnen werden kénnen, stellt ebenso eine Herausforderung dar.

Untersuchungen zur Verwendung von Proteinen als Bindemittel im industriellen Mafstab
z.B. fur die Herstellung von Spanplatten oder Gussformen gestalten sich schwierig, da beide
Branchen in der Massenfertigung unter hohem Kostendruck stehen und als eher konservativ
gelten. Flr kleinere spezialisierte Unternehmen, die in Nischenanwendungen mit hoheren
Gewinnmargen agieren, konnten die hoheren Rohstoffkosten durch ein entsprechendes Pro-
duktimage bzw. wesentlich verbesserte Eigenschaften (z.B. schnelle biologische Abbaubar-
keit) kompensiert werden.

Die Verwendung von enzymatisch quervernetztem Protein beschrankt sich nicht nur auf die
in dieser Arbeit vorgestellten Gebiete. Neben der Herstellung von Wegwerfartikeln, die nur
kurzzeitigen Kontakt mit Feuchtigkeit aufweisen, wie z.B. Cateringgeschirr oder Verkaufsver-
packungen, die nicht zum langeren Lagern von feuchten Lebensmitteln bestimmt sind, kom-
men weitere Anwendungsgebiete in Frage bei denen eine schnelle Kompostierbarkeit er-
wlnscht ist. Ein weiterer Vorteil der Verwendung von Proteinen besteht darin, dass sich bei-
spielsweise Folien ohne Zusatz konventioneller Kunststoffe herstellen lassen. Die Eigen-
schaftsverbesserung von Folien aus Proteinen mit entsprechenden Fillstoffen oder Fasern
(flieRender Ubergang der Bedeutung des Proteins als Matrixmaterial bzw. als Bindemittel)
wurde bisher nur unzureichend untersucht.

Weitere Versuche kénnten durchgefihrt werden, um den festigkeitsreduzierenden Effekt der
Quervernetzung bei einigen Proteinen nutzbar zu machen. Es ist bekannt, dass die MTG bei
hohen Temperaturen schnell (Minuten — Sekunden) inaktiviert wird. Bei der Herstellung von
Gusskernen in vorgewarmten Werkzeugen wirde die MTG bei entsprechend hoher Tempe-
ratur in dinnwandigen Bereichen schnell inaktiviert werden. Bei dickwandigen Bauteilen hin-
gegen dauert die Erwarmung des Formstoffs langer, so dass hier eine Vernetzung stattfin-
den kann und die Festigkeit reduziert wird. Damit ware eine lokale Vernetzung oder die Ein-
stellung einer festeren Oberflache mit weichem Kernmaterial (Festigkeitsgradienten) unter

Verwendung eines homogenen Formstoffs maglich.
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Tabelle 8-1: Auszug vom Produktdatenblatt fir Quarz Sand H32 (Haltern, Germany)
Durchschnittliche Korngréfle [mm] 0,32

theoretische spezifische Oberflache [cm?/g] 75

KorngréRenverteilung (mm )

Rest (Gewichts - %)

> 0,710

0,710 - 0,500

0,500 - 0,355

0,355 - 0,250

0,250 - 0,180

0,180 - 0,125

<0,125

linearer Expansionkoeffizient

20°C-300 °C

14 * 10° * K

20 °C -600 °C

14 * 108 * K

Phasenumwandlung a->f Quarz

573 °C

Schattdichte (t/m3)

1,4

Dichte (DIN 1ISO 787-10)

2,65 g/mL

Mohs - Harte

7

Chemische Analyse

Gewichts- %

SiO,

99,8

Al,O3

0,1

Fezo3

0,04

Glahverlust 1000 °C (DIN EN ISO 3262-7)

0,1
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protein (I6sliche Fraktion), verwendeter Puffer bei Herstellung: 5 % b.o.s. Tris/HCI (pH 8, 50 mM, 300
mM NacCl)

g i
Abbildung 8-2: ESEM — Aufnahme von proteingebundenem Sand. Bindemittel: 1,0 % b.o.s. enzyma-

tisch vernetztes Erbsenprotein (I6sliche Fraktion). Vernetzung mit Activa-MTG (25 U/gersenprotein), Ver-
wendeter Puffer bei Herstellung: 5 % b.o.s. Tris/HCI (pH 8, 50 mM, 300 mM NacCl)
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Abbildung 8-3: ESEM — Aufnahme von proteingebundenem Sand. Bindemittel: 1,0 % b.o.s. enzyma-

tisch vernetztes Erbsenprotein (I6sliche Fraktion). Vernetzung mit MTG-S2P (66 U/Qersenprotein), Ver-
wendeter Puffer bei Herstellung: 5 % b.o.s. Tris/HCI (pH 8, 50 mM, 300 mM NacCl)

B ol el : %
Abbildung 8-4: ESEM — Aufnahmen von thermisch (3 fach) recycltem Sand mit Verunreinigungen. Der
Sand enthielt jeweils zuvor 0,7 % b.o.s. Caseinat als Bindemittel. Das Protein wurde wahrend des

thermischen Recyclings bei 450 °C (fir 3 h) verbrannt, der Sand anschlieRend unter erneuter Protein-
zugabe wiederverwendet.
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Abbildung 8-5: ESEM — Aufnahmen von thermisch (4 fach) recycltem Sand nach der Reinigung mit
Wasser. Der Sand enthielt jeweils zuvor 0,7 % b.o.s. Caseinat als Bindemittel. Das Protein wurde
wahrend des thermischen Recyclings bei 450 °C (fir 3 h) verbrannt, der Sand anschlieRend unter
erneuter Proteinzugabe wiederverwendet.

