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1 Einleitung

Kunststoffe sind Materialien, die ohne EinbuRen der Lebensqualitat aus der heutigen Zeit
nicht mehr wegzudenken sind. Aufgrund ihrer vielfaltigen Eigenschaften, universellen
Einsetzbarkeit und relativ geringen Kosten haben diese synthetisch hergestellten,
organischen Polymere zahlreiche Anwendungsgebiete erobert und begegnen uns nahezu
Uberall im taglichen Leben. Die Weltproduktion an Kunststoffen verzeichnete in den letzten
60 Jahren einen drastischen Anstieg — von 1,7 Millionen Tonnen im Jahr 1950 auf
265 Millionen Tonnen im Jahr 2010 [PlasticsEurope, 2011]. Die meist auf Erddl basierenden
Kunststoffe sind durch ihre Bestandigkeit in der Umwelt und dem stetigen Bevdlkerungs-
wachstum jedoch eine zunehmende Gefahr fiir das Okosystem. Zudem wird es in Zukunft,
aufgrund Verknappung fossiler Rohstoffe, zu einer Teuerung herkdmmlicher Kunststoffe
kommen. Die Verwertung konventioneller Kunststoffe erfolgt meist auf Mdlldeponien oder in
Verbrennungsanlagen, wodurch grofle Mengen an Kohlendioxid (CO,) in die Atmosphare
gelangen. Ein verstarktes Umweltbewusstsein der Menschheit sowie Klima- und
Ressourcenschutz gewinnen zunehmend an Bedeutung und fordern umweltfreundliche
Alternativen. Biokunststoffe, aus nachwachsenden Rohstoffen erzeugt, sind voll biologisch
abbaubar und zerfallen in natirlich vorkommende, ungiftige Ausgangsprodukte. Durch
mikrobiellen und enzymatischen Abbau bleiben nur Wasser, Kohlendioxid und Biomasse
zurlck, die von der Natur weiter verwertet werden (Abbildung 1-1). Im Vergleich zu

erddlbasierenden Kunststoffen sind Biokunststoffe weitestgehend CO,-neutral — ohne

Bertiicksichtigung von Herstellung, Transport und Lagerung — da bei der Verwertung nur

soviel CO, freigesetzt wird, wie die Pflanzen wahrend ihres Wachstums von der Atmosphare

aufgenommen haben. Durch thermische Verwertung biobasierender Kunststoffe kann zudem

COo-neutrale Energie erzeugt werden. Anwendungen kdénnen Biokunststoffe aufgrund ihrer
Eigenschaften in der Verpackungsindustrie, Medizin, Pharmazie, Landwirtschaft, Gartenbau
sowie im Hygiene- und Cateringbereich finden [Guilbert und Cuq, 2005].

Zwischen- - Endprodukte
produkte ) ]j> 3l
Additive ) Fertigung ﬂ‘. |
~ (7
- Recyeling A Sammlung
Verarbeitung %
2.
22
Ao g >
1SiE|
=I\=
S

Grundstoffe: Fasern,

Zucker, Ole, Starke Abbau

" Kompostierung,
Sonne ;}é Deponierung
)
@
Aufbereitung, i (

CO,, H,0,
Extraktion

Biomasse

Photosynthese
Nachwachsende

Rohstoffe

Abbildung 1-1: Produktions- und Verwertungszyklus von Biokunststoffen [Beucker et al., 2007].



1 Einleitung 10

Als Rohstoffe fur die Produktion von Biokunststoffen kommen bisher in erster Linie Starke
und Zucker aus landwirtschaftlichen Erzeugnissen oder Zellulose aus der Holzindustrie zum
Einsatz. Diese pflanzlichen Ausgangsstoffe werden zu Polymeren verarbeitet, um schlielich
als Biokunststoff extrudiert oder geformt zu werden. Thermoplastische Starke, ein Gemisch
aus geschmolzener Starke und Plastifizierungsmittel, ist das derzeit gebrauchlichste
Biopolymer. Aufgrund des hydrophilen Charakters der Starke wird diese, zur Verbesserung
der Materialeigenschaften, haufig in Kombination mit wasserabweisenden, biologisch
abbaubaren Polymeren zu Kunststoffblends verarbeitet. Anwendung findet thermoplastische
Starke z.B. bei Verpackungschips, Einweggeschirr, Operationsmaterialien oder Land-
wirtschaftsfilmen. Unter Einwirkung von Mikroorganismen lassen sich aus Starke bzw.
Zucker Polyester erzeugen, eine weitere Gruppe biologisch abbaubarer Polymere. Dazu
gehdren die Polymilchsaure (Polylactid, PLA), die durch chemische Polymerisation der
fermentativ hergestellten Milchsaure gewonnen wird, und Polyhydroxybuttersdure (PHB).
Beide Polyester eignen sich zur Fertigung von transparenten Biokunststoffen mit guten
mechanischen Eigenschaften, die u.a. fir Tragetaschen und kurzlebige Verpackungsfolien
eingesetzt werden. Zellulose, ein naturliches Biopolymer aus Zuckermolekilen, ist aufgrund
der langkettigen Struktur in Wasser und organischen Reagenzien unl6slich. Durch
chemische Modifizierung — Veresterung mittels Essigsdure — wird Zellulose zu einem
thermoplastisch bearbeitbaren Zelluloseacetat umgewandelt. Als Beschichtungsmaterial in
der Pharmazie oder fur viele weitere Produkte (z.B. Spielzeug, Werkzeuggriffe, Schreib-
waren) finden zellulosebasierende Kunststoffe Einsatz [Han, 2005; Kolybaba, 2003;
Widdecke et al., 2006].

Proteine stellen eine weitere Grundlage fir die Herstellung von Biokunststoffen dar.
Besonders pflanzliche Proteine, die bei der Herstellung von Starke oder Pflanzendlen aus
Mais, Erbsen, Weizen, Soja und Sonnenblumen als Koppelprodukte anfallen, sind von
steigendem Interesse. Bisher werden diese proteinhaltigen Produkte Uberwiegend als
Tierfuttermittel vermarktet. Proteine aus tierischen Erzeugnissen wie Gelatine, Casein,
Molkenprotein oder Keratin eignen sich ebenfalls fir die Herstellung von Biopolymeren.
Proteine wurden seit Jahrtausenden fur verschiedenste Anwendungen genutzt, so z.B. als
Bindemittel fir Hohlenmalereifarben oder als Caseinleim im Mdbelbau. Die Herstellung von
hartplastischen Werkstoffen wie Kndpfen oder Schirmgriffen, aus mit Formaldehyd kovalent
vernetztem Casein, erfolgte erstmals im Jahr 1897 [Krische und Spitteler, 1897]. Zu Beginn
des 20. Jahrhunderts fand Gelatine haufig Anwendung in der Fotographie, Lebensmittel-
industrie oder als Medikamentenkapsel in der Pharmazie. Mit der Entwicklung petro-
chemischer Kunststoffe ab 1950 wurden proteinbasierende Kunststoffe jedoch weitgehend
verdrangt. In den letzten Jahrzehnten wurde die Forschung im Bereich nachwachsender
Rohstoffe aufgrund schwindender Erddlvorkommen intensiviert, um Alternativen fir
bestehende Materialien zu schaffen. Die Eigenschaften der bisher entwickelten Polymere auf
Proteinbasis sind gegentber den erddlbasierenden Kunststoffen allerdings begrenzt —
schlechtere Resistenz gegenliber Wasserdampf sowie niedrigere mechanische Eigen-
schaften [Bourtoom, 2009]. Eine Limitierung der Anwendungsgebiete proteinbasierender
Materialien ist die Folge, da z.B. Landwirtschaftsfilme (Mulchfolie, Siloabdeckfilm) eine hohe
Witterungsbestandigkeit und mechanische Stabilitdt gegeniber Zug-, Weiterrei}- und
Durchstolibeanspruchung fordern.
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1.1 Proteine

Proteine sind Makromolekiile, die durch Aneinanderreihung der 20 verschiedenen,
sogenannten proteinogenen Aminosauren entstehen. Eine Aminosaure besteht aus einer
Aminogruppe (-NH) und einer Carboxylgruppe (-COOH), welche Uber ein Kohlenstoffatom
miteinander verknlpft sind. Zusatzlich sind an dem C-Atom ein Wasserstoffatom und eine
Seitenkette gebunden. Diese Seitenkette, flir jede Aminosaure verschieden, kann unpolar
(hydrophob), polar (hydrophil) bzw. positiv oder negativ geladen sein. Durch Ausbildung von
Peptidbindungen zwischen den Amino- und Carboxylgruppen benachbarter Aminosauren
werden diese zu langen Ketten miteinander verbunden. Die meisten Proteine sind aus 100
bis 500 Aminosauren aufgebaut. Abhangig von der Aminosauresequenz (Primarstruktur)
formen sich raumliche Strukturen des Proteins (Sekundarstruktur), wie z.B. a-Helices oder f3-
Faltblatter — stabilisiert durch Wasserstoffbriickenbindungen. Weitere stabilisierende Krafte
und Bindungen (Disulfidbindungen, lonenbindungen, hydrophobe Wechselwirkungen, van-
der-Waals-Krafte) zwischen den Seitenketten der Aminosauren filhren zu einer, der
Sekundarstruktur Ubergeordneten, raumlichen Anordnung der Polypeptidketten (Tertiar-
struktur). Die Quartarstruktur, d.h. ein Proteinkomplex, bildet sich durch Wechselwirkungen
von Proteinmolekilen untereinander. In Abhangigkeit von der Struktur erfolgt eine
Gruppierung in globulare (z.B. Gluten, Laktalbumin) und fibrillare (z.B. Kollagen, Keratin)
Proteine. Einflisse wie hohe Temperaturen und Dricke, Bestrahlung, Zugabe von
Chemikalien oder andere nichtphysiologische Bedingungen bewirken Modifikationen der
Proteinstruktur, ohne Verdnderung der Aminosduresequenz. Dieser Vorgang wird als
Denaturierung bezeichnet [Bannwarth et al., 2011; Guilbert und Cugq, 2005].

Proteine verfligen aufgrund ihres Aufbaus und Struktur Gber eine groRe Funktionsvielfalt,
wodurch sie sich fir die Herstellung vielfaltiger Produkte als Rohmaterial pradestinieren. So
kdnnen sie z.B. als Folie oder Beschichtung in der Landwirtschaft, Lebensmittelindustrie
bzw. Pharmazie (Mulchfolien, Saatbander, Verpackungsfolien, Verkapselungen) sowie als
Formkoérper im Gartenbau oder Cateringservice (Pflanztopfe, Besteck, Tassen) eingesetzt
werden.

1.1.1 Casein

Casein (lat. caseus = Kase) ist ein Protein, dass aus Kuhmilch gewonnen wird. Es kann in
die Untereinheiten asq-, as2-, B- und k-Casein eingeteilt werden, die im Verhaltnis von etwa
4:1:4:1 ca. 80 % des gesamten Milcheiweiles reprasentieren. Die restlichen 20 % sind
Molkenproteine und die entsprechenden Fraktionen (Laktalbumin, B-Laktoglobulin, Rinder-
serumalbumin). Die vier Untereinheiten des Caseins unterscheiden sich im Molekulargewicht
(19-25 kDa) und der Hydrophobizitat, besitzen aber die gleiche allgemeine Struktur.

In der Milch liegt Casein nicht als Monomer, sondern in Form kolloidaler Partikel, den
sogenannten Caseinmicellen vor, die durch Calciumphosphatbricken zusammengehalten
werden. Gegeniber Hitze sind diese Micellen (lat. mica = Klimpchen) stabil, im sauren
Milieu (isoelektrische Punkt: pH 4,6) kommt es allerdings leicht zur Koagulation des Proteins.
Casein gehort zu den Phosphoproteinen und enthéalt ca. 0,85 % Phosphor. Die organischen
Phosphatresiduen im Casein bilden sogenannte Phosphatzentren, die eine negative Ladung
bei neutralem pH-Wert besitzen und somit Calciumionen stark binden. Diese strukturelle
Besonderheit ist wahrscheinlich fir die gute thermische Stabilitat des Proteins verantwortlich.
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Caseine weisen wenige Sekundar- und Tertidrstrukturen auf, da der hohe Anteil der
Aminosaure Prolin (etwa 12 %) die Bildung von a-Helices und B-Faltblattern verhindert.
Durch den offenen, flexiblen und mobilen Aufbau der Caseinmolekiile, auch als ,random coil“
bezeichnet und die Fahigkeit komplexe intermolekulare Wasserstoffbriicken sowie elektro-
statische und hydrophobe Bindungen auszubilden, besitzen Caseine gute filmbildende
Eigenschaften [Chen, 2002; Fox und Kelly, 2004; Marechal, 2007; McHugh und Krochta,
1994a]. Filme und Beschichtungen werden hauptsachlich aus kommerziell verfigbaren
Caseinaten gewonnen. Deren Herstellung erfolgt durch Saurefallung des Caseins mit
anschlieRender Neutralisierung mittels Calcium-, Kalium- oder Natriumhydroxid und
Sprihtrocknung der Caseinate. Vorrangig kommen Natrium-Caseinate (NaCas) zum Einsatz,
da diese im Vergleich zum Casein eine héhere Wasserldslichkeit sowie bessere funktionale
Charakteristiken besitzen.

1.1.2 Kollagen/Gelatine

Kollagen (griech. colla = Klebe, genno = gebaren) ist ein Faserprotein und bildet den
wichtigsten Strukturbestandteil von Haut, Knochen, Knorpel und Sehnen aller Wirbeltiere.
Bei Saugetieren reprasentiert Kollagen etwa 30 % des gesamten Proteingehaltes. Bisher
konnten ca. 28 verschiedene Kollagentypen in der extrazelluldren Matrix identifiziert werden,
deren Eigenschaften und Funktionen sich unterscheiden. Alle diese Kollagene haben jedoch
die gleiche Grundstruktur. Sie bestehen aus drei linkgsgangigen Polypeptidketten (a-Ketten),
die in Form einer rechtsgangigen Tripelhelix miteinander verdrillt sind. Jede dieser Ketten
(M,~95 kDa) ist aus einer repetitiven Aminosauresequenz (Glycin-X-Y) aufgebaut, wobei an
den Positionen X und Y haufig die Aminosauren Prolin und Hydroxyprolin stehen. Abhangig
vom Kollagentyp kann eine o-Kette aus mehreren Hundert bis mehreren Tausend
Aminosauren aufgebaut sein. Die tripelhelikale Struktur des Kollagens wird durch inter- und
intramolekulare Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert. Durch Aneinanderlagerung vieler
Tripelhelices entstehen Kollagenfibrillen, die durch kovalente Quervernetzung stabilisiert
werden und ein dreidimensionales Netzwerk (Kollagenfasern) bilden. Bedingt durch diese
Struktur ist Kollagen nicht wasserl6slich und verfligt (iber eine hohe mechanische Stabilitat
[Babel, 1996; Kihn, 1967; Kihn, 1974; Rassow, 2012].

Kollagen ist Ausgangsstoff fur die Herstellung von Gelatine. Tierische Knochen sowie
Schweineschwarte bzw. Kalbs- und Rinderhaute sind dabei die wichtigsten Rohstoffquellen.
Die Gewinnung von Gelatine (lat. gelatus = gefroren) aus nativen Kollagen erfolgt tGber
zahlreiche chemisch-thermische Verfahrensschritte wie z.B. Hydrolyse und Extraktion. Nicht-
kollagene Proteine, Fette, Mineralstoffe, Nukleinsduren und Kohlenhydraten werden dabei
vom Rohmaterial entfernt. Die Kollagen-stabilisierenden Bindungen sowie die Tripelhelix-
Struktur werden zerstort, resultierend in einzelnen Polypeptidketten. Gelatine wird daher
auch oft als ,denaturiertes Kollagen“ bezeichnet. Abhangig vom Rohmaterial, der
Vorbehandlung, den Extraktionsparametern und dem Hydrolysegrad zeigt Gelatine eine
polydisperse Molmassenverteilung zwischen 20 und 300 kDa. Eine der wichtigsten
Eigenschaften von Gelatine ist die Ausbildung thermoreversibler Gele in Verbindung mit
Wasser, die sogenannte Sol/Gel-Umwandlung (T~35-40 °C). Diese Umwandlung kann mit
einer partiellen Renaturierung der Tripelhelix-Struktur verbunden sein. Im Handel wird
Gelatine als Granulat, Pulver oder in Blattform angeboten. Die Charakterisierung erfolgt
hauptsachlich fir die Gelierkraft und die Viskositat. Die Gelierkraft ist ein Mal fir die
Gallertfestigkeit und wird tiber den Bloom-Index beschrieben. Dieser Wert liegt zwischen 50
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und 300 und symbolisiert mit einem Anstieg eine Zunahme der Gelierkraft. Filmbildende
Eigenschaften von Gelatine wurden bereits umfangreich nachgewiesen und untersucht. Der
kommerziell erfolgreichste essbare Kollagenfilm ist in der Lebensmittelindustrie in Form einer
Woursthiille zu finden [Babel, 2005; Gomez-Guillen et al., 2011; Han, 2005; Karim und Bhat,
2009; Keenan, 2003; Schrieber, 2007].

1.2 Proteinfilme

Als (Protein-) Film wird in der vorliegenden Arbeit ein dunnes, flachiges, freistehendes
Material auf Basis von Proteinen bezeichnet. Die Herstellung der Proteinfilme erfolgte nach
einem Losungsmittelverfahren, auch als GielRverfahren oder Nassprozess bezeichnet. Unter
diesem Verfahren wird das Lésen bzw. homogene Dispergieren von Proteinen in einem
Lésungsmittel (Wasser, Ethanol) mit anschlieBender Trocknung und resultierender Film-
formation verstanden. In den filmbildenden Mechanismus involviert sind die Bildung inter-
und intramolekularer Krafte und ein dadurch entstehendes Makromolekuinetzwerk. Die
Formgebung des Filmes passiert durch Giel3en der filmbildenden Lésung auf einen Trager,
der ein Ablosen des getrockneten Filmes gewahrleistet. Temperaturschritte und pH-
Einstellungen, die fur die verwendeten Proteine oder gewiunschten Filmeigenschaften notig
sind, kdnnen in das Verfahren eingebaut sein. Mit dem Lésungsmittelverfahren werden auch
die technischen Prozesse Spriihen und Beschichten von proteinogenen Materialien realisiert.
Eine andere Strategie zur Anfertigung proteinbasierender Filme ist das thermoplastische
Verfahren, allgemein als Trockenprozess bekannt. Die Formgebung bei diesem Verfahren,
unter Einwirkung von hohen Temperaturen und Dricken, wird hauptsachlich durch
Formpressen und Extrusion verwirklicht [Guilbert und Cuq, 2005; Han, 2005; Irissin-Mangata
et al., 2001; Lu et al., 2003]. Frohberg gelang es mittels eines gleichformigen Doppel-
schneckenextruders eine kontinuierliche Produktion von verpackungsfahigen Proteinfilmen
zu etablieren [Frohberg, 2010].

Fur die Herstellung proteinbasierender Filme wurden bereits eine Vielzahl tierischer und
pflanzlicher Proteine, wie z.B. Kollagen, Gelatine, Molkenprotein, Caseinat, Weizengluten,
Maiszein, Sojaproteinisolat, Erbsen- und Reisprotein eingesetzt [Arvanitoyannis, 2006;
Gennadios, 2004; Janjarasskul und Krochta, 2010].

Filmeigenschaften

Proteinfilme kdnnen in den verschiedensten Bereichen, wie z.B. als Ernteverfrihungsfilm in
der Landwirtschaft oder als Verpackungsmaterial in der Lebensmittelindustrie Anwendung
finden. Je nach Anwendungsgebiet bendtigt ein proteinbasierender Film unterschiedliche
mechanische, sensorische und Barriereeigenschaften. Diese Eigenschaften sind abhangig
von intrinsischen Eigenschaften der Filmbestandteile (Aminosduresequenz, 3D-Struktur,
MolekulargroRe, Polaritat, Kristallisationsgrad) und extrinsischen Herstellungsfaktoren
(Prozesstemperatur, Trocknungsbedingungen, relative Luftfeuchtigkeit wahrend Prozess/
Lagerung, pH, Viskositat, lonenstarke, Additive) [Dangaran et al., 2009; Janjarasskul und
Krochta, 2010]. Allgemein sind Materialien basierend auf Proteinen gute Barrieren
gegenlber Sauerstoff, Kohlendioxid, Fetten und Aromastoffen, verfigen aufgrund der
hydrophilen Natur von Proteinen jedoch Uber eine sehr hohe Wasserdampfpermeabilitat
(WVP) bzw. Wasserloslichkeit. Im Vergleich zu synthetischen Kunststofffilmen besitzen
Proteinfilme eine geringe mechanische Stabilitdt [Gennadios, 2004; Krochta und De Mulder-
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Johnston, 1997]. Zahlreiche Methoden zur Verbesserung der funktionellen Filmeigen-
schaften wurden bereits untersucht. Die Veranderungen der Proteinstruktur und inter-
molekularen Bindungen durch chemische, physikalische oder enzymatische Behandlung wie
z.B. Vernetzung, Zugabe eines Weichmachers, pH-Wert bzw. Temperaturerhdhung oder
Bestrahlung erzielten, im Vergleich zu unbehandelten Proteinfilmen, meist verbesserte
Eigenschaften [Bourtoom, 2009; Krochta, 2002]. Eine weitere Methode ist die Herstellung
von heterogenen Verbundwerkstoffen (Blend). Kombinationen von Proteinen mit Poly-
sacchariden wie Starke, Zellulose, Chitosan oder Alginat [Al-Hassan und Norziah, 2012; Di
Pierro et al., 2006; Gennadios et al., 1998a; Pereda et al., 2011], mit Lipiden wie Fettsauren,
Olen oder Wachsen [Fabra et al., 2009; Gontard et al., 1994; Shellhammer und Krochta,
1997] bzw. Gemische verschiedener Proteine [Cao et al., 2007b; Park et al., 2000; Yang et
al., 2011] wurden zu Filmen verarbeitet.

Neben den mechanischen und Barriereeigenschaften ist bei Proteinfilmen auch die
Bioabbaubarkeit von Interesse. Die Kinetik des biologischen Abbaus ist vom Protein
(Struktur, Molekulargewicht, Kristallisationsgrad) und den verwendeten Additiven wie
Weichmacher und Flllstoff abhangig. Proteinbasierende Materialien sind vollstandig
bioabbaubar und nicht umweltschadlich [Guilbert und Gontard, 2005]. Filme aus
verschiedenen Proteinen wie Weizengluten [Domenek et al., 2004], Caseinat [Mezgheni et
al., 1998] oder Molkenprotein [Li und Chen, 2000] sowie ein Soja-Weizengluten-Blend [Park
et al., 2000] wurden auf deren Bioabbaubarkeit untersucht. Der beim Abbau von Proteinen
freiwerdende Stickstoff kann zudem als Pflanzendlinger dienen [Patzsch, 2010]. Andere
nicht-proteinogene Filme kdnnen diese Dungerwirkung nicht vorweisen.

1.3 Modifikationen

Die hohe Wassersensitivitdt sowie unzureichende mechanische Eigenschaften fiihren zu
einer Anwendungslimitierung proteinbasierender Produkte. Methoden, die ziel- und anwen-
dungsorientierte Struktur- und Funktionsanderungen der Proteine bzw. Proteinnetzwerke
ermoglichen, mussten entwickelt werden. Diese werden allgemein als Modifikationen
bezeichnet, initiiert durch chemische, physikalische oder enzymatische Behandlung. Solche
Veranderungen koénnen einerseits die Verarbeitung von Proteinen ermdglichen bzw.
verbessern, andererseits nehmen derartige Modifikationen Einfluss auf die Produkteigen-
schaften bzw. ermoglichen eine Optimierung derselben. Zu den wichtigsten Modifikations-
moglichkeiten gehdren der Einsatz von Weichmachern und Vernetzungsreaktionen der
Proteine. Die hohe Wasserdampfpermeabilitat von Proteinfilmen fordert Kombinationen mit
hydrophoben Additiven in Form eines Zwei- oder Mehrschichtenfilmes oder als stabile
Emulsion des Additivs in einer Proteinmatrix [Bourtoom, 2009; Guilbert und Cuq, 2005;
Janjarasskul und Krochta, 2010].