l Neusand
—e— Altsand

Siebfraktion [Gew.%]

0-—F———
0 50 100

T 1
150 200 250 300 350 400
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Abbildung 8-6: Vergleich der KorngrofRenverteilung von neuem und recyceltem Sand nach dreifacher
Wiederverwendung als Formstoff. Der recyclte Sand (0,7 % b.o.s. Caseinat als Bindemittel) wurde
jeweils nach mechanischer Zerkleinerung und Rehydrieren zur Formkdrperherstellung wiederverwen-
det.
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Programm SS_4 4.0 Prufprotoko"
=
Datiname: Mechanische Siebfraktionierung ihd
Fi-B-C 60-40 IHD-Var 2 xls
Spéne (Laborschwingsieb) =
S pane Institut fiir Holztechnologie Dresden gGmbH
ihd-Codierung: Auswertungsart 3
Aufiraggeber:
Mittlere Korngrofe (Km): 1,18 mm
Auftrags ~Nr.: Korngréfen-Intervall (DK): 1.44 mm
Bearbeiter:
Priifdatum: Staub [mm]: <0315 3.86 %
Feingut [mm]: 0,315<...<1,0 4577 %
Rohstoffart: Fichte
Partikelart: Schneidspan
Aufbereitung: Fraktion B + C (60:40)
Siebsatz Einwaage [g] Riickstande der Summen-Haufigkeit der \Werte fir die Kennlinie
Masch - 1. Frakt. 2. Frakt. 3. Frakt. 4. Frakt. Fraktionierungen Riickstande Durchgangs-
weite M1 [g] = M2[g] = M3 [g] = M4 [g] = fraktionen XS ys
[mm] MR1 [g]] MR2 [g]] MR3 [g]] MR4 [g] R [g] [%] [%] [%]
0,00 0,00
4 0,01] # 0,01)## 0,01]#4 ## 0,03 0,02 100,00| 99,98 0,32] 3.86
3,15 0,74 #| 0,88| ## 0,92|##4 # 2,54 1,56 99,98 98,42 0.50 12,52
2 7,33| #| 7,34 | ## 8.48|#4 ## 23,15 14,21 98,42 84,22 0,80 36,76
18 5,03| # 6,241 5,81|#4 ## 17,08 10,48 84,22 73,73 1,00 49,63
1 11,33|1# 10,77]55 12,29]##4 ## 34,39 21,10 73,73 52,63 1,60 73,73
0.8 7.73| #| 9,02| ## 9.11|##4 # 25,86 15,87] 52,63 36,76 2.00 84,22
0.5 11,99| # 14,34 4] 13,17 | #4] ## 39,50 24,24, 36,76 12,52 3,15 98,42
0,315 5,05| # 6,80)## 5,52|##4 ## 17,37 10,66 12,52 1,86 4,00 99,98
0,16 0,85 1,16 1,02 3,03 1,86 1,86 0,00
0.1
Summe 50,08 56,56 56,33 0,00 162,95 100,00
0,063
0 0,10 0,16 1,80
100 —
80
oy
=
=
£ 60
[=)]
=
=3
©
£
g
g 40
£
3
L]
20 /
*
0 -
0,0 0,5 1,0 15 2,0 25 3,0 3,5 4,0
Siebmaschenweite [mm]

Abbildung 8-7: Siebanalyse der fiir die Spanplatten verwendeten Fichtenholzspane
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Abbildung 8-8: Fichtenholz-Spanplatte (11 mm) mit 10 % Caseinat, 2,5 % Activa-MTG als Bindemittel
(bezogen auf Holz atro). Presszeit 10 min bei 110 °C, Ausgangsfeuchte 17 %.

Abbildung 8-9: Fichtenholz-Spanplatte (11 mm) mit 10 % Caseinat, 2,5 % Activa-MTG als Bindemittel
(bezogen auf Holz atro). Presszeit 10 min bei 220 °C, Ausgangsfeuchte 17 %.
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9 Glossar

Formstoff

Gusskern

Kernschlichte

Dauerform

Verlorene Form
Hinterschneidung

Coldbox

Hotbox

Presszeitfaktor

Mineralische Granulate (meist naturliche Granulate wie z.B. Sand)

In die Form eingelegte Teile der Gussform, die Hohlraume im fertig
gegossenen Werkstlick abbilden

(meist wassrige) Suspension, in die Formteile getaucht werden, um
eine besser Oberflache des Gussteils zu erzielen

Dauerformen kénnen fir mehrere Gussvorgange verwendet werden
und werden haufig in der Serienproduktion eingesetzt

Verlorene Formen werden beim Guss oder danach zerstort

Frei hervorstehendes Kontruktionselement

2-Komponenten-Bindemittel (Phenolharz+Isocyanat), das durch Be-
gasen mit einem Katalysator rasch aushartet, die Formkasten sind
nicht vorgewarmt

In heilen Formkasten erfolgt die Aushartung des mit Bindemittel ver-
setzten Formstoffes

Presszeit in Sekunden pro mm Spanplatte
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