1.3.1 Vernetzung der Proteine

Eine Methode zur Vernetzung von Proteinen ist die Bestrahlung (UV, Mikrowellen,
Gammastrahlen). Bei der UV-Bestrahlung werden die Strahlen durch aromatische Amino-
sauren (Tyrosin, Phenylalanin) adsorbiert und die entstehenden Radikale fir eine kovalente
VerknUpfung in Proteinen genutzt. Isoliertes Sojaprotein wurde mittels dieser Methode
polymerisiert [Gennadios et al., 1998b]. Die Gammastrahlung wurde flr die Vernetzung z.B.
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von Caseinat [Lacroix, 1998], Maiszein [Soliman und Furuta, 2009] und Weizengluten [Lee et
al., 2005] eingesetzt.

Chemische Vernetzungen von Proteinen durch niedermolekulare Aldehyde, wie z.B. Glutar-
oder Formaldehyd, stellen eine weitere Moglichkeit der Modifikation dar. Formaldehyd
reagiert mit jeweils zwei e-Aminogruppen im Protein unter Ausbildung einer Methylenbriicke,
welche eine kovalente Verbindung zwischen Proteinketten ermdglicht. Der Einsatz von
Aldehyden flihrte bei verschiedensten Proteinen wie Caseinat [Audic und Chaufer, 2005],
Erbsenprotein [Gueguen et al., 1998], Weizengluten [Micard et al., 2000] und Gelatine [de
Carvalho und Grosso, 2004] zu einer erfolgreichen Vernetzung. Aufgrund der Toxizitat sind
diese Chemikalien fir die Herstellung von Proteinfilmen fir den Lebensmittelbereich
allerdings nicht geeignet. Ein Carbodiimid (EDC, 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbo-
diimid) wird ebenfalls als chemischer Vernetzer von Proteinen eingesetzt [Piotrowska et al.,
2008; Tropini et al., 2004]. Genipin ist ein natlrlicher Vernetzer durch den Filme aus
Sojaproteinisolat [Gonzalez et al., 2011] und Gelatine [Bigi et al., 2002] modifiziert wurden.

Die Vernetzung von Proteinen durch Enzyme stellt eine dritte Mdglichkeit dar. Das Enzym
mikrobielle Transglutaminase (MTG) wurde bereits fur die Polymerisation zahlreicher
Proteine wie Caseinat [Bruno et al., 2008; Oh et al., 2004], Gelatine [Lim et al., 1999; Taylor
et al.,, 2002], Sojaprotein [Tang et al., 2005], Weizengluten [Lai und Chiang, 2006] und
Erbsenprotein [Marco et al.,, 2007] verwendet. Ein Vergleich der Vernetzungseffekte ist
aufgrund unterschiedlicher Parameter (Reaktionszeit, Temperatur, Konzentration) wahrend
der Enzymbehandlung nur bedingt mdglich. Durch Meerrettichperoxidase konnte die
Filmbildung von Sojaprotein enzymatisch beeinflusst werden [Stuchell und Krochta, 1994].

1.3.1.1 Transglutaminase

Transglutaminasen (Protein-Glutamin-y-Glutamyltransferase, EC 2.3.2.13, TG) sind Enzyme,
welche eine kovalente Verknlpfung von Proteinen und Peptiden katalysieren [Zhu et al.,
1995]. Als Reaktion wird ein Acyltransfer zwischen der y-Carboxyamid-Gruppe eines
proteingebundenen Glutamins und der e-Aminogruppe eines Lysinrestes katalysiert, welcher
zur Entstehung einer ¢-(y-Glutamyl)Lysin-Isopeptidbindung flhrt [Seguro, 1999]. Des
Weiteren kdnnen auch primare Amine als Lysin-Komponente fungieren [Ohtsuka et al.,
2000]. Der Reaktionsmechanismus der Transglutaminase ist in Abbildung 1-2 dargestellt.
Transglutaminasen sind weit verbreitet und kommen bei Tieren, Pflanzen und Bakterien vor.
Eukaryotische Transglutaminasen, wie die TG aus der Meerschweinchenleber, die Fisch-TG
oder der Blutgerinnungsfaktor Xllla, sind Calcium-abhangig [Folk und Cole, 1966a]. Einige
dieser TGs sind aus mehreren Untereinheiten aufgebaut. Die 1989 von Ando entdeckte
mikrobielle Transglutaminase (MTG) aus Streptomyces mobaraensis bot eine Alternative, da
sie gegenuber Transglutaminasen aus anderen Quellen entscheidende Vorteile bietet [Ando
et al., 1989]. Die MTG besteht aus einer einzelnen Polypeptidkette mit einem Molekular-
gewicht von 38 kDa [Yokoyama et al., 2004], ist Calcium-unabhangig [Seguro, 1999] und
verflugt Uber eine geringe Substratspezifitat [Zhu et al., 1995]. Die Herstellungskosten sind
aufgrund traditioneller Fermentationsprozesse gering [Lu et al., 2003]. Die mikrobielle Trans-
glutaminase ist Uber einen weiten pH- und Temperaturbereich stabil (pH 3-9, 20 °C-60 °C)
[Lu et al., 2003]. Das Temperaturoptimum liegt bei 50 °C, das pH-Wert-Optimum zwischen
5 bis 8 [Yokoyama et al., 2004].
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MTG

Abbildung 1-2: Reaktionsmechanismus der Transglutaminase. Bildung einer e-(y-Glutamyl)Lysin-Isopeptid-
bindung zwischen der y-Carboxyamid-Gruppe (griin) eines Glutaminrestes (blau) und der e-Aminogruppe (lila)
eines Lysinrestes (rot).

Die naturliche Funktion der MTG ist noch nicht vollstandig geklart. Mdglicherweise spielt sie
bei der Sporenbildung, um widerstandsfahige Zellwande aufzubauen, eine Rolle [Kobayashi
et al., 1996]. Die industrielle Anwendung der mikrobiellen Transglutaminase ist sehr vielfaltig.
In der Lebensmittelindustrie wird die MTG zur Restrukturierung von Fleisch und Fisch sowie
zur Texturverbesserung von Joghurt und Kase verwendet [Zhu et al., 1995]. Fir die
Immobilisierung von Enzymen z.B. an lonenaustauscher [Kamata et al., 1992] oder Silicagel
[Synowiecki und Wolosowska, 2006] findet MTG ebenfalls Einsatz. Weitere Anwendungs-
bereiche sind in der Medizin, Pharmazie, Kosmetik-, Textil- und Kunststoffindustrie zu finden
[Arrizubieta, 2007; Mariniello und Porta, 2005]. Die MTG aus Streptomyces mobaraensis ist
derzeit als ,Activa®WM* bei Ajinomoto (Hamburg) kommerziell erhaltlich.

Die Expression des Enzyms in Ioslicher Form in Escherichia coli gelang erstmals im Jahr
2007 [Marx et al., 2007]. Durch gentechnische Veranderungen dieser rekombinanten MTG
mittels Random Mutagenese und DNA-Shuffling konnten Enzymvarianten mit verbesserter
Thermostabilitdt und Hitzesensitivitat erzielt werden. Das Temperaturoptimum verschob sich
auf 55-60 °C. Die spezifische Aktivitdt wurde im Vergleich zum rekombinanten Wildtyp-
Enzym ebenfalls optimiert [Buettner et al., 2012; Marx et al., 2008].

1.3.2 Additive

Um die Synthese, die Fertigung und die Eigenschaften von Polymeren gezielt zu
beeinflussen bzw. zu verbessern, werden oft sogenannte Additive zugefiigt. Diese Stoffe wie
z.B. Stabilisatoren, Weichmacher, Fullstoffe, Emulgatoren, Farb- oder Vernetzungsmittel
konnen der filmbildenden Proteinlésung direkt beigemengt oder das Protein bzw. der intakte
Proteinfilm damit behandelt werden.
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1.3.2.1 Weichmacher

Auf Proteinen basierende Materialien sind in der Regel sehr steif und briichig. Die Ursache
daflr sind die stark ausgepragten intermolekularen Krafte zwischen den Polymerketten —
elektrostatische Krafte, Wasserstoffbriicken- und hydrophobe Bindungen sowie Disulfid-
briicken. Fur die Herstellung, Verarbeitung und Endprodukteigenschaften ist in den meisten
Fallen jedoch eine entsprechende Materialflexibilitat von essentieller Bedeutung. Zu dessen
Gewabhrleistung kommen Weichmacher zum Einsatz. Weichmacher sind niedermolekulare
Substanzen, meist mit hydrophilem Charakter, die sich zwischen die Proteinmolekile
schieben und mit den Polymerketten um elektrostatische Krafte oder Wasserstoffbriicken-
bindungen konkurrieren. Dadurch kommt es zur Reduzierung der intermolekularen
Wechselwirkungen, welche in einer Erhéhung des freien Volumens und damit hoheren
Beweglichkeit der Proteinmolekile resultieren. Eine Erniedrigung der Glasiubergangs-
temperatur der Proteine und eine Verbesserung der Filmflexibilitdt — gekennzeichnet durch
zunehmende Bruchdehnung und abnehmende Zugfestigkeit — sind die Folge. Zwei Arten von
Weichmachern sind zu unterscheiden, interne und externe. Interne Weichmacher sind
Bestandteile der Polymermolekile, die entweder in die Proteinstruktur copolymerisiert
wurden oder mit dieser reagiert haben. Damit sind interne Weichmacher kovalent mit dem
Polymer verknupft. Externe Weichmacher sind nicht chemisch an das Protein gebunden,
interagieren lediglich mit dem Proteinmolekil. Aufgrund der grol’en Auswahl — je nach
verlangter Filmeigenschaft — kommen externe Weichmacher bevorzugt zum Einsatz. Haufig
verwendete externe Weichmacher sind Polyole (Glycerin, Sorbitol, Polyethylenglykol,
Propylenglykol), Mono-, Di-, oder Oligosaccharide (Glukose, Sukrose) sowie Lipide und
deren Derivate (Fettsauren, Phospholipide) [Gennadios, 2002; Guilbert und Cuq, 2005; Han,
2005; Sothornvit und Krochta, 2005]. Aminoalkohole wie z.B. Diethanol- und Triethanolamin
zur Plastifizierung von Filmen aus Sojaprotein [Tian et al., 2009], Weizengluten [lrissin-
Mangata et al., 2001], Caseinat [Audic und Chaufer, 2010] und Gelatine [Cao et al., 2009]
fanden ebenfalls Anwendung. Wasser bzw. adsorbierte Feuchte stellen weitere effektive
Weichmacher dar [Matveev et al., 2000]. Verschiedene Amino-Polyethylenglykole (M,, 750-
5000 g/mol) zur inneren Weichmachung von Caseinat-Filmen wurden untersucht, flhrten
allerdings zu brlichigen, instabilen Filmen [Patzsch, 2010].

Die Barriereeigenschaften eines Proteinfilmes werden durch einen Weichmacher ebenso wie
die mechanischen Eigenschaften beeinflusst. Der Einsatz eines Plastifizierungsmittels flhrt
im Allgemeinen zu einem Anstieg von Gas-, Wasserdampf- und Aromapermeabilitat. Die
Wasserdiffusion des Filmes wird durch die Polaritdt des Weichmachers begtinstigt. Ein
Herauslosen des hydrophilen Additivs aus dem Proteinfilm mit der Zeit und eine daraus
resultierende Versprédung des Films sind die Folge. Eine mechanische Charakterisierung
von plastifizierten Filmen aus Caseinat und Gelatine nach Bewitterung war nicht mdglich
[Patzsch, 2010].

1.3.2.2 Lipide

Die Barriereeigenschaften von Biopolymerfilmen sind fir die meisten Anwendungen wichtige
Parameter. Aufgrund der hydrophilen Natur von Proteinen und der hohen Polaritat der
Weichmacher sind proteinbasierende Filme schwache Barrieren gegeniiber Wasserdampf.
Lipide wie Fettsduren, Triacylglyceride (Fette, Ole) und Wachse sind niedrig polare bzw.
unpolare Substanzen, die aufgrund ihrer Hydrophobizitdt gute Feuchtigkeitsbarrieren
darstellen. Allein sind Lipide fragil und bilden keine kohasiven, selbsttragenden Filme.
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Verbundwerkstoffe aus Protein und Lipid wurden daher umfangreich erforscht [Avena-
Bustillos und Krochta, 1993; Fabra et al., 2009; Gontard et al., 1994; Li und Chen, 2000;
McHugh und Krochta, 1994b; Shellhammer und Krochta, 1997]. Im Vergleich zu reinen
Proteinfilmen stellen Protein-Lipid-Filme meist eine verbesserte Wasserdampfbarriere dar,
allerdings gekoppelt mit geringeren mechanischen Eigenschaften des Materials. Diese
Instabilitdt des Filmes wird durch die unzureichende kohasive Strukturintegritdt des Lipids
verursacht. Briichige, opake Filme sind die Folge, abhangig von der Lipidkomponente und
-konzentration. Proteinfiime kénnen durch Beschichtung mit einem Lipid (Zwei- oder
Mehrschichtfilm) oder durch eine stabile Lipidemulsion in der Proteinmatrix modifiziert
werden. Um eine Phasentrennung der Emulsion aufgrund der verschiedenen Polaritaten zu
vermeiden, sollten die Lipidtropfen gleichmaRig dispergiert und mit kleiner PartikelgrofRe in
der Tragermatrix vorliegen. Zur Stabilisierung der Lipidpartikel werden haufig oberflachen-
aktive Substanzen, sogenannte Emulgatoren wie z.B. Lecithin dem Proteinfilm beigeflgt.
Eine inhomogene Verteilung des Lipids resultiert in einer schwacheren Feuchtigkeitsbarriere.
Generell verfugen Schichtfilme Uber eine bessere WVP-Effizienz als Filme einer stabilen
Protein-Lipid-Emulsion. Kovalente Bindungen zwischen dem Protein und dem hydrophoben
Additiv werden nicht gebildet, Lipide interagieren lediglich mit den Proteinseitenketten
[Bourtoom, 2009; Gennadios, 2002; Janjarasskul und Krochta, 2010; McHugh, 2000; Perez-
Gago und Krochta, 2001]. Die Feuchtigkeitsresistenz eines Verbundwerkstoffes ist stark von
der Polaritdt, dem Schmelzpunkt und dem Sattigungsgrad der Lipidkomponente abhangig.
Bei Raumtemperatur flissige Lipide wie Rapsdl, Tungdl oder Zimtdl sowie ungesattigte
Fettsduren (z.B. Olsdure) erreichen meist nur eine geringe Reduzierung der Wasserdampf-
permeabilitat [Atares et al., 2010; Kokoszka et al., 2010; Pereda et al., 2010]. Olsaure fiihrte
stattdessen zur Plastifizierung von Proteinfilmen aus Zein [Lai und Padua, 1998] und
Caseinat [Fabra et al., 2009]. Wachse stellen gegentiiber anderen Lipiden signifikant héhere
Wasserdampfbarrieren dar, was auf die starke Hydrophobizitdt und die orthorhombisch-
kristalline Struktur zurlckzufihren ist. Haufig verwendete Wachse — trotz des anti-
plastischen Effektes — sind Bienenwachs, Carnaubawachs, Candelillawachs und
Paraffinwachs [Chick et al., 2002; Gontard et al., 1995; Talens und Krochta, 2005].

1.3.2.3 Primare aliphatische Amine

Proteinfilme werden zur Verbesserung der Wasserresistenz mit Lipiden, vorrangig Wachsen,
kombiniert. Die reduzierte WVP der Protein-Lipid-Filme ist meist mit geringeren mecha-
nischen Eigenschaften verknipft. AuBerdem filhren fehlende kovalente Bindungen zwischen
Protein und Lipid mit der Zeit zur Trennung beider Komponenten. Alternative hydrophobe
Additive zur Beeinflussung der Wassersensitivitat von Proteinen, mit einer mdglichen
internen Plastifizierung der Proteinfilme sind nicht erforscht. Primare aliphatische Amine —
bestehend aus einer Aminogruppe verknipft mit einer Kohlenstoffkette — sind Substanzen,
deren Hydrophobizitdt mit zunehmender Kohlenstoffkettenldnge steigt. Langkettige Alkyl-
amine werden als Fettamine bezeichnet. Die Wasserldslichkeit sowie weitere Eigenschaften
primarer aliphatischer Amine sind in der Tabelle 1-1 dargestellt. Durch ihre NH>-Gruppe
verfugen primare Amine Uber eine funktionelle Gruppe, die als Lysin-Komponente in der
MTG-Reaktion fungieren kann — resultierend in einer kovalenten Verknlipfung zwischen
Amin und peptid- bzw. proteingebundenem Glutamin. Primare aliphatische Amine mit einer
Kettenlange von bis zu sechs Kohlenstoffatomen wurden bereits als Substrate fiir die mikro-
bielle Transglutaminase identifiziert [Ohtsuka et al., 2000]. Die kovalente Modifikation eines
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Proteins mittels Alkylamin kdnnte in einer verringerten Wasserloslichkeit des Proteins bzw.
verbesserten Feuchtigkeitsbarriere des Proteinfilms resultieren. Eine plastifizierende Wirkung
primarer Amine ist nicht bekannt. Aufgrund der kovalenten Verknipfung wirden diese
allerdings zur inneren Weichmachung der Proteinfilme dienen. Eine Verspréodung der Filme
durch Auswaschen des Additivs bei Kontakt mit Wasser wirde vermieden bzw. erschwert.

Tabelle 1-1: Physikalische und chemische Eigenschaften primédrer aliphatischer Amine (Angaben
entstammen Sicherheitsdatenblattern).

Amin Summenformel M Aggregatzustand | Wasserloslichkeit
[g/mol]

Butylamin C4H44N 73,14 flissig I6slich

Hexylamin CeH1sN 101,19 flissig 14 g/L

Octylamin CgHigN 129,25 flissig 0,2g/L

Dodecylamin CqoHo7N 185,35 fest, kristallin 0,078 g/L

Octadecylamin CigH3oN 269,52 fest, pulvrig unléslich

Primare Amine sind in groRen Mengen toxisch fur Wasserorganismen [Finlay und Callow,
1997; Newsome et al.,, 1991; Schultz et al., 1991]. Zur Gewabhrleistung niedriger Amin-
Konzentrationen in der Umwelt ist ein mikrobieller Abbau dieser organischen Stoffe von
hoher Wichtigkeit. Eine gute Bioabbaubarkeit fur lineare Alkylamine mit 4-18 Kohlenstoff-
atomen konnte ermittelt werden. Der biochemische Sauerstoffbedarf (BOD) lag bei Uber
60 % nach 12 Tagen [Yoshimura et al., 1980]. Fettamine aus naturlichen Rohstoffen werden
z.B. von der Deutsche Hydrierwerke GmbH Rodleben unter dem Handelsnamen ROFAMIN
produziert und vertrieben. Diese Amine finden Einsatz z.B. als Desinfektions-, Antiback-,
Dispersions-, Waschhilfs-, Korrosionsschutz- oder Haftmittel fiir Klebestoffe und Lacke sowie
als Emulgator und Bakterizid [EcogreenOlechemicals, Broschire] Auch viele Pharmazeutika
und Farbstoffe enthalten Amin-Funktionalitaten.

1.3.2.4 Reaktivfarbstoffe

Reaktivfarbstoffe sind farbige, wasserlosliche Verbindungen, die im Laufe eines Farbe-
prozesses mit Hilfe bestimmter Gruppierungen eine kovalente Bindung mit dem Substrat
eingehen. Diese chemische Bindung resultiert in einer waschechten Verbindung [Zollinger,
1961]. Urspringlich wurden diese Farbstoffe fir die Textilindustrie zum Farben von
Zellulosefasern bzw. Faserproteinen wie Wolle und Seide entwickelt. Spater fanden
Reaktivfarbstoffe in der Medizin und Biowissenschaft zur Visualisierung von Gewebe- und
Zellstrukturen [Prescott et al., 1968; Rae et al.,, 1983], als Affinitatsadsorptionsmittel zur
Proteinreinigung [Clonis et al., 1987; Labrou, 2002] und als Affinitatsmarker [Labrou, 2000;
Small et al., 1982] Anwendung. Ein Reaktivfarbstoff besteht in der Regel aus einem
farbgebenden Molekdlteil (Chromophor), einer oder mehrerer I6slichkeitserhohender
Gruppen (z.B. Sulfonatgruppen) und einer oder mehrerer Reaktivgruppen, welche zur
kovalenten Bindung mit dem Substrat dienen. Die Reaktivgruppe kann direkt oder Uber ein
Briickenglied mit dem Chromophor verbunden sein (Abbildung 1-3 A).
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A B

SO5— Chromophor— NH N

W Ch B| RG X Y Y
Abbildung 1-3: Schematischer Aufbau eines (A) Reaktivfarbstoffes. W...wasserldslichmachende Gruppen

(z.B. SO3’), Ch...Chromophor, B...Briickenglied (z.B. NH), RG...Reaktivgruppe, X...nukleophile Abgangsgruppen
(z.B. F, CI', SO4%). (B) Dichlortriazinfarbstoffes.

Dichlortriazinfarbstoffe — Handelsname Procion MX — stellen eine Untergruppe der Reaktiv-
farbstoffe dar. Im Jahr 1956 erfolgte deren Markteinfihrung durch die englische Firma ICI.
Diese Farbstoffe besitzen eine cyclische Struktur mit zwei Chloratomen (Abbildung 1-3 B),
Uber die durch nukleophile Substitution das Material kovalent gebunden werden kann — unter
Abspaltung von Salzsaure. Wahrend die Bindung des Farbstoffes an Zellulosefasern Uber
Hydroxylgruppen erfolgt, werden Proteine vorrangig Uber primadre Aminogruppen von
Lysinresten fixiert. Thiol-, Hydroxyl- und Carboxylgruppen anderer Aminosaurereste kénnen
ebenfalls zur Bindung flhren [Schellentrager, 2006; Shore, 1968; Stute, 1973]. Die
Substitution der Chloratome erfolgt stufenweise, abhangig von pH-Wert (bevorzugt alka-
lisches Milieu), Temperatur und Reaktivitdt gegenitber den Nukleophilen. Im stark
alkalischen Bereich und mit steigender Temperatur kdnnen unerwtinschte Nebenreaktionen
wie die Hydrolyse des Farbstoffes eintreten. Eine kovalente Reaktion des Farbstoffes in
dieser wenig reaktiven Form ist nicht méglich [Zahn und Reinert, 1968; Zollinger, 1961].
Verschiedene Dichlortriazinfarbstoffe wie Procion Blue MX, Procion Red MX-5B oder Procion
Yellow MX-8G fanden bereits Anwendung, so z.B. zum Farben von chemisch modifiziertem
Kollagen [Haroun und Mansour, 2008] bzw. Nylon [Soleimani-Gorgani und Taylor, 2008]
oder zur Affinitdtsmarkierung von Proteinen bzw. Enzymen [Alderton et al., 1995; Small et
al., 1982]. Der Dichlortriazinfarbstoff Procion Yellow M-4RS verfigt Uber einen
fluoreszierenden Chromophor und wird als Fluoreszenzmarker in der Medizin zur
Visualisierung von Gewebestrukturen bzw. Nervenzellen angewandt [Berlin et al., 1992;
Payton, 1970; Rae, 1974]. Fur die Herstellung von Filmen auf Proteinbasis wurden bisher
keine permanent gefarbten Materialien eingesetzt. Durch sichtbare Markierung des Proteins
konnten allerdings Kenntnisse Uber Vorgange innerhalb des Proteinnetzwerkes und die
Filmstruktur gewonnen werden.
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1.4 Zielsetzung

Biologisch abbaubare, ungiftige und kompostierbare Materialien gelten fir Bereiche wie die
Landwirtschaft oder Verpackungsindustrie als vielversprechende Innovation. Ein verstarktes
Umweltbewusstsein der Menschheit sowie Verknappung fossiler Rohstoffe und eine damit
verbundene Teuerung synthetisch hergestellter Kunststoffe beglnstigen die Entwicklung von
Biokunststoffen. Nachwachsende Rohstoffe wie Starke, Zucker und Zellulose werden bereits
zu Filmen oder Formkoérpern verarbeitet und vielseitig eingesetzt. Proteine, Koppelprodukte
aus der Starke- bzw. Biodieselherstellung oder Tierschlachtung, stellen eine weitere
Rohstoffquelle dar. Im Vergleich zu konventionellen, erddlbasierenden Kunststoffen ist deren
Einsetzbarkeit bisher limitiert — aufgrund der hohen Wassersensitivitat und unzureichenden
mechanischen Stabilitat. Aufgrund dessen finden Proteine, als Ausgangsmaterialien flr
Biokunststoffe bisher keinen Nutzen. In einer vorhergehenden Arbeit wurden hinsichtlich
einer landwirtschaftlichen Anwendung proteinogener Filme (Caseinat, Gelatine, Erbsen- und
Kartoffelprotein) umfangreiche Untersuchungen vorgenommen. Dabei trat vor allem
bezliglich der Regen- bzw. Witterungsbestandigkeit weiterer Optimierungsbedarf auf
[Patzsch, 2010].

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Herstellung eines Filmes auf Proteinbasis mit
verbesserter Hydrophobizitat und Witterungsbestandigkeit unter Erhalt der mechanischen
Eigenschaften. Rohkollagen (RK) mit einem Fettanteil von 18,6 % sollte auf dessen
Potenzial fur eine Filmbildung untersucht werden. Eine Charakterisierung der Filme hinsicht-
lich mechanischer Stabilitdt, Wasserldslichkeit, Benetzbarkeit, Witterungsbestandigkeit und
Abbaubarkeit im Boden sollte folgen. Eine plastifizierende Wirkung der Filme, durch das
enthaltene Fett und einer damit verbundenen Minimierung des externen Weichmachers,
sollte zudem untersucht werden. Die kovalente Vernetzung des Proteins mittels mikrobieller
Transglutaminase und deren Einfluss auf die Filmeigenschaften waren zu bewerten.

Die kovalente Modifikation von Proteinen durch hydrophobe Additive stellt eine weitere
Méglichkeit zur Verbesserung der Wasserresistenz von Proteinfilmen dar. Primare
aliphatische Amine wie z.B. Octylamin, deren Hydrophobizitat sich mit steigender
Kohlenstoffkettenldnge verbessert, sollten mittels Transglutaminase an das Modellprotein
Natrium-Caseinat gekoppelt werden. Der Einfluss einer Modifikation auf die MTG-katalysierte
Polymerisation des Proteins sowie die Substratspezifitit des Enzyms gegenilber Alkyl-
aminen war zu prifen.

Ein weiterer Teil der vorliegenden Arbeit bestand darin, das Modellprotein Natrium-Caseinat
mittels eines Reaktivfarbstoffes kovalent zu modifizieren, um ein besseres Verstandnis Uber
Vorgange innerhalb des Proteinnetzwerkes zu erlangen. Durch eine sichtbare Markierung
des Proteins kdnnte dieses oder mogliche Phasentrennungen im Film lokalisiert werden.
Diese Kenntnisse Uber die Filmstruktur sind fiir eine Optimierung der Eigenschaften von
grolier Wichtigkeit, da physikochemische, mechanische und Barriereeigenschaften eines
Proteinfilms und die daraus resultierende Anwendung vom Aufbau des Proteinnetzwerkes
abhangig sind. Optimale Reaktionsbedingungen zur Modifikation von Natrium-Caseinat
mittels eines Dichlortriazinfarbstoffes sowie die Eignung des modifizierten Proteins als MTG-
Substrat fir eine erfolgreiche Vernetzung des Caseinats bzw. Filmherstellung sollten
ermittelt bzw. untersucht werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Chemikalien
Samtliche verwendete Chemikalien sind in Tabelle 2-1 zusammengestellt.
Tabelle 2-1: Ubersicht der verwendeten Chemikalien.
. . Reinheit M.,
Bezeichnung Lieferant Art. Nr. [%] [g/mol]
Acetonitril (ACN) Merck KGaA 1.00029.1000 | 2999 | 41,05
(Darmstadt)

Acrylamid/Bisacrylamid-Lésung | AppliChem GmbH

(30 %) — Mix 32:1 (Darmstadt) A0947.1000

Ammoniumperoxodisulfat Carl Roth GmbH & Co

>

(APS; (NH4)2S20g, (Karlsruhe) 9592.3 =98,0 228,20

Bromphenolblau (Na-Salz) Carl Roth GmbH & Co | 545 4 691,90
(Karlsruhe)

. Sigma-Aldrich Chemie

Butylamin GmbH (Steinheim) 471305 99,5 73,14

Calciumnitrat-Tetrahydrat Carl Roth GmbH & Co | 7 4 >990 | 236,15
(Karlsruhe)

Coomassie Brillant Blau Carl Roth GmbH & Co

G-250 (Karlsruhe) 9598.2 877,00

. Max-Planck-Institut
2??§?;:’:3;T:‘)Ih®g§')”tam'ny" (Halle/Saale), 721,83
9 y Dr. M. Malesevic

di-Natriumhydrogenphosphat-2- | Carl Roth GmbH & Co

hydrat (Na,HPO,-2H,0) (Karlsruhe) 4984.3 99,5 177,99

Dipeptid-Glutaminylglycin Bachem AG

(Z-GIn-Gly) (Bubendorf, Schweiz) C-1635 337,33

Eisen(lll)-chlorid-hexahydrat Merck KGaA S

(FeCly-6H,0) (Darmstadt) 1.03943.0250 >99,0 270,33

Essigséure Carl Roth GmbH & Co | 754 5 >998 | 60,05
(Karlsruhe)

Ethanol Carl Roth GmbH & Co | 5 ¢ 95,0 46,07
(Karlsruhe)

Formaldehyd Carl Roth GmbH & Co | 74 4 37,0 30,03
(Karlsruhe)

Glutathion (reduziert) Merck KGaA 1.04090.0005 | 2980 | 307,33
(Darmstadt)

Glycerin Carl Roth GmbH & Co | .70, - >995 | 92,09
(Karlsruhe)

Glycin Carl Roth GmbH & Co | 594 - 2990 | 7507
(Karlsruhe)

Harnstoff Carl Roth GmbH & Co |y gqq 4 2995 | 60,06

(Karlsruhe)
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. . Reinheit M.,
Bezeichnung Lieferant Art. Nr. [%] [g/mol]
n-Hexan Carl Roth GmbH & Co | 5947 5 2950 | 86,18
(Karlsruhe)
. Sigma-Aldrich Chemie
Hexylamin GmbH (Steinheim) 219703 99,0 101,19
. . Merck KGaA
Hydroxylammoniumchlorid (Darmstadt) 1.04616.0100 = 99,0 69,49
Maltodextrin Sigma-Aldrich Chemie 31410
(aus Maisstéarke) GmbH (Steinheim)
Mercaptoethanol Carl Roth GmbH & Co 4227.2 > 99,0 78,13
(Karlsruhe)
Methanol (HPLC grade) Carl Roth GmbH & Co | 2, 4 >999 | 32,04
(Karlsruhe)
. Sigma-Aldrich Chemie
>
Monodansylcadaverin (MDC) GmbH (Steinheim) D4008 2997 335,50
Natriumazid (NaNs) Carl Roth GmbH & Co 1,55 4 2990 | 65,01
(Karlsruhe)
Natriumcarbonat (Na,CO) Carl Roth GmbH & Co | ) 155 5 >998 | 105,99
(Karlsruhe)
Natriumdihydrogenphosphat-2- Riedel-de Haén S
hydrat (NaH,PO,-2H,0) (Seelze) 4269 23220 =98,0 156,01
Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH & Co | 4o 4 20,0 288,40
(Karlsruhe)
Natriumhydroxid (NaOH) Carl Roth GmbH & Co | 7 >99,0 | 40,00
(Karlsruhe)
Natriumthiosulfat-5-hydrat Carl Roth GmbH & Co
>
(Na,S,05-5H,0) (Karlsruhe) P034.2 99,5 248,18
: Sigma-Aldrich Chemie
Octylamin GmbH (Steinheim) 05802 99,0 129,25
. Sigma-Aldrich Chemie
Procion Red MX-5B GmbH (Steinheim) 404365 40,0 615,34
2-Propanol Carl Roth GmbH & Co | ¢/, >998 | 60,10
(Karlsruhe)
Protein Molecular Weight Fermentas GmbH
Marker (St. Leon-Rot) #SM0431
| Roth H
Salzsaure (HCI) Carl Roth GmbH & Co | o5 5 37,0 36,46
(Karlsruhe)
. . Carl Roth GmbH & Co
>
Silbernitrat (AgNO3) (Karlsruhe) 7908.1 99,9 169,88
Tetramethylethylendiamin Carl Roth GmbH & Co S
(TEMED) (Karlsruhe) 23673 99,0 116,21
Trichloressigsaure Carl Roth GmbH & Co | 076 5 2990 | 163,40
(Karlsruhe)
Trifluoressigsaure (TFA) Carl Roth GmbH & Co | )6 4 99,9 114,02
(Karlsruhe)
Tris-(hydroxymethyl)- Carl Roth GmbH & Co 4855.3 >99.9 121,14

aminomethan (Tris)

(Karlsruhe)
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2.1.2 Gerate

Samtliche verwendete Geréte sind in Tabelle 2-2 zusammengestellt.

Tabelle 2-2: Ubersicht der verwendeten Gerite.

Bezeichnung Typ Hersteller (Name, Ort, Land)
Bewasserungssystem Gardena GmbH (Ulm, Deutschland)
. Vogel Germany GmbH & Co.KG
Bigel h
Ugelmessschraube (Kevelaer, Deutschland)
Dialvseschlauch Spektra/Por®Dialysis Spectrum Laboratories Inc.
y Membrane (MWCO 25,000) | (Rancho Dominguez, USA)

Elektrophorese-
Apparatur

Electrophoresis Power
Supply — EPS301

Amersham Biosciences
(Uppsala, Schweden)

Exsikkator

BOLA-Maxi

Rettberg GmbH (Géttingen, Deutschland)

Extraktionshilse
(aus Zellulose)

Innendurchmesser: 48 mm
AuRendurchmesser: 52 mm

Carl Roth GmbH & Co.KG
(Karlsruhe, Deutschland)

FlaschenaufsatZzfilter

Millipore Express®Plus
(0,22 pm)

Carl Roth GmbH & Co.KG
(Karlsruhe, Deutschland)

HPLC-Anlage

SpectraSystem
(P2000, AS3000, UV1000)

Thermo Fisher Scientific GmbH
(Dreieich, Deutschland)

HPLC-Saule

Grom-Sil 120 ODS-5 ST
5 um (140 x 4 mm)

Alltech Grom GmbH
(Rottenburg-Hailfingen, Deutschland)

DataPhysics Instruments GmbH

Kontaktwinkelmessgerat | OCA20 (Filderstadt, Deutschland)
Magnetrihrer MR3001 Heidolph Instruments GmbH & Co.KG
MR Hei-Standard (Kelheim, Deutschland)
Materialprifmaschine BDO-FB0.5TH Zwick GmbH & Co.KG
Zwick 2020 (Ulm, Deutschland)
Mikroliterpumpe Harvard Apparatus (Holliston, USA)
oH-Indikatorpapier pH 6,0 — 8,1 Carl Roth GmbH & Co.KG
pH 8,0-9,7 (Karlsruhe, Deutschland)

Wissenschaftlich-Technische Werkstatten

H-Met Inol H Level 2
P eter nolab pH Leve (Weilheim, Deutschland)
Photometer Genesys 6 ThermoSpectronic (New York, USA)
Pipetten Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

. . Heidolph Instruments GmbH & Co.KG

R fi Hei-VAP A

otationsverdampfer ei dvantage (Kelheim, Deutschland)
Soxhlet

. T . Hamilton Messtechnik GmbH

Spritze Microliter syringes

(Ho6chst, Deutschland)

Thermoblock

Thermostat plus

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Thermomixer

Thermomixer comfort

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Trockenschrank

UFE 500

Memmert GmbH & Co.KG
(Schwabach, Deutschland)

UV-Detektor-Kamera

Syngene Gene
Genius Bio Imaging System

VWR International GmbH
(Darmstadt, Deutschland)

Vakuumpumpsystem

PC 511

Vacuubrand GmbH & Co.KG
(Wertheim, Deutschland)

Vakuumzentrifuge

Concentrator 5301

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
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Bezeichnung Typ Hersteller (Name, Ort, Land)
BP221S Sartorius AG (Géttingen, Deutschland)

Waage BL310
APX-100 Denver Instrument (Denver, USA)

. Centrifuge 5415R

Zentrifuge Centrifuge 5810R Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
A-4-81

Zentrifugenrotor F45-24-11 Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
F45-48-11

2.1.3 Puffer

Samtliche verwendete Puffer sind in Tabelle 2-3 zusammengestellt.

Tabelle 2-3: Ubersicht der verwendeten Puffer.

Bezeichnung LAl pH AlnerEeE s i L Bemerkungen zur Herstellung
[mM] [a]
Tris/HCI-Puffer 20 7,0 2,42
Tris in 800 mL dH,O gelést, pH
mit HCI eingestellt und mit dH,0
auf 1 L aufgefullt.
Tris/HCI-Puffer 100 8,0 12,11
Jeweilige  Salzmenge wurde
separat in 800 mL dH,O gel6st
Natrium- 8,0 und mit dH,0 auf 1 L aufgefullt.
Phosphatpuffer 50 9,0 78%/89* pH < 9: mit **-Lésung wurde der
(*NaH,PO,4-2H,0, 10,0 ’ ’ pH-Wert der *-Lsung eingestellt.
**Na,HPO,-2H,0) 10,5 pH > 9: Zugabe von 1 M NaOH
zu **-Lésung bis gewlinschte pH-
Wert erreicht.

2.1.4 Proteine

Samtliche verwendete Proteine sind in Tabelle 2-4 zusammengestellt.

Tabelle 2-4: Ubersicht der verwendeten Proteine.

Bezeichnung Lieferant Art. Nr. Charge ReE‘l;}:]'e't Fet;f/:;te"

Gelatine Gelita AG

(300 Bloom) (Eberbach) 325407

Natrium-Caseinat | oVita GmbH 0222 | L161107001 | > 88,0 <15
(Engelsberg)

N,N-Dimethylcasein | Sigma-Aldrich Chemie 39890

(DMC) GmbH (Steinheim)

Schweineschwarte* | Acontex GmbH

(getrocknet) (Rheda-Wiedenbriick) 110400877 | 82,8 18,6
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*Fur das Protein Schweineschwarte wurde in der vorliegenden Arbeit die Bezeichnung
Rohkollagen (RK) verwendet. Weitere Inhaltstoffe sind Asche (1,05 %), Fasern (0,2 %),
Chlorid, Mineralstoffe und Kohlenhydrate. Der Feuchtigkeitsgehalt betragt 6,26 %.

2.1.5 Transglutaminasen

Samtliche verwendete Transglutaminasen sind in Tabelle 2-5 zusammengestellt.

Tabelle 2-5: Ubersicht der verwendeten mikrobiellen Transglutaminasen (MTG).

Bezeichnung Beschreibung
kommerziell erhaltliche MTG-Praparation (1,0 % Enzym in Maltodextrin) von
MTG Activa®WM Ajinomoto Foods Deutschland GmbH (Hamburg)

Expressionsstamm: Streptomyces mobaraensis

genetisch optimierte, rekombinante MTG mit Aminosdureaustausch an
MTG S2P zweiter Position (Serin gegen Prolin ausgetauscht) [Marx et al., 2008]
Expressionsstamm: E. coli BL21 Gold(DE3)

Fiur die kommerziell erhaltiche MTG-Praparation Activa®WM wurde nachfolgend die
Bezeichnung ,MTGauva“ und flr die rekombinant hergestellte MTG-Praparation S2P die
Bezeichnung ,MTGgs2p" verwendet.
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2.2 Analytik

2.2.1 Bestimmung der Transglutaminase-Aktivitat

Zur Bestimmung der MTG-Aktivitat wurde der kolorimetrische Hydroxamat-Test eingesetzt
[Folk und Cole, 1966b]. 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 2-1).

Z-GIn-Gly Z-GIn-Gly
+ NHoH —MIGC __ +  NH,
NH2 NHOH
Fe*IH’*

Z-GIn-Gly

Detektion bei

525 nm A
© ...NHOH

P
Fe

Abbildung 2-1: Prinzip des Hydroxamat-Tests zur Bestimmung der Transglutaminase-Aktivitat.

Fir den Test wurden die Substrat- und Stopplésung mit den wie in Tabelle 2-6 und Tabelle
2-7 beschriebenen Konzentrationen hergestellt. Fur die Substratlésung wurden 5 g dH,0
vorgelegt. Nach Tris-Zugabe wurden 400 pL 1 M Essigsaure zugesetzt. Anschliellend
erfolgte die Zugabe aller weiteren Bestandteile, die Einstellung des pH-Wertes mit 1 M
Essigsaure auf 6,0 und das Auffullen mit dH,O auf 10 g.

Tabelle 2-6: Zusammensetzung der Substratlosung fiir den Hydroxamat-Test.

Konzentration im Test Molekulargewicht Einwaage in 10 g
[g/mol] [a]

0,20 M Tris 121,14 0,3028

0,10 M Hydroxylammoniumchlorid 69,49 0,0869

0,01 M Glutathion (reduziert) 307,33 0,0384

0,03 M Z-GIn-Gly 337,33 0,1265

Tabelle 2-7: Zusammensetzung der Stopplosung fiir den Hydroxamat-Test. Die Losungen wurden zu
gleichen Teilen und in der angegebenen Reihenfolge gemischt.

Konzentration im Test Molekulargewicht Reihenfolge
[g/mol]

12 % Trichloressigsaure 163,40 1

5 % FeCl;-6H,0 (in 0,1 M HCI) 270,33 2

3 M HCI 36,46 3
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Die MTG-Aktivitat lied sich nach dem Lambert-Beerschen-Gesetz berechnen (Formel 1).
Dabei ist eine Unit [U] definiert als die Bildung von 1 pmol y-Glutaminyl-Hydroxamat pro
Minute bei 37 °C und einem pH-Wert von 6,0.

(E ) Vtest) (1)

(8 : treakt -d- VMTG)

MTG-Aktivitat [i} =
mL

mit E Extinktion [-]
Viest Gesamtvolumen [mL]
Vure Enzymvolumen [mL]

€ Extinktionskoeffizient [cm?/umol]
teat Reaktionszeit [min]
d Schichtdicke der durchstrahlten Flissigkeit in der Kiivette [cm]

Die Durchfihrung des Tests erfolgte in einem 1,5 mL Reaktionsgefal®. Dafur wurden 600 pL
Substratlésung und 50 pL Puffer (20 mM Tris/HCI pH 7,0) vorgelegt und 3 min bei 37 °C
inkubiert. Mit Zugabe von 100 puL Enzymlésung wurde die Reaktion gestartet und nach
10 min bei 37 °C mit 750 yL Stopplosung abgebrochen. Das Reaktionsgemisch wurde
anschlieBend zentrifugiert (2 min, RT, 16100 g) und vom Uberstand die Extinktion bei
525 nm gegen einen Blindwert bestimmt. Der Blindwert enthielt 100 yL Puffer (20 mM
Tris/HCI pH 7,0) ohne Enzym.

Fir 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 Wellenlédnge von 525 nm
ermittelt.

2.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fir den Nachweis einer Vernetzungsreaktion durch MTG und zur Molekulargewichts-
bestimmung wurde die SDS-PAGE nach Laemmli eingesetzt [Laemmli, 1970]. Alle
verwendeten Reagenzien sind in Tabelle 2-9 zusammengefasst.

Die Gele fir die SDS-PAGE bestanden aus je einem Trenn- und einem Sammelgel. Die
Zusammensetzung ist in Tabelle 2-8 dargestellt. Die zu analysierenden Proben wurden mit
SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 99 °C inkubiert. Es wurden 10 yL Probe und 5 pL
Molekulargewichtsmarker auf das Sammelgel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in zwei
Stufen durchgeflihrt (1.Stufe: 300 V, 80 mA, 6 min; 2.Stufe: 300 V, 60 mA, 40 min).

Tabelle 2-8: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele (Dicke: 1 mm).

2 Trenngele 2 Sammelgele
125%T 45%T
Gelpuffer 2,5mL 1,25 mL
Acrylamid/Bisacrylamid 4,2 mL 0,75 mL
deionisiertes Wasser 3,3mL 3,00 mL
TEMED 10 L 10 L
gesattigtes APS 20 L 8 uL




2 Material und Methoden 29

Tabelle 2-9: Reagenzien zur Durchfiihrung der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese.

Bezeichnung

Zusammensetzung

Bemerkung zur Herstellung

Trenngelpuffer

181,8 g/L Tris

20 mL 20 % (w/v) SDS-Ldsung
1 mL 10 % (w/v) NaN3-Losung
pH 8,8

Substanzen in 800 mL dH,O geldst,
pH mit HCI eingestellt und mit dH,O
auf 1 L aufgefillt.

Sammelgelpuffer

60,6 g/L Tris

20 mL 20 % (w/v) SDS-Ldsung
1 mL 10 % (w/v) NaN3-Lésung
pH 6,8

Substanzen in 700 mL dH,O gel6st,
pH mit HCI eingestellt und mit dH,O
auf 1 L aufgefillt.

Acrylamid/Bisacrylamid-

Lésung (30 %)

290,9 g/L Acrylamid,
9,1 g/L Bisacrylamid

AppliChem GmbH (Darmstadt)
val. 2.1.1

Mix 32:1
In einem Reaktionsgefa® dH,O vor-
APS-Ldsung (NH.),8,0% gelegt und eine entsprechende Menge
(gesattigt) APS hinzugefiugt, bis sich keine
Kristalle mehr I6sten.
30,28 g/L Tris
Kathodenpuffer 144 g/L Glycin Substanzen in 800 mL dH,O gelost

(10x konzentriert)

50 mL 20 % (w/v) SDS-Ldsung
1 mL 10 % (w/v) NaN3-Ldsung

und mit dH,O auf 1 L aufgefilllt.

SDS-Probenpuffer

27,2 g/L Tris

30 mL HCI (3 M)

250 mL 20 % (w/v) SDS-Lésung
500 mg Bromphenolblau

500 g Glycerin

pH 6,8

Substanzen in etwas dH,O gel6st, pH
mit 3 M HCI eingestellt und mit dH,O
auf 1 L aufgeflllt. Vor Verwendung
wurden 10 yL Mercaptoethanol pro mL
SDS-Probenpuffer zugesetzt.

2221

Farbung mittels Coomassie

Das SDS-PAGE-Gel wurde Uber Nacht in Farbelésung auf einem Wipptisch geschittelt.
Nach der Farbung wurde das Gel mit Entfarbeldsung bis zum maximalen Kontrast entfarbt
(Wechsel der Losung nach 30 min). Nach Spulen mit dH,O (10-20 min) wurde das Gel flr
30 min in Geltrocknerldsung inkubiert. Das Gel wurde luftblasenfrei zwischen zwei benetzte
Zellophanfolien gespannt und flr zwei Tage bei Raumtemperatur (RT) getrocknet. Die
Zusammensetzungen der verwendeten Lésungen sind in Tabelle 2-10 aufgelistet.

Tabelle 2-10: Reagenzien zur Durchfiihrung der Coomassie-Farbung.

Bezeichnung

Zusammensetzung

Bemerkung zur Herstellung

Farbelésung

1 g/L Coomassie Brillant Blau G-250

20 % (v/v) 2-Propanol
10 % (v/v) Essigsaure

Coomassie Brillant Blau in 700 mL
dH,O geldst, danach Zugabe der
Ldsungen.

Entfarbelésung

(
20 % (v/v) 2-Propanol
10 % (v/v) Essigsaure

Lésungen gemischt und mit dH,O
auf 1 L aufgefillt.

Geltrocknerldsung

20 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Glycerin

Substanzen in 500 mL dH,O
gemischt und mit dH,O auf 1L
aufgefullt.
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2.2.2.2 Farbung mittels Silber

Um eine sensitivere Farbung des SDS-PAGE-Gels zu erlangen, wurde die Silberfarbung
nach Blum eingesetzt [Blum et al., 1987]. Die Sensitivitat dieser Farbemethode ist gegenulber
Coomassie-Farbung um den Faktor 100-1000 erhoht. Nachteilig wirken sich die lange
Dauer, die zahlreichen Inkubationsschritte und die hohen Anforderungen an die Reinheit
aus. Die genaue Durchfiihrung ist zur besseren Ubersicht in Tabelle 2-11 dargestellt.

Tabelle 2-11: Protokoll zur Durchfiihrung der Silberfarbung nach [Blum et al., 1987]. Pro Gel wurden je
100 mL Lésung verwendet.

Schritt Losung Zeit / Dauer

500 mL Methanol
. 120 mL Essigsaure (100 % .

Fixieren 0.5 mL Formildehycg (37 %)) Uber Nacht
mit dH,O auf 1 L aufgefillt

Waschen 50 % (v/v) Ethanol 3 x 20 min

Sensitivieren 0,2 g/L Na,;S,03-5H,0 1 min

Waschen dH,O 3x20s
0,4 g AgNO;

Farben 150 pL Formaldehyd (37 %) 30 min
mit dH,O auf 0,2 L aufgefiillt

Waschen dH,O 2x20s
12 g NGQCO;;

Entwickeln 100 pL Formaldehyd (37 %) bis gewlnschte Farbung
4 mL NayS,05-5H,0-Lésung [0,2 g/L] erreicht (3-5 min)
mit dH,O auf 0,2 L aufgefillt
50 % (v/v) Methanol .

Stoppen 12 % (v/v) Essigsaure 10 min

Waschen 50 % (v/v) Methanol kurz (~ 1 min)

Um mogliche Verunreinigungen zu vermeiden, erfolgte die Herstellung aller Lésungen mit
mehrfach deionisietem Wasser und Methanol in HPLC Qualitat. Weiterhin wurden die
Lésungen zum Sensitivieren, Farben und Entwickeln kurz vor Verwendung frisch hergestellt.
Nach den genannten Schritten wurde das Gel in 50 % (v/v) Methanol aufbewahrt oder wie
das Gel der Coomassie-Farbung getrocknet (vgl. Abschnitt 2.2.2.1).
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2.2.3 Mechanische Priufung von Filmen mittels Zugversuch

Die Messung der Zugeigenschaften von Rohkollagen-Filmen erfolgte an einer Zwick
Materialprifmaschine des Typs BDO-FB0.5TH (Zwick GmbH & Co.KG, Ulm) angelehnt an
die Norm DIN EN ISO 527-3. Dafur wurden Probestreifen (15 x 150 mm) aus einem
plastifizierten Proteinfilm herausgeschnitten und zwischen pneumatischen Klemmen mit
Aluminium/Vulkollan-Spannbacken (Abbildung 2-2 A) fixiert. Probestreifen von Filmen ohne
Weichmacher wurden mit der Dimension 10 x 150 mm ausgeschnitten. Fir die Prifung
wurden diese Filmstreifen zwischen Klemmen mit Backeneinsatzen aus Stahl mit
Schuppenraster-Oberflache gespannt (Abbildung 2-2 B). Die Anderungen wurden notwendig,
da unplastifizierte Filme wahrend der Messung von den Aluminium/Vulkollan-Spannbacken
nicht gehalten wurden und der Kraftaufnehmer der Prifmaschine (Maximalkraft 100 N) nicht
ausreichte, um den Probestreifen bis zum Bruch zu fahren. Gelatine-Filme ohne Weich-
macher wurden mit der Materialprifmaschine Zwick Z020 (Maximalkraft 2,5 kN) vermessen.

A B

Abbildung 2-2: Backeneinséatze zur Bestimmung der Zugeigenschaften von Proteinfilmen an einer Zwick
Materialpriifmaschine. A: Aluminium konvex/Vulkollan glatt (Filme mit Weichmacher); B: Stahl Schuppenraster
0,4 mm (Filme ohne Weichmacher).

Die Einspannlange wurde bei der Prifung auf 100 mm eingestellt. Die Vorkraft zur
Ausrichtung der Probe betrug 0,1 N. Die Prifgeschwindigkeit zur Bestimmung des
Zugmoduls betrug 1 mm/min. Der Zugmodul wurde im Dehnungsbereich von 0,05-0,25 %
gemessen. Bei Erreichen von 0,25 % Dehnung wurde die Prifgeschwindigkeit auf
50 mm/min erhoht. Die Priifung wurde bis zum Bruch des Probestreifens durchgefihrt. Dabei
erfolgte die Aufzeichnung der Spannung-Dehnungs-Kurve. Zur Auswertung des Zug-
versuches wurde die Software TestXpert Il Version 1.42 verwendet. Es wurde die
Zugfestigkeit oy (Formel 2) und die Bruchdehnung €5 (Formel 3) ermittelt.

O =2t (2)
mit oy  Zugfestigkeit [N/mm?]
Fv  Maximalkraft [N]
A Querschnittsflache der Probe [mm?]
€g = At -100 (3)
LO

mit €8 Bruchdehnung [%]
AL  Langenanderung bis Bruch [mm]
Lo Einspannlange = Anfangsabstand der Einspannklemmen [mm]
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Die Dicke eines Filmstreifens — Parameter zur Berechnung der Querschnittsflache A — wurde
mittels einer Bugelmessschraube bestimmt. Pro Streifen erfolgte eine Dreifachbestimmung.

Der Zugversuch wurde bei 2312 °C durchgefiihrt. Die Proben wurden vor der Messung
mindestens 48 h bei 2312 °C und 50+3 % relativer Luftfeuchte (rLF) Uber einer gesattigten
Calciumnitrat-Losung in einem Exsikkator konditioniert. Die dargestellten Daten reprasen-
tieren den Mittelwert aus mindestens zehn Probestreifen + Standardabweichung als Fehler-
balken. Die Standardabweichung betrug 0,1-10 %.

Abbildung 2-3: Probekoérper Typ 2 zur Bestimmung der Zugeigenschaften von Proteinfilmen [DIN EN ISO
527-3, 1995]. 1...Messmarken; b...Probenbreite 10-25 mm; h...Probendicke < 1 mm; L,...Messlange 50+0,5 mm;
L...Anfangsabstand der Einspannklemmen 100+5 mm; I3...Gesamtlange = 150 mm.

2.2.4 Loslichkeit von Proteinfilmen

2.2.4.1 Loslichkeit in Wasser unter Temperatureinfluss

Die Durchfiihrung zur Bestimmung der Wasserloslichkeit der Proteinfilme ist in Abbildung 2-4
dargestellt. Eine Filmprobe (10 x 50 mm) wurde in einem Reaktionsgefal® mit 10 mL dH,O far
1 h mittels Thermomixer geschittelt (500 rpm) und anschlieBend der Filmrest dem
Reaktionsgefal® wenn madglich entnommen. Die Temperatur des Wassers variierte zwischen
23 °C und 85 °C (23/ 30/ 40/ 55/ 85 °C). Der Filmrest wurde 24 h bei 70 °C getrocknet. Die
wassrige Lésung wurde verworfen.

Die Gewichtsdifferenz zwischen dem trockenen Filmrest nach dem Ldslichkeitstest und dem
Trockengewicht der Ausgangsprobe entspricht dem Gewichtsverlust des Filmes (Formel 4).
War eine Entnahme des Filmrestes aus dem Reaktionsgefald nicht méglich, entsprach das
einem 100 %igen Gewichtsverlust bzw. einer vollstandigen Loslichkeit der Probe in Wasser.

AGewicht = Fim~MRest 41 (4)
MFiim

mit AGewicht Gewichtsverlust des Filmes [%]
MEiim Trockengewicht der Ausgangsprobe [mg]
MRest Trockengewicht des Filmrestes (nach Test) [mg]
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Filmprobe 10 mL dH,0
(10 x 50 mm) (auf entsprechende
Temperatur erwarmt)

Trocknung
(70 °C, 24 h)

4 Berechnung: +
\_ Probentrockengewicht / 15 mL-

g Reaktionsgefay

Inkubation
(23-85 °C, 60 min,
500 rpm)

Berechnung: \

/ Trocknung
\Gewichtsverlust des Filmes /

(70°C, 24 h) \Verworfen”

Abbildung 2-4: Durchfiihrung zur Bestimmung der Loslichkeit von Proteinfilmen in Wasser bei
unterschiedlichen Temperaturen (23/ 30/ 40/ 55/ 85 °C). dH.O...deionisiertes Wasser.

2.2.4.2 Untersuchung der Regen- bzw. Witterungsbestandigkeit

Zur Untersuchung der Regen- bzw. Witterungsbestandigkeit von Proteinfilmen wurden die
nach Abschnitt 2.3.6 hergestellten Filme in dH,O getaucht und nach Trocknung deren
mechanischen Eigenschaften analysiert. Der Test simulierte eine vollstindige Uberflutung
des Filmes z.B. bei Starkregen. Die Filme (200 x 200 mm) wurden zwischen Acrylglas-
Rahmen gespannt, fir 1 h bei Raumtemperatur in dH,O getaucht und anschlieRend bei
gleicher Temperatur getrocknet. Diesem Bewitterungszyklus (Wasserung-Trocknung) wurde
ein Proteinfilm bis zu vier Mal ausgesetzt. Nach der letzten Trocknung wurden die Protein-
filme fur mindestens 48 h bei 23+2 °C und 50+3 % rLF (Uber einer gesattigten Calciumnitrat-
Lésung) in einem Exsikkator konditioniert. Die Zugeigenschaften der Filme wurden wie unter
Abschnitt 2.2.3 beschrieben ermittelt.

2.2.5 Kontaktwinkelmessung

Die Messung der Kontaktwinkel von Proteinfilmen erfolgte mittels des videogestltzten,
optischen Kontaktwinkelmessgerats OCA20 (DataPhysics Instruments GmbH, Filderstadt).
Dafiir wurde ein 5 pL Tropfen deionisiertes Wasser mittels einer Mikroliter-Spritze auf die
Filmoberflache appliziert. Die Filmprobe samt Tropfen wurde fotographisch erfasst. Die
Berechnung des Winkels zwischen Basislinie (Filmoberflache) und dem Wassertropfen
erfolgte automatisch mittels der Software SCA20. Auf beiden Seiten des Filmes, d.h.
wahrend der Trocknung der Luft (Oberseite) bzw. der PTFE-Form zugewandten Seite
(Unterseite) wurden die Kontaktwinkel bestimmt. Die Messung erfolgte bei Raumtemperatur.
Pro Film wurden mindestens zehn Messwerte aufgenommen und der Mittelwert + Standard-
abweichung bestimmt. Die Standardabweichung betrug 2-6 %.
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Der Kontaktwinkel 8 stellt ein Mal} fir die Benetzbarkeit einer Festkorperoberflache durch
eine Flussigkeit dar (Abbildung 2-5). Dabei sind zwei Grenzfalle beobachtbar. Entweder der
aufgetragene Tropfen ,verschwindet® und bildet einen diinnen, flissigen Film (vollstandige
Benetzung, 8 = 0°) oder es tritt eine absolute Unbenetzbarkeit des Korpers (68 = 180°) ein
[Dorfler, 2002]. Oberflachen mit einer partiellen Benetzbarkeit und einem Kontaktwinkel
kleiner 90° werden als hydrophil bezeichnet. Betragt der Winkel mehr als 90° ist die
Oberflache hydrophob.

Filmbildung Partielle keine/ sehr unvollstandige absolute
(vollstandige Benetzbarkeit) Benetzbarkeit Benetzbarkeit Unbenetzbarkeit

6) o\ e N

N2 N2 . N

0=0° 0°<0<90° 90° <6< 180° 6 =180°

Abbildung 2-5: Darstellung verschiedener Situationen der Benetzbarkeit einer Festkérperoberflache

durch eine Fliissigkeit unter Angabe des Kontaktwinkels 0.

2.2.6 Abbaubarkeit im Boden

Zur Untersuchung des Abbauverhaltens der Proteinfilme im Boden wurden Anzuchtschalen
(200 x 330 x 60 mm) bis zur Halfte mit Pikiererde (Einheitserde Classic) geflllt. Darauf
wurden Filmproben (40 x 40 mm) gelegt und diese mit weiterer Erde vollstandig bedeckt
(1-2 cm hoch). Pro Schale wurden 15 Proben platziert. Gelagert wurden die praparierten
Schalen bei 2312 °C und 555 % rLF. Um ein Austrocknen der Erde zu vermeiden, wurden
in einem 24 h-Rhythmus 90 mL Wasser pro Schale zugefiihrt. Die Zugabe war durch ein
Bewasserungssystem automatisiert und erfolgte innerhalb einer Minute. Die Versuchsdauer
betrug 60 Tage. Pro Versuchstag erfolgte eine Doppelbestimmung. Daflr wurden die
Filmproben den Schalen wenn méglich vorsichtig entnommen, das Abbauverhalten
fotographisch dokumentiert und bewertet.

2.2.7 Reverse Phase-Hochleistungsflissigkeitschromatographie
(RP-HPLC)

Die Analytik der Kalibrierldsungen und Reaktionsproben aus Abschnitt 2.3.3 erfolgte mit
einer SpectraSystem-HPLC-Anlage. Als Trennsaule wurde eine Grom-Sil 120 ODS-5 ST
5um (140 x 4 mm) von Alltech Grom GmbH (Rottenburg-Hailfingen) verwendet. Die
Steuerung der Anlage, Datenaufzeichnung und Auswertung der Chromatogramme wurde
Uber die Software ChromQuest 2.51 realisiert. Fur alle Durchlaufe wurde eine Flussrate von
1 mL/min gewabhlt. Die Detektion erfolgte bei einer Wellenlange von 215 nm.

Die Probeninjektion erfolgte Gber eine sogenannte ,Push Loop“-Methode mit 50 yL Probe je
Injektion. Es wurde pro HPLC-Flaschchen eine Doppelbestimmung vorgenommen. Zur
Trennung der Probengemische wurde ein Stufengradient mit einmaligem Umschalten von
Laufmittel A (0-5 min) zu Laufmittel B (5,1-12 min) gefahren.
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Alle bei der Chromatographie verwendeten Laufmittel und Lésungen wurden filtriert
(Porendurchmesser des Filters: 0,22 ym) und entgast. Die Zusammensetzungen der beiden
Laufmittel sind in Tabelle 2-12 dargestellt.

Tabelle 2-12: Zusammensetzung der Laufmittel fiir die RP-HPLC.

Laufmittel A Laufmittel B
Acetonitril 30 % 60 %
Trifluoressigsaure 0,1 % 0,1 %
dH,0O 69,9 % 39,9 %

Die HPLC-Anlage wurde nach etwa 10-15 Messungen mit 100 % Methanol gespult, um die
mit dem Laufmittel nicht eluierbaren Substanzen zu entfernen. Zuvor wurde die Apparatur
mit 20 % Methanol gespult, zur Entfernung des Laufmittels und zur Verhinderung einer
Prazipitation der darin gelésten Salze.

In Abschnitt 8.2 sind Chromatogramme der analysierten Reaktionsproben sowie die
Kalibrierung der Substratldsung dargestellt. Tabelle 2-13 veranschaulicht die Retentions-
zeiten des Substrates Z-GIn-Gly und der gebildeten Reaktionsprodukte, abhangig vom
verwendeten primaren Amin. Ausgehend von den Peakflachen der Kalibrierung — Lésungen
bekannter Konzentrationen — konnte ein linearer Faktor bestimmt werden, mit dem
schlieBlich die Substratkonzentrationen der Reaktionsproben berechnet wurden. Die
Konzentrationen der Produkte resultierten aus der Abnahme der jeweiligen Z-GIn-Gly-
Konzentration. Eine Kalibrierung der Produkte war aufgrund fehlender Referenzsubstanzen
nicht maéglich.

Tabelle 2-13: Retentionszeiten analysierter Komponenten.

Komponente Retentionszeit [min]

Substrat Z-GIn-Gly 2,5
Butylamin 7,7

Produkte Hexylamin 8,7
Octylamin 10,2
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2.3 Methoden

2.3.1 Modifikation von Caseinat mit Farbstoff

Die Durchfuhrung zur Modifikation von Natrium-Caseinat mittels eines Dichlortriazin-
farbstoffes — Handelsname Procion Red MX-5B — ist in Abbildung 2-6 dargestellt. Dieser
Reaktivfarbstoff kann durch nukleophile Substitution der beiden Chloratome kovalent an
Hydroxyl- und Aminogruppen von Zellulosefasern bzw. Proteinen binden [Zollinger, 1961].
Der Reaktionsansatz bestand aus 0,88 mg/mL Protein und 5,75 mM Farbstoff in 50 mM
Natrium-Phosphatpuffer pH 8,0 und wurde bei 25 °C fir 120 min inkubiert. Das Verhaltnis
zwischen Caseinat bzw. den Lysinen des Proteins — 62 Lysine pro Caseinmolekil — und dem
Farbstoff betrug 1:10, d.h. ein zehnfacher Farbstoffuberschuss lag vor. Fur die Berechnung
des Protein,-Farbstoff-Verhaltnisses wurden nur die Lysine des Proteins verwendet, da sich
Reaktivfarbstoffe vorrangig an die primare e-Aminogruppe dieser Aminosaure binden.

Die Analyse der Reaktion erfolgte mittels SDS-PAGE (vgl. Abschnitt 2.2.2). Dafiir wurden
nach verschiedenen Zeitpunkten 20 yL dem Reaktionsansatz entnommen, mit 20 yL SDS-
Probenpuffer versetzt und 5 min bei 99 °C inkubiert.

Natrium-Caseinat Earbstoff
1 mg NaCas / mL Puffer 30,8 mg FS / mL Puffer
(50 mM NaPhosphat pH 8,0) (50 mM NaPhosphat pH 8,0)
20,01 mM Reaktionsansatz 250 mM
L NaCas Farbstoff J
500 pL- ™ 0,88 mg/mL 5,75 mM 65 uL

T=25°C
t =0-120 min
frot = 400 rpm

20 L
(+20 uL SDS-PP)
5 min, 99 °C

SDS-PAGE

Abbildung 2-6: Durchfiihrung zur Untersuchung der kovalenten Modifikation von Natrium-Caseinat mittels
Dichlortriazinfarbstoff (Procion Red MX-5B) bei 25 °C. FS...Farbstoff, SDS-PP...SDS-Probenpuffer.

2.3.1.1 Variation des pH-Wertes und des Protein -Farbstoff-Verhaltnisses

Der Einfluss von zwei Parametern — pH-Wert und Protein,-Farbstoff-Verhaltnis — auf die
Modifikation des Natrium-Caseinats wurde untersucht. Die Durchflihrung erfolgte angelehnt
an das in Abbildung 2-6 dargestellte FlieRschema mit einigen Veranderungen.

In der ersten Versuchsreihe wurde der pH-Wert der Protein- und Farbstofflésung zwischen
50 mM Natrium-Phosphatpuffer pH 9, 10 und 10,5 variiert. Der Reaktionsansatz sowie die
Bedingungen (25 °C, 120 min, Protein s:Farbstoff-Verhaltnis 1:10) wurden konstant ge-
halten. In der zweiten Versuchsreihe wurde das Protein,s-Farbstoff-Verhaltnis zwischen 1:1,
1:2,5 und 1:5 variiert. Um diese Verhaltnisse im Reaktionsansatz einzustellen, wurden
verschiedene Mengen an Farbstofflosung (Konzentration: 10 mM = 6,37 mg/mL) dem Ansatz
zugefuhrt. Die zugesetzten Volumina sowie die Farbstoffkonzentrationen im Reaktionsansatz
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sind in Tabelle 2-14 aufgelistet. Die Reaktionsbedingungen betrugen 25 °C, 120 min und
50 mM Natrium-Phosphatpuffer pH 10,5.

Die Analyse beider Versuchsreihen erfolgte mittels SDS-PAGE (vgl. Abschnitt 2.2.2). Daflr
wurden nach verschiedenen Zeitpunkten 20 yL dem Reaktionsansatz enthommen, mit 20 pyL
SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 99 °C inkubiert.

Tabelle 2-14: Protein.ys:Farbstoff-Verhédltnisse bzw. Farbstoffkonzentrationen im Reaktionsansatz unter
Angabe der zugesetzten Farbstoffvolumina.

Protein, s:Farbstoff- Zugesetzte Farbstoffvolumen Farbstoffkonzentration im
Verhiltnis (10 mM = 6,37 mg/mL) Reaktionsansatz
1:1 35 uL 0,654 mM
1:2,5 80 L 1,38 mM
1:5 160 L 2,42 mM

2.3.1.2 Behandlung der Caseinat-Farbstoff-Losung mit Butylamin

Zur Substitution restlicher Chloratome der Farbstoffmoleklle wurde die Caseinat-Farbstoff-
Ldosung einer Behandlung mit Butylamin unterzogen. Die Ldsung wurde mit Butylamin
versetzt und bei 30 °C fur 240 min im Thermomixer (600 rpm) inkubiert. Das zugesetzte
Volumen an Butylamin wurde so gewahlt, dass im Reaktionsansatz ein Farbstoff-Butylamin-
Verhaltnis von 1:25 vorlag. Die Analyse der Reaktion erfolgte mittels SDS-PAGE (vgl.
Abschnitt 2.2.2). Dafir wurden nach verschiedenen Zeitpunkten dem Reaktionsansatz
Proben entnommen, mit dH,O auf 1 mg/mL Proteinkonzentration verdinnt, 1:2 mit SDS-
Probenpuffer versetzt und 5 min bei 99 °C inkubiert.

2.3.1.3 Gewinnung des modifizierten Caseinats

Da sich das Zielprotein in Lésung befand, wurde als Reinigungsmethode das Ausfallen
mittels Salzsdure angewandt. Eine genaue Saurekonzentration zum Fallen des modifizierten
Caseinats war nicht bekannt. Daher wurde dem Caseinat-Farbstoff-Butylamin-Gemisch bei
25 °C stufenweise 4 M HCI zugesetzt. Nach jeder Stufe wurde der Ansatz zentrifugiert
(5 min, RT, 3220 g) sowie Uberstand und Pellet voneinander getrennt. Die Zugabe von HCI
zum Uberstand erfolgte bis das Protein prazipitierte — bei etwa 12,5 % Séaure. Die Analyse
der Salzsaurefallung erfolgte mittels SDS-PAGE (vgl. Abschnitt 2.2.2). Daflr wurden die
nach Zentrifugation erhaltenen Pellets in dH,O resolubilisiert bzw. den Uberstanden vor der
nachsten HCI-Zugabe eine Probe entnommen. Alle Proben wurden mit dH,O auf 1 mg/mL
Proteinkonzentration verdinnt, 1:2 mit SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 99 °C
inkubiert.

Um das sauregefallte Protein von Salzen und ungebundenem Farbstoff zu befreien, wurde
dieses in dH,O resolubilisiert und in einen Dialyseschlauch (MWCO 25,000) Uberfihrt. Zur
Vorbereitung des Dialyseschlauches und zur Entfernung der Natriumazid-haltigen Lager-
I6sung wurde der Schlauch zuvor mehrmals mit dH,O gespult. Die Dialyse gegen dH,O
erfolgte fir 24 h bei 4 °C unter Rihren. Das Wasser wurde mehrmals gewechselt. Die
dialysierte Proteinlésung wurde anschlieBend mittels einer Vakuumzentrifuge solang
eingeengt bis das Protein als Feststoff vorlag.

Zur Untersuchung eines Einflusses der angewandten Reinigungsmethode auf die Vernetz-
barkeit des Proteins mittels mikrobieller Transglutaminase wurde in einem Kontrollversuch
unbehandeltes Caseinat einer Salzsaurefallung unterzogen. Dafur wurde einer Caseinat-
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Lésung — 1 g Protein/10 mL Puffer (20 mM Tris/HCI pH 7,0) — solang bei 25 °C stufenweise
4 M HCI zugesetzt bis das Protein prazipitierte. Nach Trennung von Uberstand und Pellet
mittels Zentrifugation (5 min, RT, 3220 g) wurde das prazipitierte Caseinat funfmal mit
Tris/HCI-Puffer (20 mM, pH 7,0) gewaschen. Anschliefend erfolgte unter Erwarmung
(Wasserbad, ~60 °C) die Resolubilisierung des Proteins in 10 mL Puffer (20 mM Tris/HCI
pH 7,0). Die enzymatische Vernetzung des Caseinats bei 23 °C erfolgte wie in Abschnitt
2.3.5 beschrieben und wurde mittels SDS-PAGE (vgl. Abschnitt 2.2.2) analysiert.

2.3.2 Ermittlung reaktiver Glutamin- und Lysinreste fiir MTG

Monodansylcadaverin (MDC) und Dansyl-Tryptophan-Glutaminyl-Arginin (Dansyl-WQR) sind
fluoreszierende Komponenten, die zum Nachweis reaktiver Glutamin- und Lysinreste im
modifizierten Caseinat (vgl. Abschnitt 2.3.1) verwendet wurden. Dabei diente eine kovalente
Bindung zwischen Protein und MDC, katalysiert durch die mikrobielle Transglutaminase, zum
Nachweis von Lysinresten und Dansyl-WQR von Glutaminresten. Um die Konzentration des
Proteins im Reaktionsgemisch gering zu halten, wurde eine Fed-batch-Fahrweise
(Zufatterung) gewahlt. Ein Reaktionsansatz, dessen Zusammensetzung in Tabelle 2-15
aufgelistet ist, wurde daflr unter Rihren auf 37 °C temperiert. Die Startkonzentrationen
betrugen 14 mg/mL MTG Activa®WM, 575 uM MDC bzw. 534 pM Dansyl-WQR. Zum Ldsen
der fluoreszierenden Komponenten wurde der Reaktionsansatz mit 20 yL 0,1 M Essigsaure
versetzt. Nach der Temperierung wurden in das 2 mL Reaktionsgefall mit anfanglich
1554 pL mittels einer Mikroliter-Spritze 250 pyL/h Caseinat-Losung (Konzentration: 60 mg/mL)
gepumpt. Den kontinuierlichen Zustrom ermdglichte eine Mikroliterpumpe, in der die Spritze
eingespannt war. Als Reaktionsstart wurde das Einschalten der Pumpe gewahlt. Nach
60 min und Zugabe der Caseinat-Losung wurde die Pumpe abgeschaltet. Zur vollstandigen
Reaktion wurde die Inkubationszeit auf 70 min verlangert.

Die Analyse der Reaktion erfolgte mittels SDS-PAGE (vgl. Abschnitt 2.2.2). Dazu wurden in
10-Minuten-Intervallen (0-70 min) dem Reaktionsansatz Proben entnommen, mit SDS-
Probenpuffer auf 1 mg/mL Proteinkonzentration verdinnt und 5 min bei 99 °C inkubiert. Die
Probenahme 0 min erfolgte vor Reaktionsstart. Die SDS-PAGE-Gele wurden im UV-Licht auf
fluoreszierende Banden untersucht und anschlieRend Coomassie gefarbt. Als Referenzen
dienten SDS-PAGE-Proben der verwendeten Enzym- und Caseinat-Lésung, welche analog
der Reaktionsproben mit SDS-Probenpuffer behandelt wurden.

Tabelle 2-15: Zusammensetzung des Startreaktionsansatzes zur Bestimmung von reaktiven Glutamin-
und Lysinresten fiir die mikrobielle Transglutaminase (MTG).

Monodansylcadaverin Dansyl-WQR
(My, = 335,5 g/mol) (My, = 721,83 g/mol)
Fluoreszierende Komponente 0,3 mg 0,6 mg
0,1 M Essigsaure 20 yL 20 yL
20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7,0 1450 L 1450 uL
MTGactiva (Stammldsung: 260 mg/mL) 84 uL 84 uL

Fur eine Positivkontrolle zum Nachweis reaktiver Glutaminreste wurde das Protein
Dimethylcasein (DMC) eingesetzt. Bei DMC sind alle in der Aminosauresequenz enthaltenen
Lysinreste methyliert, so dass dieses Protein nur als Glutamin-Substrat fir die Transgluta-
minase fungiert. Die Durchflihrung erfolgte in einem Batch-Prozess. Ein Reaktionsansatz
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aus 1,67 mg/mL DMC und 200 uM MDC - gel6st in Tris/HCI-Puffer (20 mM, pH 7,0) unter
Zugabe von 20 pL 0,1 M Essigsaure — wurde mit MTG Activa®WM (14 mg/mL) fiir 10 min bei
37 °C inkubiert. Vor (ohne Enzym) und nach der Inkubation wurde eine Probe dem
Reaktionsansatz entnommen, 1:2 mit SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 99 °C
inkubiert. Die Analyse erfolgte mittels SDS-PAGE (vgl. Abschnitt 2.2.2).

2.3.3 Eignung primarer aliphatischer Amine als MTG-Substrate

Ohtsuka et al. publizierte im Jahr 2000, dass primare aliphatische Amine mit einer Ketten-
lange bis zu sechs Kohlenstoffatomen als Substrate flir die mikrobielle Transglutaminase
fungieren [Ohtsuka et al., 2000]. Die Untersuchung der Eignung von Octylamin als MTG-
Substrat erfolgte angelehnt an diese Publikation mit einigen Veranderungen. Die
Durchflihrung ist in Abbildung 2-7 dargestellt. Zum Vergleich der Substratspezifitaten wurden
Reaktionen mit den bekannten Substraten Butyl- und Hexylamin angefertigt.

Die Reaktionsansatze bestanden aus 10 mM Z-GIn-Gly, 10 mM Amin und 15 mg/mL MTG
Activa®WM in 100 mM Tris/HCI-Puffer pH 8,0 geldst. Die pH-Werte der Dipeptid- und Amin-
Lésungen wurden vor den Reaktionen auf pH 8-9 eingestellt (Z-GIn-Gly: 1 M NaOH; Amin:
0,75 M Essigsaure). Die Inkubation erfolgte bei 37 °C flir 240 min.

Die Analyse der Reaktionen erfolgte mittels RP-HPLC (vgl. Abschnitt 2.2.7). Da die
Reaktionsansatze mit Octylamin infolge der MTG-Reaktion gelierten und eine Probenahme
nach unterschiedlichen Reaktionszeiten nicht moglich war, wurden jeweils die gesamten
Ansatze aufgearbeitet. Daflir wurden die Ansatze nach verschiedenen Zeitpunkten mit
900 uL 1 % Trifluoressigsaure (TFA) und 300 pL 100 % Acetonitrii (ACN) versetzt,
zentrifugiert (5 min, RT, 16100 g) und anschlieBend 200 uyL Uberstand in ein HPLC-
Flaschchen Uberflihrt. Jeder Zeitpunkt reprasentierte einen einzelnen Reaktionsansatz. Die
Probe 0 min entsprach einem Ansatz ohne Enzymzugabe. Als Referenz diente ein
Reaktionsansatz ohne Amin, dem 35 yL Tris/HCI-Puffer (100 mM, pH 8,0) zugesetzt wurde.

Z-GIn-Gly Butyl- /Hexyl- /Octylamin s @
6,75 mg Z-Gin-Gly / mL Puffer | | 28/38/47 uL Amin /10 mL Puffer | | m%wl L
(100 mM Tris/HCI pH 8,0) (100 mM Tris/HCI pH 8,0) Pufier (?oo M TrsHC1 pH 8.0)
2 20mM 2285mM PH S,
35 L
50 pL Reaktionsansatz 15 L
\ Z-Gin-Gly Amin MTGhcuns |
10 mM 10 mM 15 mg/mL

T=37°C
t = 0-240 min
+900 uL 1 % TFA
+ 300 pL 100 % ACN

Zentrifugation
5 min, 16100 g, RT

v

RP-HPLC

Abbildung 2-7: Durchfiihrung zur Untersuchung der Eignung von Aminen (Butyl-, Hexyl-, Octylamin) als
Substrate fiir die mikrobielle Transglutaminase (MTG Activa®WM). ACN...Acetonitril, RT...Raumtemperatur,
TFA...Trifluoressigsaure, Z-GIn-Gly...Dipeptid-Glutaminylglycin.



2 Material und Methoden 40

Fir die Kalibrierung der Reaktion wurde eine Stammlésung aus 10 mM Z-GIn-Gly und
10 mM Amin (Butyl-, Hexyl- bzw. Octylamin) in 100 mM Tris/HCI-Puffer pH 8,0 angefertigt.
Verschiedene Volumina der Stammldsung (250 pL, 200 pL, 150 yL, 100 uL, 50 uL, O uL)
wurden entnommen, mit Tris/HCI-Puffer (100 mM, pH 8,0) auf 250 uL aufgefiillt und somit
Verdinnungen bekannter Konzentrationen hergestellt. Diese Ansatze wurden jeweils mit
225 mL 1 % TFA und 750 pL 100 % ACN versetzt. Die Trifluoressigsaure bewirkte das
Abstoppen der Reaktion. Die Proben wurden analog der Reaktionsansatze zentrifugiert und
200 pL Uberstand fiir die Analyse in HPLC-Flaschchen Uberfihrt.

2.3.4 Modifikation von Caseinat mit Octylamin

Die Durchfuhrung zur kovalenten Modifikation von Natrium-Caseinat mit Octylamin durch
enzymatische Vernetzung ist in Abbildung 2-8 dargestellt. Octylamin ist ein primares
aliphatisches Amin mit einer Kohlenstoffkette aus acht C-Atomen. Die Ldslichkeit in Wasser
ist sehr gering (0,2 g/L). Durch eine Kopplung des Amins an das Caseinat konnte die
Wasserresistenz des Proteins bzw. Proteinfilms mdglicherweise verbessert werden.

Der Reaktionsansatz bestand aus 25 mg/mL NaCas, 32,5 mM Octylamin und 50 mg/mL
MTG Activa®WM in dH,O geldst. Die pH-Werte der Protein- und Amin-Lésung wurden vor
der Reaktion auf pH 8-9 eingestellt (Protein: 1 M NaOH, Amin: 0,75 M Essigsaure). Die
Inkubation des Ansatzes erfolgte bei 23 °C fur 120 min. Das Verhaltnis zwischen den
65 Glutaminen pro Caseinmolekidl und dem Amin betrug 1:2, d.h. ein zweifacher Amin-
Uberschuss lag vor.

Die Analyse der Reaktion erfolgte mittels SDS-PAGE (vgl. Abschnitt 2.2.2). Dafiir wurden
nach verschiedenen Zeitpunkten Proben entnommen, diese 1:12 mit dH,O verdinnt, im
Verhaltnis 1:2 mit SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 99 °C inkubiert. Die Probenahme
0 min erfolgte vor der Enzymzugabe. Als Referenz diente ein Reaktionsansatz ohne
Octylamin, dem 250 uL deionisiertes Wasser zugesetzt wurde.

Natrium-Caseinat Octylamin MTG Activa*WM
50 mg NaCas / mL dH,O 22 pL Amin / mL dH,0O 200 mg MTG Activa®WM /
(20,5 mM) (2 130 mM) mL dH,0
\
250 pL
Reaktionsansatz
500 pL 250 pL
| NaCas Amin MTGaciva |
25 mg/mL 32,5 mM 50 mg/mL

T=23°C
t=0-120 min
50 L

Verdiinnung (1:12)
mit dH,0O

20 L
(+20 uL SDS-PP)

5 min, 99 °C

SDS-PAGE

Abbildung 2-8: Durchfiihrung zur Untersuchung der kovalenten Modifikation von Natrium-Caseinat mit
Octylamin durch mikrobielle Transglutaminase (MTG Activa®WM) bei 23 °C. dH;0...deionisiertes Wasser,
MTG...mikrobielle Transglutaminase, SDS-PP...SDS-Probenpuffer.
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Dimethylcasein (DMC) in dessen Aminosauresequenz alle enthaltenen Lysinreste methyliert
sind, so dass dieses Protein nur als Glutamin-Substrat fur die Transglutaminase fungiert,
wurde ebenfalls der kovalenten Modifikation mit Octylamin unterzogen. Die Durchfihrung
erfolgte analog dem in Abbildung 2-8 dargestellten FlieRschema. Als Referenz diente ein
Reaktionsansatz ohne Amin.

2.3.5 Vernetzbarkeit von Proteinen mittels MTG

Verschiedene Proteine wurden auf ihre Vernetzbarkeit mittels mikrobieller Transglutaminase
untersucht. Die Durchflihrung ist in Abbildung 2-9 dargestellt. Wenn nicht anders angegeben,
bestand der Reaktionsansatz aus 1,67 mg/mL Protein sowie 13 mg/mL MTG Activa®WM in
20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7,0 und wurde bei 23 °C fiir 2 h in einem Thermomixer (700 rpm)
inkubiert. Die Analyse der Vernetzungsreaktion erfolgte mittels SDS-PAGE (vgl. Abschnitt
2.2.2). Daflr wurden nach verschiedenen Zeitpunkten 20 yL dem Reaktionsansatz ent-
nommen, mit 20 yL SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 99 °C inkubiert. Kontroll-
proben der MTGagiva-LOSung (13 mg/mL) sowie der Proteine wurden ebenfalls angefertigt.
Wurde die Vernetzbarkeit eines Proteingemisches untersucht, betrug das dem Reaktions-
ansatz zugesetzte Proteinvolumen je 0,625 mL und die Konzentration im Ansatz pro Protein
0,825 mg/mL.

Protein MTG Activa®WM
2 mg Protein / mL Puffer 80 mg MTG Activa®WM / mL Puffer
(20 mM Tris/HCI pH 7,0) (20 mM Tris/HCI pH 7,0)

‘ Reaktionsansatz

\ Protein MTGactiva ‘
1,67 mg/mL 13 mg/mL

T=23°C
t=0-120 min

frot = 700 rpm

20 uL

+20 uL SDS-PP

5 min, 99 °C

SDS-PAGE

Abbildung 2-9: Durchfiihrung zur Untersuchung der Vernetzbarkeit von Proteinen mittels mikrobieller
Transglutaminase (MTG Activa®WM) bei 23 °C. MTG...mikrobielle Transglutaminase, SDS-PP...SDS-
Probenpuffer.

2.3.6 Filmherstellung

2.3.6.1 Standardverfahren

Proteinfilme wurden angelehnt an das Verfahren von K. Patzsch mit einigen Modifikationen
hergestellt [Patzsch, 2010]. Die Durchfihrung ist in Abbildung 2-10 dargestellt. Flr eine
enzymatische Vernetzung (+MTG) wurde MTG Activa®WM, die aus 1 % Enzym und 99 %
Maltodextrin besteht, eingesetzt. Als Aquivalent fiir unvernetzte Filme (-MTG) wurde
inaktivierte MTGactva-LOSung verwendet. Daflr wurde das Enzym in Puffer (20 mM Tris/HCI
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pH 7,0) geldst und zweimal mittels einer Mikrowelle zum Kochen (5 min, 99 °C) gebracht.
Nach Zentrifugation (2 min, RT, 3220 g), Aktivitatsbestimmung mittels Hydroxamat-Test (vgl.
Abschnitt 2.2.1) und Kuhlung auf 50 °C wurde das Enzym (inaktiviert) der filmbildenden
Lésung zugesetzt.

Wenn nicht anders angegeben, wurde fir die Herstellung eines Filmes 3 g Weichmacher in
110,4 mL Tris/HCI-Puffer (20 mM, pH 7,0) geldst, dieses Gemisch zu 6 g Protein (Roh-
kollagen, Gelatine, Natrium-Caseinat) hinzugefiigt und fiir mindestens 30 min bei RT ohne
Ruhren quellen gelassen. Bei der Herstellung von Natrium-Caseinat-Filmen erfolgte direkt
nach der Einwaage eine Homogenisierung der Proteinlosung bei 90 °C fir 30 min.
AnschlieBend wurde die NaCas-Losung auf Raumtemperatur abgekuhlt. Die Homogeni-
sierung der Gelatine-L6sung bei 40 °C wurde nach der Quellung durchgefuhrt. Das Roh-
kollagen konnte in dem Glycerin-Puffer-Gemisch nicht gelést werden. Es lag nach der
Quellung in Form eines heterogenen Stoffgemisches aus einer Flissigkeit und darin fein
verteilten Festkdrpern vor (Suspension). Unter RoOhren wurde der pH-Wert aller
Proteinlésungen/-suspension mittels 1 M NaOH auf pH 7 eingestellt (pH-Indikatorpapier).
Danach wurde die filmbildende L&sung/Suspension auf 50 °C erwarmt. 1,5g MTG
Activa®WM wurde in 6 mL vorgewarmten 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7,0 (50 °C) geldst und
der Proteinlésung/-suspension unter Rihren zugefiigt (fir unvernetzte Filme wurde 6 mL
inaktivierte MTG Activa®WM verwendet). Die Lésung/Suspension wurde anschlieRend in
eine PTFE-Form (200 x 200 mm) gegossen und fir 24 h bei Raumtemperatur getrocknet.
Die Bellftung wahrend der Trocknung wurde durch Ventilatoren gewahrleistet. Zur
Konditionierung wurden die Proteinfilme in einem Exsikkator bei 2312 °C und 503 % rLF
(Uber einer gesattigten Calciumnitrat-Lésung) fur 48 h gelagert.

Zusammensetzung
110,4 g Puffer

(20 mM Tris/HCI pH 7,0)

6,0 g Protein
3,0 g Glycerin
Einwaage MTG-Zugabe
Zugabe des Puffer-Glycerin- » 1,5gMTG Activa®WM / 6 mL
NaCas p Gemisches zum Protein Puffer (50 °C) unter Ruhren
nach Einwaage
Homogenisierung bei 90 °C * *
(~30 min, Wasserbad),
Kuhlung auf RT
Quellung des Proteins GieRen der Lésung
30 min/RT PTFE-Form (200 x 200 mm)
Gelatine y
nach Quellung
Homogenisierung bei 40 °C * *
(~20 min, Wasserbad),

Einstellung pH-Wert

pH 7 unter Rahren mittels %g
1 M NaOH
Erwdrmung Konditionierung
50 °C / ~20 min — 48 h /2312 °C / 5043 % rLF
(Wasserbad) (Exsikkator)

Abbildung 2-10: FlieBschema zur Herstellung von Proteinfilmen nach dem Standardverfahren.
MTG...mikrobielle Transglutaminase, PTFE...Polytetrafluorethylen, rLF...relative Luftfeuchte, RT...Raum-
temperatur.
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2.3.6.2 Beschichtungsverfahren

Die Herstellung von Proteinfiimen (Rohkollagen, Gelatine) nach dem Beschichtungs-
verfahren erfolgte analog dem Standardverfahren, aulder dass die Zugabe der mikrobiellen
Transglutaminase nach dem Gie3prozess und der Proteingelierung erfolgte. Nach Quellung
des Proteins im Puffer-Glycerin-Gemisch, Homogenisierung, pH-Einstellung und Erwdrmung
auf 50 °C wurde die filmbildende L&sung/Suspension in eine 200 x 200 mm PTFE-Form
gegossen. Nach Gelierung des Proteins fiir 2 h bei RT wurde der Film mit 100 mL MTGactiva-
Lésung (1,5 g MTG Activa®WM geldst in 100 mL 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7,0) beschichtet.
Die Beschichtung unvernetzter Filme wurde mit 1,5 g inaktivierter MTGactiva/100 mL Tris/HCI-
Puffer (20 mM, pH 7,0) vorgenommen. Die Verteilung der Enzymlésung auf dem Film wurde
mittels eines Drigalskispatels durchgefiihrt. Die Trocknung erfolgte fir 24 h bei RT unter
BellUftung mittels Ventilatoren. Die Proteinfilme wurden anschlieRend in einem Exsikkator bei
2312 °C und 5043 % rLF (Uber einer gesattigten Calciumnitrat-Losung) flr 48 h konditioniert.

2.3.6.3 Untersuchungen zu Weichmachertyp und -konzentration

Proteinfilme wurden wie in Abschnitt 2.3.6.1 beschrieben hergestellt. Als Weichmacher
wurden Glycerin und Harnstoff eingesetzt. Die Weichmacherkonzentration wurde im
Verhaltnis zum Protein variiert (0, 25, 50, 75, 100 % (w/w Protein)). Die Zugeigenschaften
der Proteinfilme wurden wie in Abschnitt 2.2.3 beschrieben gemessen. Unplastifizierte Filme
(0 % (w/w Protein)) wurden aulerdem hinsichtlich der Wasserldslichkeit, Benetzbarkeit,
Witterungsbestandigkeit und Bioabbaubarkeit charakterisiert (vgl. Abschnitte 2.2.4 - 2.2.6).

2.3.6.4 Untersuchungen zur Enzympraparation und -konzentration

Proteinfilme ohne Weichmacher wurden wie in Abschnitt 2.3.6.1 bzw. 2.3.6.2 beschrieben
hergestellt. Dabei wurde die Enzymkonzentration von 0-50 U/gpotein Variiert. Neben der
kommerziell erhdltichen MTG-Praparation (MTG Activa®WM) wurde eine genetisch
optimierte, rekombinante mikrobielle Transglutaminase (MTG S2P) als Vernetzungsmittel
verwendet. Die eingesetzten Mengen an MTG Activa®WM (Aktivitat laut Hersteller: 100 U/g)
und MTG S2P (ermittelte Aktivitat: 800 U/mL) sind in der Tabelle 2-16 zusammengefasst.

Tabelle 2-16: Ubersicht der verwendeten Enzymkonzentrationen und -mengen in Proteinfilmen. Aktivitaten
der Transglutaminasen laut Hersteller bzw. mittels Hydroxamat-Test ermittelt: 100 U/g (MTG Activa®WM),
800 U/mL (MTG S2P). MTG...mikrobielle Transglutaminase.

MTG-Konzentration Eingesetzte Menge an Eingesetzte Menge an
[U/gprotein] MTG Activa®WM [g] MTG S2P [pL]
0 0 0
6,25 0,375 47
12,5 0,75 94
25 1,5 188
50 3,0 375

Filme ohne Vernetzung, als Aquivalent zu MTGauiva-vernetzten Filmen, wurden mit
inaktivierter MTG Activa®WM versetzt. Die Enzymldésungen, in angegebenen Konzentra-
tionen, wurden zur Inaktivierung fir 5 min bei 99 °C inkubiert. 6 mL vorgewadrmter 20 mM
Tris/HCI-Puffer pH 7,0 (50 °C) wurden der filmbildenden Proteinldsung/-suspension mit einer
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MTG-Konzentration von 0 U/gp.oein zugefligt. Die Proteinfilme wurden hinsichtlich der Zug-
eigenschaften, Wasserloslichkeit, Witterungsbestandigkeit, Benetzbarkeit und Bioabbau-
barkeit, wie in den Abschnitten 2.2.3 bis 2.2.6 beschrieben, charakterisiert.

2.3.7 Fettextraktion

Das fir die Filmherstellung eingesetzte Protein Rohkollagen verfligt laut Hersteller (Acontex
GmbH, Rheda-Wiedenbrick) uber einen Fettanteil von 18,6 %. Um eine Weichmacher-
effizienz des Fettes auf die Filmeigenschaften zu untersuchen, wurde das Protein einer
Fettextraktion unterzogen. Die Extraktion erfolgte mit Hilfe einer Soxhlet-Apparatur,
bestehend aus einem Rundkolben, einem Soxhlet-Aufsatz mit Extraktionshilse und einem
Ruckflusskihler. Im Rundkolben befand sich das Lésungsmittel Hexan und in der Hilse der
zu extrahierende Feststoff (40 g Rohkollagen). Eine Soxhlet-Apparatur ermdglicht eine
kontinuierliche Extraktion. Zuerst wurde das Lésungsmittel im Kolben bis zum Sieden erhitzt.
Dessen Dampfe stiegen durch das Dampfrohr des Aufsatzes auf und kondensierten im
Kahler. Das Ldsungsmittel tropfte in die Extraktionshilse — einseitig offene Zelluloserdhre —
und l6ste das Fett aus dem Rohkollagen. Der Soxhlet-Aufsatz mit Hilse wurde solange mit
Flissigkeit geflllt, bis die durch ein Steigrohr vorgegebene Héhe erreicht wurde. Durch eine
auftretende Saugheberwirkung wurde der Aufsatz schlagartig entleert und das Losungsmittel
mit Extrakt zurtick in den Kolben geférdert. Durch kontinuierliches Sieden des Hexans wurde
der Extraktionszyklus wiederholt. Insgesamt erfolgte die Extraktion tber sechs Stunden.

Das in der Extraktionshiilse befindliche Protein konnte zurlickgewonnen und getrocknet
werden. Durch Verdampfung des Hexans mittels Rotationsverdampfer (50 °C, 250 mbar)
wurde das Losungsmittel eingeengt. Als Rlckstand verblieb im Kolben das extrahierte Fett.
Das aus der Extraktion gewonnene Rohkollagen wurde fur die Filmherstellung, wie in
Abschnitt 2.3.6 beschrieben, eingesetzt. Die Filme wurden hinsichtlich der mechanischen
Eigenschaften, Wasserloslichkeit und Benetzbarkeit (vgl. Abschnitte 2.2.3 - 2.2.5)
charakterisiert.
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3 Ergebnisse

3.1  Kovalente Modifikation von Caseinat

3.1.1 Modifikation mit Dichlortriazin-Reaktivfarbstoff

Zur Optimierung der Eigenschaften von Proteinfilmen ist ein besseres Verstandnis der
Vorgange innerhalb des Proteinnetzwerkes winschenswert. Eine sichtbare Markierung
einzelner Ausgangsmaterialien im hergestellten Proteinfilm ware von Vorteil. Durch eine
Farbung des Proteins kénnte dieses und mdogliche Phasentrennungen im Film lokalisiert
werden. Aus diesem Grund sollte im Rahmen der Arbeit versucht werden, Natrium-Caseinat
mittels eines Reaktivfarbstoffes kovalent zu modifizieren. Dichlortriazinfarbstoffe enthalten
zwei Chloratome, Uber die durch nukleophile Substitution primdre Aminogruppen von
Proteinen oder Hydroxylgruppen von Zellulosefasern kovalent gebunden werden kdénnen
[Zollinger, 1961]. Die Substitutionen erfolgen schrittweise und sind stark pH- und temperatur-
abhangig.

3.1.1.1 Voruntersuchung

Der optimale Wirkungsbereich flr Dichlortriazinfarbstoffe liegt zwischen 20-60 °C und einem
neutralen bis alkalischen pH-Wert. Die Untersuchung zur Modifikation von Natrium-Caseinat
mit Procion Red MX-5B wurde wie in Abschnitt 2.3.1 beschrieben, durchgefihrt. Daflir wurde
Caseinat mit Farbstoff, beide Substanzen gelést in 50 mM Natrium-Phosphatpuffer pH 8,
versetzt und bei 25 °C fir 2 h inkubiert. Das Protein,:Farbstoff-Verhaltnis wahrend der
Reaktion betrug 1:10. Das Ergebnis ist in Abbildung 3-1 dargestellt.
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Abbildung 3-1: SDS-PAGE-Gel (Coomassie-Farbung) Zeitlicher Verlauf der kovalenten Modifikation von
Natrium-Caseinat mittels Dichlortriazinfarbstoff (Procion Red MX-5B) bei 25°C, pH 8,0 und
Protein.ys:Farbstoff-Verhaltnis 1:10. NaCas (Endkonzentration 0,88 mg/mL) wurde mit Procion Red MX-5B
(Endkonzentration 5,75 mM), beides in 50 mM Na-Phosphatpuffer pH 8 gel6st, versetzt. Der Reaktionsansatz
wurde bei 25 °C im Thermomixer (400 rpm) inkubiert. Probenahme erfolgte nach 0, 5, 10, 30, 60 und 120 min.
Alle Proben wurden 1:2 mit SDS-Probenpuffer verdiinnt. M...Molekulargewichtsmarker, 0-120...Reaktionszeit in
Minuten.
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In Bahn 2 sind die Casein-Monomere mit einem Molekulargewicht von 25-32 kDa sichtbar.
Mit Reaktionsverlauf (Bahn 3 bis 7) nahm die molare Masse des Proteins leicht zu und die
Farbung der Proteinbande wechselte von Blau auf Rot. Unter den gewahlten Reaktions-
bedingungen (25 °C, pH 8, 1:10) hatte demzufolge eine kovalente Modifikation des
Caseinats durch Farbstoffmoleklle stattgefunden. Das entstandene Produkt (Bahn 7) war
nicht als eine klare Proteinbande, sondern als Bande die sich Uber einen gréReren
Molekulargewichtsbereich erstreckte, erkennbar. Weiterhin ist festzustellen, dass die
Modifikation des Caseinats trotz des hohen Farbstoffliberschusses relativ langsam verlief.
Erst nach 30 min Reaktionszeit wurde die farbliche Anderung und die Molekulargewichts-
zunahme des Proteins sichtbar — Resultate der kovalenten Modifikation die sich mit dem
Zeitverlauf verstarkten. Die Rotfarbung der Caseinat-Bande war bereits wahrend der
Elektrophorese auf dem SDS-PAGE-Gel ersichtlich.

3.1.1.2 Optimierung der Reaktionsbedingungen

Um die Modifikation des Caseinats mittels Procion Red MX-5B zu verbessern und die Anzahl
gekoppelter Farbstoffmolekile zu erhéhen, wurden weitere Reaktionsbedingungen unter-
sucht. In zwei Versuchsreihen wurden der pH-Wert bzw. das Protein,ys:Farbstoff-Verhaltnis
des Reaktionsansatzes variiert, wie in Abschnitt 2.3.1.1 beschrieben. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 3-2 (A: Variation pH-Wert; B: Variation Protein,y:Farbstoff-Verhaltnis) dargestellt.
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Abbildung 3-2: SDS-PAGE-Gele (Coomassie-Farbung) Zeitlicher Verlauf der kovalenten Modifikation von
Natrium-Caseinat mittels Dichlortriazinfarbstoff (Procion Red MX-5B) bei 25 °C. A: Variation pH-Wert
(pH 9,0/ 10,0/ 10,5), Protein.ys:Farbstoff-Verhaltnis 1:10. NaCas (Endkonzentration 0,88 mg/mL) wurde mit
Procion Red MX-5B (Endkonzentration 5,75 mM), beides in Na-Phosphatpuffer (50 mM; pH 9,0/ 10,0/ 10,5)
gelost, versetzt. B: Variation Protein.ys:Farbstoff-Verhéltnis (1:1/ 1:2,5/ 1:5), pH 10,5. NaCas (Endkonzen-
tration 0,88 mg/mL) wurde mit Procion Red MX-5B (Endkonzentration 0,654/ 1,38/ 2,42 mM), beides in 50 mM
Na-Phosphatpuffer pH 10,5 geldst, versetzt. Die Reaktionsansatze wurden bei 25 °C im Thermomixer (400 rpm)
inkubiert. Probenahme erfolgte vor Farbstoffzugabe bzw. nach 10, 30, 60 und 120 min. Alle Proben wurden 1:2
mit SDS-Probenpuffer verdiinnt. C...Natrium-Caseinat, M...Molekulargewichtsmarker, 10-120...Reaktionszeit in
Minuten.

Anhand Abbildung 3-2 A wird erkennbar, dass der pH-Wert des Reaktionsansatzes wie
erwartet einen Einfluss auf die Modifikation des Caseinats hatte. Je alkalischer der pH-Wert
des 50 mM Natrium-Phosphatpuffers war, desto schneller verlief die Farbereaktion des
Caseinats. Nach 10 min Reaktion wies die Proteinbande bei pH 9,0 eine Blaufarbung auf
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(Bahn 3). Bei pH 10,5 waren bereits nach 10 min eine Rotfarbung und eine
Molekulargewichtszunahme der Caseinat-Bande erkennbar (Bahn 11). Eine stetige
Zunahme des Molekulargewichtes sowie Rotfarbung des Proteins lUber die Zeit konnten bei
allen pH-Werten detektiert werden. Die Scharfe der Produktbande war ebenfalls pH-Wert-
abhangig. Bei pH < 10,0 war eine breite Proteinbande, die sich Uber einen gréReren
Molekulargewichtsbereich erstreckte, erkennbar. Das Reaktionsprodukt bei pH 10,5 (Bahn
14) konnte indes als klare Bande mit einem Molekulargewicht von 36-38 kDa detektiert
werden. Ausgehend von einer Molmasse des Caseinats von 30 kDa entspricht diese
Zunahme um 6-8 kDa einer Kopplung von 10-14 Farbstoffmolekilen (M,=615,34 g/mol).
Maximal waren pro Caseinat-Molekll 62 Lysinreste zur Modifizierung verfligbar gewesen.
Das Protein,s:Farbstoff-Verhaltnis wahrend der Untersuchungen betrug 1:10.

In Abbildung 3-2 B ist der Einfluss des Protein,:Farbstoff-Verhéltnisses auf die kovalente
Modifikation von Caseinat mittels Reaktivfarbstoff dargestellt. Der pH-Wert des Natrium-
Phosphatpuffers betrug 10,5. Ein Verhaltnis von 1:1, d.h. die e-Aminogruppe eines Lysin-
restes konnte mit einem Farbstoffmolekll reagieren, fuhrte nicht zur VergréRerung des
Molekulargewichtes. Lediglich die leichte Rotfarbung der Proteinbanden (Bahn 3-6) liel3 auf
eine Kopplung mit einer geringen Anzahl an Farbstoffmolekilen schlielen. Die Rotfarbung
der Proteinbanden sowie die Molekulargewichtszunahme verstarkten sich mit steigendem
Protein,s:Farbstoff-Verhaltnis. Ein Verhaltnis von 1:5 war allerdings notwendig, um nach
120 min Reaktion eine eindeutige Proteinbande mit einem Molekulargewicht von 36-38 kDa
detektieren zu kénnen (Abbildung 3-2 B, Bahn 14).

Fur eine erfolgreiche kovalente Modifikation von Caseinat mittels Procion Red MX-5B
— Kopplung von 10-14 Farbstoffmolekilen — wurden 25 °C, pH 10,5 und ein Protein ys:Farb-
stoff-Verhaltnis = 1:5 als optimale Reaktionsbedingungen ermittelt.

3.1.1.3 Behandlung mit Butylamin und Gewinnung des modifizierten Proteins

Fur die kovalente Modifikation von Natrium-Caseinat mittels Procion Red MX-5B war ein
Farbstoffliberschuss notwendig. Um eine spatere Reaktion des Farbstoffes mit Proteinen zu
vermeiden, wurde die Substitution restlicher Chloratome unvermeidbar. Primare Amine, die
uber eine NH2-Gruppe verfugen, kdnnen unter geeigneten Bedingungen eine Substitution
der Chloratome bewirken und kovalent an den Farbstoff binden. Die Behandlung der
Caseinat-Farbstoff-Loésung mit Butylamin erfolgte wie in Abschnitt 2.3.1.2 beschrieben. Nach
Zugabe des Amins zur Protein-Farbstoff-Losung wurde der Ansatz fir 4 h bei 30 °C
inkubiert. Ein Farbstoff-Butylamin-Verhaltnis von 1:25 lag Uber den gesamten Zeitraum vor.
Das Ergebnis ist in Abbildung 3-3 A dargestellt.

Das Produkt der Caseinat-Farbstoff-Reaktion wurde durch die Butylamin-Behandlung nicht
beeintrachtigt. Die Proteinbande des modifizierten Caseinats (M,~36-38 kDa) war Uber
240 min in gleicher Intensitat und im gleichen Molekulargewichtsbereich erkennbar. Hoch-
molekulare Produkte, aufgrund Vernetzung mehrerer Caseinat-Molekile mittels Farbstoff,
wurden unter den gewahlten Bedingungen nicht gebildet. Ob durch die Behandlung, trotz
des starken Amin-Uberschusses, eine vollstandige Substitution der Chloratome am Farbstoff
erfolgte, wurde nicht analysiert.
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Abbildung 3-3: SDS-PAGE-Gele (Coomassie-Farbung) A: Zeitlicher Verlauf der Behandlung der Caseinat-
Farbstoff-L6sung mit Butylamin bei 30 °C. NaCas-Farbstoff-Losung wurde mit Butylamin versetzt und im
Thermomixer (600 rpm) fuir 4 h bei 30 °C inkubiert. Das Farbstoff-Butylamin-Verhaltnis im Reaktionsansatz betrug
1:25. Probenahme erfolgte vor Aminzugabe bzw. nach 30, 60, 90, 120, 180 und 240 min. Alle Proben wurden mit
dH>O auf 1 mg/mL Proteinkonzentration verdiinnt und 1:2 mit SDS-Probenpuffer versetzt. B: Stufenweise
Fillung des modifizierten Caseinats mittels Salzsaure bei 25 °C. NaCas-Farbstoff-Butylamin-Gemisch wurde
stufenweise 4 M HCI zugesetzt — bis Protein bei etwa 12,5 % Séaure prazipitierte. Zentrifugation (5 min, RT,
3220 g) und Trennung Uberstand/Pellet nach jeder Stufe. Proben der Uberstédnde und Pellets (resolubilisiert in
dH20) mit dH,O auf 1 mg/mL Proteinkonzentration verdiinnt und 1:2 mit SDS-Probenpuffer versetzt. C...Natrium-
Caseinat, mC...modifiziertes Natrium-Caseinat, M...Molekulargewichtsmarker, P...Pellet, U...Uberstand, 30-
240...Reaktionszeit in Minuten.

Fir eine Anwendung des modifizierten Caseinats bei der Filmherstellung war eine
Gewinnung des Caseinats aus dem Reaktionsgemisch erforderlich. Die Gewinnung erfolgte
durch Fallung des Proteins aus der Losung, Dialyse und Verdampfung des Lésungsmittels,
wie in Abschnitt 2.3.1.3 beschrieben. Ungebundener Farbstoff, der im hohen Uberschuss
vorlag, sollte durch diese Schritte vom Protein abgetrennt werden. Das Ergebnis der
stufenweisen Salzsaurefallung ist in Abbildung 3-3 B dargestellt.

Das modifizierte Caseinat wurde bis zur dritten Fallungsstufe — etwa 7,5 % Saure — im
Uberstand analysiert (Bahn 4, 6, 8). In den resolubilisierten Pellets (Bahn 5, 7, 9) konnten
keine Proteinbanden detektiert werden. Das bis zu dieser Fallungsstufe zugesetzte
Salzsaurevolumen war somit nicht ausreichend, um das Protein aus der Losung zu féllen.
Durch eine weitere Saurezugabe wurde ein Grofteil des Caseinats aus dem Lésungsmittel
gefallt — bei etwa 12,5 % Saure (P4, Bahn 11). Dieses Material war zahflussig und rot
gefarbt. Durch eine 24-stlindige Dialyse des resolubilisierten Caseinats konnten Salze und
ein Teil des ungebundenen, prazipitierten Farbstoffes abgetrennt werden. Zur Gewinnung
des modifizierten Caseinats als Feststoff wurde anschlieRend das Lésungsmittel mittels einer
Vakuumzentrifuge eingeengt.

3.1.1.4 Vernetzbarkeit von modifiziertem Caseinat mittels MTG

Eine enzymatisch katalysierte Vernetzung des modifizierten Caseinats bzw. dessen Einbau
in ein Proteinnetzwerk setzen voraus, dass das Protein ein Substrat fir die MTG darstellt,
d.h. Verfugbarkeit reaktiver, proteingebundener Glutamin- und/oder Lysinreste. Allerdings
ware von Vorteil, wenn das gefarbte Caseinat nur Uber reaktive Glutamine verfugte und die
Lysine durch z.B. Farbstoffmolekiile abgesattigt waren. Solch ein Protein kann durch die
mikrobielle Transglutaminase nicht vernetzt werden. In Kombination mit einem
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unbehandelten Protein ware ein irreversibler Einbau des modifizierten Caseinats in dessen
Netzwerk moglich.

Die Vernetzbarkeit des modifizierten Caseinats mittels MTGagtiva Wurde wie in Abschnitt 2.3.5
beschrieben bei 23 °C durchgeflihrt. Als Referenzen wurden die Polymerisationen eines
unbehandelten Natrium-Caseinats sowie Gemisches beider Caseinat-Praparationen mittels
SDS-PAGE analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-4 dargestellt.
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Abbildung 3-4: SDS-PAGE-Gel (Coomassie-Farbung) Zeitlicher Verlauf der Vernetzungsreaktionen von
unbehandeltem Natrium-Caseinat, modifiziertem Natrium-Caseinat und einem Gemisch beider Proteine
mittels mikrobieller Transglutaminase (MTG Activa®WM) bei 23 °C. NaCas (Endkonzentration 1,67 mg/mL),
modifiziertes NaCas (Endkonzentration 1,67 mg/mL) oder Caseinat/modifiziertes Caseinat-Gemisch (Endkonzen-
tration pro Protein 0,835 mg/mL) wurde mit MTG Activa® VM (Endkonzentration 13 mg/mL) versetzt. Die
Reaktionsansatze wurden bei 23 °C im Thermomixer (700 rpm) inkubiert. Probenahme erfolgte vor Enzymzugabe
bzw. nach 10, 30, 60 und 120 min. Alle Proben wurden 1:2 mit SDS-Probenpuffer verdinnt. C...Natrium-
Caseinat, mC...modifiziertes Natrium-Caseinat, M...Molekulargewichtsmarker, MTG...mikrobielle Transgluta-
minase, 10-120...Reaktionszeit in Minuten.

In Bahn 1 sind die Monomere des unbehandelten Caseinats (M,,~25-32 kDa) sichtbar. Diese
waren bereits nach 10-minltiger MTGaciva-Reaktion vollstandig vernetzt. Es entstanden
Polymere mit einem M,,>116 kDa, die nicht ins Trenngel eindringen konnten (Bahn 8-11). Die
Bande der mikrobiellen Transglutaminase mit einem Molekulargewicht von 38 kDa war Uber
den gesamten Zeitraum erkennbar. Beim modifizierten Caseinat (Bahn 4-7) konnte keine
Abnahme der Bandenintensitat bzw. die Bildung eines hochmolekularen Produktes detektiert
werden. Eine enzymatische Vernetzung hatte unter den gewahlten Bedingungen nicht
stattgefunden. In Bahn 12-15 ist die Vernetzungsreaktion eines Gemisches aus reinem und
modifiziertem Caseinat mittels MTG dargestellt. Nach Enzymzugabe wurde eine Vernetzung
detektiert, an welcher vorrangig das unbehandelte Caseinat beteiligt war. Die Konzen-
trationen der beiden gréfiten Casein-Monomere nahmen ab und es entstanden Polymere
deren Molekulargewichte zu grol3 fir das Passieren des Trenngels waren. Die Banden-
intensitat der kleinsten Untereinheit des reinen Proteins blieb indes Uber 120 min konstant
bzw. verringerte sich fir das modifizierte Caseinat geringfligig. Aus der Intensitadtsabnahme
der modifizierten Caseinat-Bande und der violetten Farbung der Polymerbande wurde eine
Vernetzung zwischen den beiden Caseinat-Praparationen geschlussfolgert, allerdings nur in



3 Ergebnisse 50

einem geringen Umfang. Zudem beeintrachtigte die Zugabe des modifizierten Caseinats die
Polymerisation des unbehandelten Proteins. Wahrend reines Caseinat allein bereits nach
10 min MTG-Reaktion vollstandig polymerisiert war (Bahn 8), verlief die Reaktion in
Gegenwart des gefarbten Caseinats langsamer und unvollstandig. Die Zunahme der Mole-
kulargewichte der Proteinbanden in Bahn 15 sind einem Randeffekt des Gels geschuldet und
nicht auf eine Vernetzung zurtckzufuhren.

3.1.1.5 Nachweis reaktiver Glutamine und Lysine

Fur eine Vernetzung mittels mikrobieller Transglutaminase benétigen Proteine Glutamin- und
Lysinreste, die dem Enzym zugéanglich sind. Da das modifizierte Natrium-Caseinat durch die
MTG nur geringfugig vernetzt werden konnte (vgl. Abschnitt 3.1.1.4), sollte das Protein auf
seine Eignung als Enzymsubstrat geprift werden. Der Nachweis erfolgte durch den Einbau
der fluoreszierenden TG-Substrate Monodansylcadaverin (MDC) bzw. Dansyl-Tryptophan-
Glutaminyl-Arginin (Dansyl-WQR). Dabei diente MDC als Lysinkomponente und Dansyl-
WQR als Glutaminkomponente. Die Untersuchungen wurden wie in Abschnitt 2.3.2
beschrieben, in einer Fed-batch-Fahrweise bei 37 °C fur 70 min durchgefihrt. Daflir wurde
einem Reaktionsansatz aus MTGacva-LOsung und fluoreszierender Komponente kontinu-
ierlich Caseinat-Lésung zu dosiert. Diese Zufutterung gewahrte Uber den gesamten
Reaktionszeitraum einen Konzentrationsiberschuss an MDC bzw. Dansyl-WQR im
Vergleich zum Protein und ermdéglichte damit eine Absattigung aller reaktiven Gruppen mit
Fluoreszenzmarker. Zur Darstellung der Ergebnisse wurden SDS-PAGE-Gele angefertigt.
Diese wurden nach Beobachtung im UV-Licht mittels Coomassie gefarbt. Dimethylcasein
(DMC), ein Protein dessen Lysine methyliert sind und das deshalb nicht mit sich selbst
vernetzt werden kann, wurde als Positivkontrolle zum Nachweis reaktiver Glutamine
verwendet. Die Ergebnisse zum Nachweis reaktiver Glutamine sind in Abbildung 3-5
(A: modifiziertes Caseinat; B: Dimethylcasein) dargestellt.

Das Coomassie-gefarbte Gel (Abbildung 3-5 A, Bahn 1-11) zeigte Uber den gesamten
Reaktionsverlauf keine Intensitdtsanderung der modifizierten Caseinat-Bande. Ein
hochmolekulares Produkt aufgrund enzymatischer Vernetzung des Proteins wurde nicht
gebildet. Die Intensitat der MTGaciva-Bande (M,~38 kDa) verringerte sich mit steigendem
Zeitverlauf. Diese Abnahme war der sinkenden Konzentration aufgrund der Zufitterung
geschuldet. Die Fluoreszenz-Aufnahme (Abbildung 3-5 A, Bahn 12-20) wies keine
fluoreszierende Bande auf, welche im Molekulargewichtsbereich des modifizierten Proteins
lag. Die sichtbare Bande (Bahnen 12-17) spiegelte den Farbstoff, der das Gel ohne Bindung
passierte wieder. Aufgrund der fehlenden Markierung konnte das modifizierte Caseinat unter
den gewahlten Bedingungen nicht als reaktives Glutamin-Substrat fir die mikrobielle
Transglutaminase bestimmt werden. Der Einbau von Monodansylcadaverin in Dimethyl-
casein mittels MTGaciva als Positivkontrolle war erfolgreich (Abbildung 3-5 B). Nach 10 min
Reaktion wurde eine fluoreszierende Proteinbande mit dem Molekulargewicht von DMC
detektiert (Bahn 5). DMC wurde somit als Glutamin-Substrat identifiziert.

Fir den Einbau von Dansyl-WQR zum Nachweis reaktiver Lysinreste im modifizierten
Caseinat konnte das gleiche Ergebnis ermittelt werden (Abbildung 3-6). Die Proteinbande
zeigte keine Fluoreszenzmarkierung, lediglich der das Gel ohne Bindung passierende
Farbstoff wurde detektiert. Das modifizierte Caseinat konnte ebenfalls nicht als reaktives
Lysin-Substrat fiir die MTG identifiziert werden.
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Abbildung 3-5: SDS-PAGE-Gele Nachweis reaktiver Glutamine im modifizierten Natrium-Caseinat bzw.
Dimethylcasein (Positivkontrolle) durch Einbau von Monodansylcadaverin (MDC) mittels mikrobieller
Transglutaminase (MTG Activa®WM) bei 37 °C. A: modifiziertes Na-Caseinat (Bahn 1-11 Coomassie-
Fiarbung, Bahn 12-20 Fluoreszenz-Aufnahme). Reaktionsansatz aus MDC (575 pM) und MTG Activa®WM
(14 mg/mL), beides in 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7 geldst, wurde innerhalb 1 h kontinuierlich 250 yL Caseinat-
Lésung (60 mg/mL) zu dosiert. Der Ansatz wurde bei 37 °C inkubiert. Probenahme erfolgte vor Zugabe des
Caseinats sowie nach 10, 20, 30, 40, 50, 60 und 70 min. Alle Proben wurden mit SDS-Probenpuffer auf 1 mg/mL
Proteinkonzentration verdiinnt. B: Dimethylcasein (Bahn 1-3 Coomassie-Farbung, Bahn 4-5 Fluoreszenz-
Aufnahme). Reaktionsansatz aus DMC (Endkonzentration 1,67 mg/mL), MDC (Endkonzentration 200 uM) und
MTG Activa®VM (Endkonzentration 14 mg/mL), alles in 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7 geldst, wurde bei 37 °C fir
10 min inkubiert. Probenahme erfolgte vor (ohne MTG) und nach Inkubation. Alle Proben wurden 1:2 mit SDS-
Probenpuffer verdlinnt. Nach der Elektrophorese wurden beide Gele mittels UV-Licht auf fluoreszierende Banden
analysiert und anschlieBend Coomassie gefarbt. DMC...Dimethylcasein, MDC...Monodansylcadaverin,
M...Molekulargewichtsmarker, mC...modifiziertes Caseinat, MTG...mikrobielle Transglutaminase, 0-70...
Reaktionszeit in Minuten.
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Abbildung 3-6: SDS-PAGE-Gel Nachweis reaktiver Lysine im modifizierten Natrium-Caseinat durch
Einbau von Dansyl-WQR mittels mikrobieller Transglutaminase (MTG Activa®WM) bei 37 °C (Bahn 1-11
Coomassie-Farbung, Bahn 12-20 Fluoreszenz-Aufnahme). Reaktionsansatz aus Dansyl-WQR (534 uM) und
MTG Activa®WM (14 mg/mL), beides in 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7 geldst, wurde innerhalb 1 h kontinuierlich
250 pL Caseinat-Losung (60 mg/mL) zu dosiert. Der Ansatz wurde bei 37 °C inkubiert. Probenahme erfolgte vor
Zugabe des Caseinats sowie nach 10, 20, 30, 40, 50, 60 und 70 min. Alle Proben wurden mit SDS-Probenpuffer
auf 1 mg/mL Proteinkonzentration verdiinnt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel mittels UV-Licht auf
fluoreszierende Banden analysiert und anschlieRend Coomassie gefarbt. M...Molekulargewichtsmarker,
mC...modifiziertes Caseinat, MTG...mikrobielle Transglutaminase, 0-70...Reaktionszeit in Minuten.
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Beide, fur die MTG-Reaktion notwendigen Aminosauren Glutamin und Lysin konnten in dem,
mittels Dichlortriazinfarbstoff kovalent modifizierten Caseinat nicht nachgewiesen werden.
Eine enzymatisch katalysierte Vernetzung bzw. Einbau des gefarbten Caseinats in ein
Netzwerk aus unbehandeltem Protein zur Erlangung von Kenntnissen Uber Vorgange im
Proteinnetzwerk und die Filmstruktur war folglich nicht moéglich. Offensichtlich verhinderte der
an Lysine gebundene rote Farbstoff die Erkennung des Proteins als MTG-Substrat. Eine
gemutmaldte Deamidierung der Glutamine durch die bei der Reinigung des modifizierten
Caseinats angewandte Salzsaurefallung konnte mittels eines Kontrollversuches wiederlegt
werden. Die Durchfihrung des Versuches erfolgte wie in Abschnitt 2.3.1.3 beschrieben.
Daflr wurde reines Caseinat mittels 4 M HCI aus der Losung gefallt und anschlieffend das in
Tris/HCI-Puffer (20 mM, pH 7,0) resolubilisierte Protein auf seine MTG-Vernetzbarkeit
untersucht. Als Referenz wurde die Polymerisation von Caseinat ohne Saurefallung mittels
SDS-PAGE analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-7 dargestellit.

In Bahn 2 und 8 sind die Monomere beider Caseinat-Praparationen (M,~25-32 kDa)
erkennbar. Bereits eine Minute nach der MTGagva-ZUgabe wurde eine Verringerung der
Bandenintensitaten und die Bildung eines hochmolekularen Produktes (M,>116 kDa)
detektiert. Nach 10 min Reaktionszeit waren beide Caseinate — ohne und mit Saurefallung —
vollstdndig vernetzt. Das bedeutet, dass sauregefallte Protein wurde durch die HCI nicht
deamidiert und stellt ein Substrat flr die mikrobielle Transglutaminase (My~38 kDa) dar.
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Abbildung 3-7: SDS-PAGE-Gel (Coomassie-Farbung) Zeitlicher Verlauf der Vernetzungsreaktion von
Natrium-Caseinat ohne bzw. mit HCI-Fallung mittels mikrobieller Transglutaminase (MTG Activa®WM) bei
23 °C. NaCas-Losung (100 mg/mL) wurde bei 25 °C 4 M HCI zugesetzt bis Protein prazipitierte, Zentrifugation
(5 min, RT, 3220 g), Trennung Uberstand/Pellet, Waschung (5x) des Pellets mit Tris/HCI-Puffer (20 mM, pH 7,0),
Resolubilisierung des Pellets in 10 mL Tris/HCI-Puffer (20 mM, pH 7,0). NaCas (ohne Féllung) bzw. resolubi-
lisiertes NaCas (mit Fallung) — Endkonzentration ~1,67 mg/mL — wurde mit MTG Activa®WM (Endkonzentration
13 mg/mL), beides in 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7,0 geldst, versetzt. Beide Reaktionsansatze wurden bei 23 °C
inkubiert. Probenahme erfolgte vor Enzymzugabe (0 min) bzw. nach 1, 2, 5 und 10 min. Alle Proben wurden 1:2
mit SDS-Probenpuffer verdiinnt. MTG...mikrobielle Transglutaminase, 0-10...Reaktionszeit in Minuten.

Eine Filmherstellung aus dem modifizierten Caseinat (-MTG) wurde aufgrund unzureichend
produzierter Proteinmenge (~2,5 g) nicht durchgefiihrt. Des Weiteren lag trotz 24-stiindiger
Dialyse ungebundener Reaktivfarbstoff in der Praparation vor, der die Herstellung und
Visualisierung des Proteins im Film mit hoher Wahrscheinlichkeit beeintrachtigt hatte.
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3.1.2 Modifikation mit primaren aliphatischen Amin

Zur Optimierung der Wasserresistenz von Proteinfilmen kdnnen diese mit Fetten bzw.
Wachsen beschichtet oder eine hydrophobe Substanz in die filmbildende Losung emulgiert
werden. Kovalente Bindungen zwischen Protein und Fett werden nicht gebildet. Primare
aliphatische Amine wie z.B. Octylamin sind Substanzen, deren Hydrophobizitat mit
zunehmender Kohlenstoffkettenlange steigt. Durch die NH2-Gruppe verfugen Alkylamine
Uber eine reaktive Gruppe, die mittels mikrobieller Transglutaminase kovalent an Proteine
gebunden werden kann. Diese Modifikation von Proteinen durch Amine kann eine weitere
Methode zur Verringerung der Wasserldslichkeit von Proteinfilmen darstellen und wurde in
der vorliegenden Arbeit am Modellprotein Natrium-Caseinat untersucht.

3.1.2.1 Substratspezifitat der MTG fiir Alkylamine

Das Enzym mikrobielle Transglutaminase katalysiert eine kovalente Verknipfung zwischen
peptid- oder proteingebundenen Glutamin- und Lysinresten. Primare aliphatische Amine mit
einer Kettenlange bis zu sechs Kohlenstoffatomen wurden bereits als MTG-Substrate
identifiziert [Ohtsuka et al., 2000]. Fur eine Verbesserung der Wasserresistenz von
Proteinfilmen sind jedoch Modifikationen mit Fettaminen erforderlich. Die Substratspezifitat
der MTG fir langerkettige Amine wurde bisher nicht publiziert.

Die Untersuchung der Eignung von Octylamin als MTG-Substrat wurde wie in Abschnitt 2.3.3
beschrieben, in Anlehnung an Ohtsuka et al. mit einigen Modifikationen durchgefthrt. Dafur
wurde das Dipeptid-Glutaminylglycin (Z-GIn-Gly) mit Octylamin versetzt und nach MTG
Activa®WM-Zugabe fiir 240 min bei 37 °C inkubiert. Zum Vergleich wurden Reaktionen mit
den bereits bekannten MTG-Substraten Butyl- und Hexylamin vorgenommen. Die Analyse
der Reaktionen erfolgte mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie (vgl. Abschnitt
2.2.7). Anhand der erhaltenen Chromatogramme konnte der zeitliche Verlauf der Substrat-
minimierung bzw. Produktbildung bestimmt werden. Die Ergebnisse der Substratspezifitaten
der MTG fur primare aliphatische Amine sind in der Abbildung 3-8 dargestellit.

Anhand der Kurvenverldufe des Substrates (Z-GIn-Gly) wird flr alle drei Amine eine
Abnahme der Konzentration erkenntlich. Gleichzeitig kam es zur Bildung eines Produktes,
das durch steigende Konzentration gekennzeichnet ist. Eine Reaktion zwischen Z-GIn-Gly
und Amin mittels mikrobieller Transglutaminase hatte somit fur alle getesteten Amine
stattgefunden. Jedoch traten Differenzen innerhalb der Kurvenverlaufe auf, abhangig vom
Amin. Mit steigender Kohlenstoffkettenlange verlangsamte sich die Produktbildung, woraus
eine Reduzierung der Reaktionsumsatze resultierte. Die Produktbildung aus Z-GIn-Gly und
Butylamin war am hdchsten. Nach 90 min lag der Umsatz bei 50 %, nach 240 min bei 65 %
(Abbildung 3-8 A). Die Reaktion mit Hexylamin erzielte nach 240 min einem Umsatz von
etwa 60 % — nach 140 min war die Halfte des Substrates umgesetzt (Abbildung 3-8 B). Bei
der Reaktion mit dem langerkettigen Octylamin stagnierte die Produktbildung nach 150 min.
Der Umsatz betrug 50 % (Abbildung 3-8 C).

Die Schlussfolgerung dieser Untersuchung war, dass alle untersuchten priméaren
aliphatischen Amine (C;H1{N — CgHigN) Substrate flir die mikrobielle Transglutaminase
darstellen, deren Spezifitat aber stark von der Kohlenstoffkettenlange abhangig ist.
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Abbildung 3-8: RP-HPLC-Analyse Zeitliche Verldaufe der Reaktionsansitze aus Z-GIn-Gly, primaren Amin
(A: Butylamin, B: Hexylamin, C: Octylamin) und mikrobieller Transglutaminase (MTG Activa®WM) bei
37 °C fiir 4 h. Z-GIn-Gly (Endkonzentration 10 mM) und Amin (Endkonzentration 10 mM) wurde mit MTG
Activa®WVM (Endkonzentration 15 mg/mL) versetzt und bei 37 °C inkubiert. Nach verschiedenen Zeitpunkten (O,
10, 20, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240 min) wurde der Reaktionsansatz mit 900 yL 1 % TFA und 300 pL
100 % ACN versetzt (jeder Zeitpunkt reprasentiert eine Reaktion), zentrifugiert (5 min, RT, 16100 g) und mittels
RP-HPLC analysiert (Laufmittel A: 30 % ACN + 0,1 % TFA + 69,9 % dH>O (0-5 min); Laufmittel B: 60 % ACN +
0,1 % TFA + 39,9 % dH20 (5,1-12 min); Flussrate: 1 mL/min; UV-Detektion: 215 nm). Chromatogramme sind im

Abschnitt 8.2.2 dargestellt. ACN...Acetonitril, MTG...mikrobielle Transglutaminase, TFA...Trifluoressigsaure.
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Wahrend der Reaktion von Z-GIn-Gly mit Octylamin kam es zu einer Anderung des
Aggregatzustandes. Ein anfanglich flussiger Reaktionsansatz wandelte sich mit zuneh-
mender Zeit zu einer viskosen, gelartigen Masse um. Bei den Reaktionen mit Butyl- und
Hexylamin konnte diese Anderung nicht festgestellt werden — die Reaktionsansatze waren
Uber den gesamten Zeitraum flissig. Das viskose Produkt wurde bei Kontrollreaktionen, wo
jeweils eine Komponente des Reaktionsansatzes entfiel, ebenfalls nicht beobachtet
(Abbildung 3-9). Die Aggregatanderung lag somit in einer erfolgreichen Vernetzung von
Z-GIn-Gly mit Octylamin, katalysiert durch die mikrobielle Transglutaminase, begriindet.

Eine Analytik von Feststoffen mittels HPLC ist nicht moglich. Aufgrund dessen wurde nach
einem LAsungsmittel fur die gelartige Masse gesucht, welches eine Analyse ermdglichte und
das Ergebnis nicht beeintrachtigte. Acetonitril konnte als geeignetes Losungsmittel identif-
iziert werden. Zum Abstoppen der Reaktion wurde daher neben TFA jedem Reaktionsansatz
ACN als Lésungsvermittler zugesetzt. In Wasser zeigte das viskose Reaktionsprodukt keine
Loslichkeit. Lediglich durch Erhitzung konnte die gelartige Masse in den flussigen Zustand
Uberfiihrt werden, gelierte aber bei Abklhlung wieder.

Abbildung 3-9: Optische Darstellung des Reaktionsansatzes (R) aus Z-GIn-Gly, Octylamin und MTG
Activa®WM nach 120 min bei 37 °C im Vergleich zu Kontrollreaktionen (C). Reaktionsansatz (R) aus Z-Gln-
Gly und Octylamin (Verhaltnis 1:1) wurde mit MTG Activa®WM versetzt und 120 min bei 37 °C inkubiert. C1: Z-
GIn-Gly + MTG Activa®WM; C2: Octylamin + Z-GIn-Gly; C3: Octylamin + MTG Activa®WM. MTG...mikrobielle
Transglutaminase.

3.1.2.2 Vernetzung zwischen Caseinat und Octylamin

Octylamin konnte mittels HPLC-Analyse als Substrat fiir die mikrobielle Transglutaminase
identifiziert werden (vgl. Abschnitt 3.1.2.1). Eine enzymkatalysierte, kovalente Bindung
zwischen proteingebundenen Glutaminen und primaren Amin-Molekilen ist daher theo-
retisch maoglich. Diese Modifikation des Proteins wirde in einer Molekulargewichts-
vergrofierung und maoglicherweise erhdhten Hydrophobizitat des Proteins resultieren.

Die Untersuchung zur Modifikation von Natrium-Caseinat mit Octylamin wurde wie in
Abschnitt 2.3.4 beschrieben, durchgefuhrt. Ein Reaktionsansatz aus Caseinat und Octylamin
geldst in dH,O wurde mit MTG Activa®WM versetzt und bei Raumtemperatur fiir 2 h
inkubiert. Das Verhaltnis proteingebundener Glutamine zu Octylamin betrug wahrend der
Reaktion 1:2, d.h. das Amin lag im Uberschuss vor. Die pH-Werte der Protein- und der Amin-
Lésung wurden vor der Reaktion auf pH 8-9 korrigiert. Als Referenz diente ein Ansatz aus
Caseinat ohne Amin. Die Analyse der Reaktionen erfolgte mittels SDS-PAGE (vgl. Abschnitt
2.2.2). Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-10 (A: ohne Amin; B: mit Amin) dargestellt.
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Abbildung 3-10: SDS-PAGE-Gele (Coomassie-Farbung) Zeitlicher Verlauf der kovalenten Modifikation von
Natrium-Caseinat durch Octylamin mittels mikrobieller Transglutaminase (MTG Activa®WM) bei 23 °C. A:
ohne Amin (Referenz). NaCas (Endkonzentration 25 mg/mL) wurde mit MTG Activa®WM (Endkonzentration
50 mg/mL) versetzt. B: mit Amin. NaCas (Endkonzentration 25 mg/mL) wurde mit Octylamin (Endkonzentration
32,5 mM) und MTG Activa®WM (Endkonzentration 50 mg/mL) versetzt. Beide Reaktionsansatze wurden bei
23 °C inkubiert. Probenahme erfolgte nach 0, 1, 2, 5, 10, 30, 60 und 120 min (Probenahme 0 min vor
Enzymzugabe). Alle Proben wurden 1:12 mit dH,O verdinnt und 1:2 mit SDS-Probenpuffer versetzt.
M...Molekulargewichtsmarker, MTG...mikrobielle Transglutaminase, 0-120...Reaktionszeit in Minuten.

Anhand Abbildung 3-10 A wird erkennbar, dass die Casein-Monomere (Bahn 1) mit einer
Molmasse von 25-32 kDa nach Enzymzugabe (Bahn 2-8) zu einem hochmolekularen
Polymer vernetzt wurden. Bereits nach 5 min konnte eine Produktbildung und Intensitats-
abnahme der Banden detektiert werden. Nach 30 min war die Vernetzung weitestgehend
abgeschlossen, lediglich die Proteinbande der kleinsten Untereinheit war in geringer
Intensitat sichtbar. Die entstandenen Polymere (M,>116 kDa) konnten das Trenngel nicht
mehr passieren. Die Bande bei 38 kDa entspricht der MTGactva-Bande.

Durch die Zugabe von Octylamin (Abbildung 3-10 B) wurde die Polymerisation von Caseinat
beeintrachtigt, die Reaktion verlief langsamer. Neben einer hochmolekularen Produktbande
waren nach 30 min Reaktion die Banden der Casein-Monomere noch deutlich erkennbar
(Bahn 7). Bei der Referenz wurde nach gleicher Reaktionszeit eine fast vollstandige
Vernetzung des Proteins analysiert. Nach 120 min war das Protein bei beiden Reaktionen
mittels MTG zu einem hochmolekularen Polymer vernetzt wurden.

Die gewlnschte Modifikation von Natrium-Caseinat mit Octylamin konnte mittels dieser
Analysemethode trotz Amin-Uberschuss nicht nachgewiesen werden. Eine Kopplung aller im
Protein verfliigbaren 65 Glutaminreste mit einem Octylamin-Molekil (M,=129,25 g/mol)
wulrde eine MolekulargewichtsvergroRerung von etwa 8 kDa ergeben. Die Bildung neuer
Banden im Bereich zwischen 30-40 kDa aufgrund erfolgreicher Modifikation wurde jedoch
nicht detektiert. Unter den gewahlten Bedingungen wurde die Vernetzungsreaktion der
Caseinat-Molekile untereinander bevorzugt.

Dimethylcasein (DMC) ist ein Protein, in dessen Aminosauresequenz alle enthaltenen
Lysinreste methyliert sind, so dass es nur als Glutamin-Substrat flr die Transglutaminase
fungiert. Eine enzymatische Vernetzung von DMC-Molekiile untereinander ist daher nicht
maoglich. Die Untersuchung zur kovalenten Modifikation von Dimethylcasein mit Octylamin
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erfolgte analog der Reaktion mit Natrium-Caseinat. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-11
(A: ohne Amin, B: mit Amin) dargestellt.
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Abbildung 3-11: SDS-PAGE-Gele (Coomassie-Farbung) Zeitlicher Verlauf der kovalenten Modifikation von
Dimethylcasein (DMC) durch Octylamin mittels mikrobieller Transglutaminase (MTG Activa®WM) bei
23°C. A: ohne Amin (Referenz). DMC (Endkonzentration 25 mg/mL) wurde mit MTG Activa®WM
(Endkonzentration 50 mg/mL) versetzt. B: mit Amin. DMC (Endkonzentration 25 mg/mL) wurde mit Octylamin
(Endkonzentration 32,5 mM) und MTG Activa®VM (Endkonzentraton 50 mg/mL) versetzt. Beide
Reaktionsansatze wurden bei 23 °C inkubiert. Probenahme erfolgte nach 0, 1, 2, 5, 10, 30, 60 und 120 min
(Probenahme 0 min vor Enzymzugabe). Alle Proben wurden 1:12 mit dH.O verdinnt und 1:2 mit SDS-
Probenpuffer versetzt. M...Molekulargewichtsmarker, MTG...mikrobielle Transglutaminase, 0-120 min...
Reaktionszeit in Minuten.

Anhand Abbildung 3-11 A wird deutlich, dass wie bereits erwahnt keine Vernetzung des
Proteins durch die MTGagva erfolgte. Uber den gesamten Reaktionszeitraum war keine
Reduzierung der Bandenintensitaten bzw. die Bildung eines hochmolekularen Polymers
erkennbar. Die Bande bei 38 kDa reprasentiert das Enzym mikrobielle Transglutaminase.

Im Vergleich zum Natrium-Caseinat (Abbildung 3-10) konnte fir das Dimethylcasein eine
MTG-katalysierte Modifikation durch Octylamin mittels SDS-PAGE analysiert werden
(Abbildung 3-11 B). Zwischen der Casein- und der MTG-Bande wurde die Bildung einer
neuen Proteinbande (M,~35 kDa) detektiert, deren Scharfe sich mit steigendem Zeitverlauf
intensivierte (Bahn 3-9). Die Intensitaten der Casein-Monomere, vor allem die der groften
Untereinheit, verringerten sich tber 120 min Reaktionszeit geringfugig. Die Schlussfolgerung
dieser Untersuchung war, dass Amin-Molekule unter den gewahlten Bedingungen erfolgreich
an reaktive Glutaminreste des Dimethylcaseins mittels MTG gekoppelt werden konnten. Die
genaue Anzahl gebundener Amine konnte mittels SDS-PAGE allerdings nicht bestimmt
werden. Eine Aggregatanderung des Reaktionsansatzes aufgrund der Vernetzungsreaktion,
wie beim Dipeptid-Glutaminylglycin (Abschnitt 3.1.2.1) festgestellt, wurde nicht beobachtet.

Die Herstellung von Filmen aus Amin-behandeltem Protein erfolgte nicht. Wie zuvor
analysiert, konnte Natrium-Caseinat unter den gewahlten Bedingungen durch Octylamin
nicht modifiziert werden. Das Ziel ein Protein bzw. Proteinfilm mit verbesserter Hydro-
phobizitat herzustellen, hatte nicht erreicht werden konnen. Dimethylcasein konnte mit
Octylamin modifiziert werden, ist aufgrund der hohen Kosten (~100 €/g) allerdings fur eine
Filmherstellung ungeeignet.
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3.2 Charakterisierung von Filmen aus Rohkollagen

Tierische Proteine wie Caseinat, Gelatine oder Molkenprotein sind fir die Herstellung von
Proteinfilmen umfangreich erforscht und charakterisiert worden. Durch den Einsatz
alternativer, proteinogener Materialien kdnnten Filmeigenschaften optimiert und neue
Anwendungsgebiete flr Proteinfilme erschlossen werden. Rohkollagen (RK) der Firma
Acontex GmbH (Rheda-Wiedenbrick) mit einem Fettanteil von 18,6 % sollte hinsichtlich der
filmbildenden Eigenschaften untersucht und charakterisiert werden. Der Einfluss einer
kovalenten Vernetzung des Proteins mittels mikrobieller Transglutaminase (MTG) auf die
Filmeigenschaften war zu prufen.

3.2.1 Vernetzbarkeit mittels MTG

Zunachst wurde die Vernetzbarkeit des Rohkollagens mittels MTG Activa®WM wie in
Abschnitt 2.3.5 beschrieben untersucht. Die Analyse der Reaktion erfolgte mittels SDS-
PAGE (vgl. Abschnitt 2.2.2). Das Ergebnis ist in Abbildung 3-12 dargestellit.
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Abbildung 3-12: SDS-PAGE-Gel (A: Coomassie-Farbung, B: Silberfarbung) Zeitlicher Verlauf der
Vernetzungsreaktion von Rohkollagen mittels mikrobieller Transglutaminase (MTG Activa®WM) bei 23 °C.
Rohkollagen (Endkonzentration 1,67 mg/mL) wurde mit MTG Activa®WM (Endkonzentration 13 mg/mL), beides in
20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7 geldst bzw. suspendiert, versetzt. Der Reaktionsansatz wurde bei 23 °C inkubiert.
Probenahme erfolgte nach 0, 2, 5, 10, 20, 30, 60 und 120 min. Alle Proben wurden 1:2 mit SDS-Probenpuffer
verdinnt. M...Molekulargewichtsmarker, MTG...mikrobielle Transglutaminase, RK...Rohkollagen, 0-120...
Reaktionszeit in Minuten.

Das mittels Coomassie gefarbte Gel (Abbildung 3-12 A) wies im Rohkollagen eine
Proteinbande mit einem Molekulargewicht von etwa 66 kDa und Banden, die sich im hoch-
molekularen Bereich (M,=116 kDa) erstreckten, auf. Proteine mit einem Molekulargewicht
groler 250-300 kDa, welche das Trenn- und Sammelgel nicht passieren konnten sowie
Proteine mit einem M,,~45-60 kDa in sehr geringer Konzentration, waren ebenfalls enthalten
(Bahn 1). Die Bande bei 38 kDa entspricht der MTGacwva-Bande (Bahn 2). Da Uber den
gesamten Reaktionszeitraum eine MTG-katalysierte Vernetzung des Rohkollagens —
gekennzeichnet durch Intensitdtsabnahme der Proteinbanden und Bildung eines hoch-
molekularen Polymers — mittels dieser Farbemethode nicht nachgewiesen werden konnte
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(Bahn 4-11), wurde das Gel zusatzlich mit der sensitiveren Silberfarbung gefarbt (Abbildung
3-12 B). Die Bildung eines Vernetzungsproduktes war aufgrund der hochmolekularen
Proteine im Rohkollagen auch mit dieser Methode nicht analysierbar. Durch die Zugabe der
MTGaciva kOonnte jedoch die Intensitatsabnahme einzelner Proteinbanden aufgezeigt werden
(Bahn 4-11). Die Intensitat der Bande mit einem Molekulargewicht von 45 kDa verringerte
sich mit Reaktionszeit so deutlich, dass nach 120 min diese Bande im Gel nicht mehr
sichtbar war. Ebenfalls war eine Reduzierung der Intensitdten von Banden im Bereich von
66-116 kDa erkennbar. Die im untersuchten Material detektierten Proteine reprasentieren
neben Kollagen mit hoher Wahrscheinlichkeit weitere extrazellulare Matrixproteine wie
Elastin (M,,~68 kDa), Blutserumalbumin (M,,~66 kDa) und Proteoglykane, wodurch sich das
Rohkollagen von anderen kommerziell verfigbaren Kollagenen und Gelatinen unterscheidet.

3.2.2 Filmherstellung

Filme aus dem gelb-weillich, wattedhnlichen Rohkollagen (Abbildung 3-13 A) wurden wie in
Abschnitt 2.3.6.1 beschrieben, nach dem Standardverfahren ohne bzw. mit MTG-Vernetzung
hergestellt. Das Ergebnis eines enzymatisch vernetzten (MTG Activa®WM, 25 U/Qprotein),
Glycerin-plastifizierten (50 % (w/w Protein)) Filmes ist in Abbildung 3-13 B dargestellt.

Abbildung 3-13: Filmherstellung aus Rohkollagen mit mikrobieller Transglutaminase-Vernetzung (MTG
Activa®WM, 25 Ulgprotein, Standardverfahren). A: Rohmaterial; B: Film. 6 g Rohkollagen wurde in einem
Glycerin (3 g) - Puffer (110,4 mL 20 Tris/HCI pH 7)-Gemisch fir 30 min bei RT quellen gelassen, pH-Einstellung
auf pH 7 unter Rihren, Inkubation fir 20 min bei 50 °C, Zugabe von 1,5 g MTG Activa®WM (in 6 mL
vorgewarmten 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7 geldst), GieRRen in eine 200 x 200 mm PTFE-Form, Trocknung fiir 24 h
bei RT. MTG...mikrobielle Transglutaminase, PTFE...Polytetrafluorethylen, RT...Raumtemperatur.

Das Rohkollagen erwies sich als geeignetes Material fir die Herstellung von Filmen. Unter
Verwendung des Weichmachers Glycerin konnten nach dem Standardverfahren erfolgreich
Proteinfilme angefertigt werden. Die Filme waren stabil, nicht klebrig und zeigten eine opake,
gelbliche Farbung. Die Oberflache der Filme war rau, die wahrend der Trocknung der PTFE-
Form zugewandte Unterseite glatt. Unldsliche Partikel, die im Rohkollagen in geringen
Mengen enthalten und die von der filmbildenden Suspension mittels Zentrifugation nicht
abgetrennt werden konnten, waren in die Filme eingeschlossen. Alle Filme wiesen eine
Dicke von 180-220 pym und einen relativ starken Geruch auf. Die Haptik der Proteinfilme war
durch den Fettanteil gepragt, die Filme wiesen eine leicht fettige Oberflaiche auf. Das
Erscheinungsbild der Rohkollagen-Filme wurde durch die enzymatische Vernetzung des
Proteins nicht beeinflusst.
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3.2.3 Mechanische Charakterisierung mittels Zugversuch

Die mechanische Charakterisierung ist fur Kunststofffolien sehr bedeutend. Dabei nimmt der
Zugversuch in der Kunststoffprifung eine Vorrangstellung ein [Grellmann und Seidler, 2005].
Die Zugeigenschaften — Zugfestigkeit (ZF) und Bruchdehnung (BD) — der nach Standard-
verfahren hergestellten Rohkollagen-Filme wurden wie in Abschnitt 2.2.3 beschrieben,
gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-14 dargestellt.
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Abbildung 3-14: Einfluss der enzymatischen Vernetzung auf die Zugeigenschaften von Rohkollagen-
Filmen (¥MTG Activa®WM, 25 U/gprotein, Standardverfahren). 6 g Rohkollagen wurde in einem Glycerin (3 g) -
Puffer (110,4 mL 20 mM Tris/HCI pH 7)-Gemisch fir 30 min bei RT quellen gelassen, pH-Einstellung auf pH 7
unter Ruhren, Inkubation fiir 20 min bei 50 °C, Zugabe von 1,5 g MTG Activa®WM (in 6 mL vorgewarmten 20 mM
Tris/HCI-Puffer pH 7 gelost) bzw. 1,5 g inaktivierter MTG Activa®WM (in 6 mL 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7 geldst;
Inkubation fiir 5 min bei 99 °C; Kihlung auf 50 °C), GieRen in eine 200 x 200 mm PTFE-Form, Trocknung fiir 24 h
bei RT, Konditionierung fir 48 h bei 23+2 °C und 50+5 % rLF in einem Exsikkator. Einspannldange 100 mm,
Probenbreite 15 mm, Prifgeschwindigkeit 50 mm/min. x+ s, n = 10. Werte in Tabelle 8-1. MTG...mikrobielle
Transglutaminase, PTFE...Polytetrafluorethylen, rLF...relative Luftfeuchte, RT...Raumtemperatur.

Beide Filme — ohne bzw. mit enzymatischer Vernetzung — waren stabil und mechanisch
messbar. FiUr unvernetzte Filme wurden eine Zugfestigkeit von 6,7 N/mm? und eine
Bruchdehnung von 49 % gemessen. Die mechanischen Eigenschaften wurden durch die
Vernetzung des Rohkollagens mittels mikrobieller Transglutaminase (MTG Activa®WM,
25 U/gprotein) Nicht bzw. nur sehr gering beeinflusst. Die Messwerte der RK-Filme tMTGagtiva
lagen im Fehlerbereich — allenfalls ist eine leichte Reduzierung der Zugfestigkeit in
Gegenwart des Enzyms erkennbar.

3.2.4 Variation der Weichmacherkonzentration

Fur die Herstellung von Proteinfilmen ist der Zusatz eines Weichmachers meist notwendig.
Reine Proteinfilme sind wegen ihrer Wechselwirkungen zwischen den Polypeptidketten
(Wasserstoff- und Disulfidbricken, elektrostatische und hydrophobe Krafte) haufig steif und
briichig. Weichmacher reduzieren diese Ketten-Wechselwirkungen, erniedrigen die Glas-
Ubergangstemperatur der Proteine und erhdhen die Flexibilitdt der Filme. Bei Kontakt mit
Wasser werden allerdings die meisten Weichmacher, aufgrund des hydrophilen Charakters
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aus dem Film herausgel6st. Instabile und bruchige Filme sind die Folge. Durch Einsatz
hydrophober oder interner Weichmacher wurde ein Herauslésen und Versproden verhindert
bzw. erschwert. Das im Rohkollagen enthaltene Fett (18,6 %) konnte moglicherweise als
solch ein interner, hydrophober Weichmacher agieren. Die Konzentration an herkdmmlichen
Plastifizierungsmittel im Proteinfilm konnte dadurch reduziert bzw. vermieden werden, unter
Erhalt der mechanischen Stabilitdt. Die bei der Filmherstellung fir den externen Weich-
macher anfallenden Materialkosten wirden eingespart. Des Weiteren ware aufgrund des
Fettanteils im Material eine verbesserte Wasserresistenz der hergestellten Filme denkbar.

3.2.4.1 Glycerin als Weichmacher

Glycerin ist mit einem Molekulargewicht von 92 g/mol ein kleines Molekull. Zusatzlich zum
hydrophilen Charakter tragt die geringe Grofie zum leichten Herauslésen des Glycerins bei
Kontakt mit Wasser aus Proteinfilmen bei. Fir eine Anwendung proteinbasierender Filme
z.B. in der Landwirtschaft ware eine minimierte Weichmacherkonzentration vorteilhaft, um
eine Versprodung des Filmes bei Bewitterung zu vermeiden.

Rohkollagen-Filme mit Glycerin-Konzentrationen von 0-100 % (w/w Protein) wurden wie in
Abschnitt 2.3.6.3 beschrieben, nach dem Standardverfahren hergestellt. Die Ergebnisse der
mechanischen Charakterisierung mittels Zugversuch sind in Abbildung 3-15 dargestellt.

Uber den gesamten Konzentrationsbereich waren die Filme stabil und mechanisch messbar.
Filme ohne externen Weichmacher konnten erfolgreich hergestellt werden. Diese erzielten
die héchste Zugfestigkeit (48 N/mm?). Durch Erhéhung der Weichmacherkonzentration von
0 % auf 100 % (w/w Protein) sank die ZF der Filme bis zu 94 % (48->2,7 N/mm?; Abbildung
3-15 A). Die Bruchdehnung stieg mit Erhéhung der Glycerin-Konzentration. Bei 100 % (w/w
Protein) Glycerin wurde mit 82 % ein Maximum erreicht (Abbildung 3-15 B). Im Vergleich zu
0 % (w/w Protein) Glycerin — Bruchdehnung von 2,1 % — entspricht das einer 40-fachen
Steigerung. Gegenuber publizierten Proteinfilmen aus Gelatine wiesen die in der vorlie-
genden Arbeit untersuchten RK-Filme, unabhangig von der Weichmacherkonzentration,
meist geringere mechanische Eigenschaften auf. Eine ausfuhrliche Diskussion dieser
Erkenntnis erfolgt in Abschnitt 4.3.

Die enzymatische Vernetzung (MTG Activa®WM, 25 U/Gerotein) des Rohkollagens resultierte in
Filmen, plastifiziert mit Glycerin < 25 % (w/w Protein), deren Zugfestigkeiten gegeniber
unvernetzten Filmen bis zu 30 % erniedrigt waren. Ab einer Glycerin-Konzentration von
50 % (w/w Protein) konnte kein Einfluss der MTG-Behandlung mehr ermittelt werden — die
Zugfestigkeiten der RK-Filme tMTGauiva lagen im Fehlerbereich (2-15 %). Bezuglich der
Bruchdehnung der Film konnte tber den gesamten Glycerin-Konzentrationsbereich (0-100 %
(w/w Protein)) keine Beeinflussung durch die MTG dargelegt werden. Die meisten
Messwerte der Filme £tMTGaciva lagen ebenfalls im Fehlerbereich (4-16 %).

Ab einer Glycerin-Konzentration von 75 % (w/w Protein) erwiesen sich die Rohkollagen-
Filme als klebrig und schlecht handhabbar.
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Abbildung 3-15: Einfluss verschiedener Glycerin-Konzentrationen auf die Zugeigenschaften
(A: Zugfestigkeit, B: Bruchdehnung) von Rohkollagen-Filmen (tMTG Activa®WM, 25 U/gprotein, Standard-
verfahren). 6 g Rohkollagen wurde in einem Glycerin (0/ 0,75/ 1,5/ 3/ 4,5/ 6 g) - Puffer (110,4 mL 20 mM Tris/HCI
pH 7)-Gemisch fur 30 min bei RT quellen gelassen, pH-Einstellung auf pH 7 unter Rihren, Inkubation fir 20 min
bei 50 °C, Zugabe von 1,5 g MTG Activa®WM (in 6 mL vorgewarmten 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7 geldst) bzw.
1,5 g inaktivierter MTG Activa®WM (in 6 mL 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7 geldst; Inkubation fiir 5 min bei 99 °C;
Kuhlung auf 50 °C), Gief3en in eine 200 x 200 mm PTFE-Form, Trocknung fiir 24 h bei RT, Konditionierung fur
48 h bei 232 °C und 505 % rLF in einem Exsikkator. Einspannlange 100 mm, Probenbreite 10 mm (Glycerin-
Konzentration 0 % (w/w Protein)) bzw. 15 mm (Glycerin-Konzentration = 12,5 % (w/w Protein)), Prifgeschwindig-
keit 50 mm/min. x+ s, n = 10. Werte in Tabelle 8-1. MTG...mikrobielle Transglutaminase, PTFE...Polytetra-
fluorethylen, rLF...relative Luftfeuchte, RT...Raumtemperatur.
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3.2.4.2 Harnstoff als Weichmacher

Harnstoff stellt aufgrund seines hohen Stickstoffgehaltes ein weltweit bedeutendes
Dungemittel dar. In der Kosmetikindustrie findet Harnstoff aufgrund der feuchtigkeits-
spendenden Eigenschaften Anwendung, so z.B. in Pflegeprodukten wie Hautcremes und
Shampoos. Zur Plastifizierung von Biopolymeren wie z.B. thermoplastischer Starke [Ma et
al., 2004] oder Caseinat-Filmen [Patzsch, 2010] wurde Harnstoff bereits eingesetzt. Beim
biologischen Abbau von Harnstoff-plastifizierten Materialien wirde dem Boden, mit dem
freisetzenden Stickstoff, ein zusatzlicher Dunger zugefuhrt.

Zur Untersuchung der Weichmachereffizienz von Harnstoff auf Rohkollagen-Filme wurden
Filme mit Harnstoff-Konzentrationen von 0-100 % (w/w Protein), wie in Abschnitt 2.3.6.3
beschrieben, nach dem Standardverfahren hergestellt. Die Ergebnisse der mechanischen
Charakterisierung mittels Zugversuch sind in Abbildung 3-16 dargestellt.

Uber den gesamten Konzentrationsbereich waren die Filme stabil und mechanisch messbar.
Die Zugfestigkeit der RK-Filme sank bis zu einer Harnstoff-Konzentration von 50 % (w/w
Protein) von 48 N/mm? (ohne Weichmacher) auf 5,6 N/mm?. Dies entspricht einem Verlust
um 88 %. Durch weitere Konzentrationserhéhung = 75 % (w/w Protein) Harnstoff stieg die ZF
wieder leicht an. Die Bruchdehnung erreichte bei 50 % (w/w) Harnstoff ein Maximum von
50 %, sank mit steigender Konzentration auf 17 % (100 % (w/w Protein)). Bei Rohkollagen-
Filmen ohne Harnstoff wurde die niedrigste Bruchdehnung von 2,1 % gemessen.

Der Einfluss der MTGactiva-Vernetzung auf die mechanischen Eigenschaften der Proteinfiime
war gering. Bei Filmen, plastifiziert mit Harnstoff-Konzentrationen < 12,5 % (w/w Protein)
wurden Verluste der ZF bis 18 % ermittelt. Bei hdheren Weichmacherkonzentrationen
wurden die Zugfestigkeiten der RK-Filme durch die Vernetzung nicht beeinflusst — die
Unterschiede zwischen den meisten Filmen +MTGaqva lagen im Fehlerbereich (2-15 %).
Bezlglich der Bruchdehnung wurden zwischen unvernetzten und vernetzten Filmen
ebenfalls keine erheblichen Differenzen gemessen. Die Messwerte lagen im Fehlerbereich —
allenfalls ist eine leichte Tendenz zu héheren Bruchdehnungen erkennbar.

Bei Rohkollagen-Filmen mit Harnstoff als Weichmacher kam es zur Bildung von Kristallen.
Bis zu einer Konzentration von 50 % (w/w Protein) wirkte Harnstoff als Weichmacher
(ZF!l, BDT), dabei waren lediglich partiell kleine Harnstoffkristalle vorhanden. Mit steigender
Konzentration (= 75 % (w/w Protein)) nahm die Kristallbildung zu. Die bei der Trocknung
entstandenen Kristalle lagen Uber den gesamten Proteinfilm verteilt vor, was die leichte
Zunahme der ZF und die Abnahme der BD bewirkte. Die Harnstoffkristalle wirkten vermutlich
als Fullstoff. Durch die steigende Kristallbildung entstanden weille und vollstandig opake
Proteinfilme.
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Abbildung 3-16: Einfluss verschiedener Harnstoff-Konzentrationen auf die Zugeigenschaften
(A: Zugfestigkeit, B: Bruchdehnung) von Rohkollagen-Filmen (:MTG Activa®WM, 25 U/gprotein, Standard-
verfahren). 6 g Rohkollagen wurde in einem Harnstoff (0/ 0,75/ 1,5/ 3/ 4,5/ 6 g) - Puffer (110,4 mL 20 mM
Tris/HCI pH 7)-Gemisch fir 30 min bei RT quellen gelassen, pH-Einstellung auf pH 7 unter Riihren, Inkubation fir
20 min bei 50 °C, Zugabe von 1,5 g MTG Activa®WM (in 6 mL vorgewarmten 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7 gelost)
bzw. 1,5 g inaktivierter MTG Activa®WM (in 6 mL 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7 gel6st; Inkubation fir 5 min bei
99 °C; Kiihlung auf 50 °C), Giefden in eine 200 x 200 mm PTFE-Form, Trocknung fiir 24 h bei RT, Konditionierung
fir 48 h bei 23+2 °C und 50+5 % rLF in einem Exsikkator. Einspannlange 100 mm, Probenbreite 10 mm
(Harnstoff-Konzentration 0 % (w/w Protein)) bzw. 15 mm (Harnstoff-Konzentration =2 12,5 % (w/w Protein)),
Prifgeschwindigkeit 50 mm/min. x+ s, n =2 10. Werte in Tabelle 8-1. MTG...mikrobielle Transglutaminase,
PTFE...Polytetrafluorethylen, rLF...relative Luftfeuchte, RT...Raumtemperatur.
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3.2.5 Optimierung und Charakterisierung von Rohkollagen-Filmen
ohne Weichmacher

Intakte und mechanisch stabile Rohkollagen-Filme ohne Zusatz eines externen Weich-
machers konnten mittels Standard-Gieldverfahren hergestellt werden (vgl. Abschnitt 3.2.4).
Die Eigenschaften dieser Filme sollten durch Variation der Enzymkonzentration und des
Herstellungsverfahrens optimiert werden. Eine plastifizierende Wirkung des im Rohkollagen
enthaltenen Fettes sollte ebenfalls untersucht werden. Eine Charakterisierung der Filme
hinsichtlich mechanischer Zugeigenschaften, Benetzbarkeit, Wasserldslichkeit, Regen- bzw.
Witterungsbestandigkeit und Bioabbaubarkeit wurde durchgefiihrt.

3.2.5.1 Variation der MTG Activa®WM-Konzentration

Bisherige Untersuchungen zeigten, dass durch eine MTGaciva-Vernetzung des Rohkollagens
die mechanischen Eigenschaften unplastifizierter Filme verringert wurden — der Verlust der
ZF betrug 18 % (vgl. Abschnitt 3.2.4). Dabei wurde eine Enzymkonzentration von 25 U/gpotein
eingesetzt (bezogen auf Herstellerangaben: 100 U/g MTG Activa®WM). Wie andere Enzym-
konzentrationen die ZF und BD von unplastifizierten RK-Filmen beeintrachtigten, wird in
diesem Abschnitt dargelegt. Eine Reduzierung der MTG-Menge unter Erhalt der Film-
eigenschaften ware vorteilhaft, da die Transglutaminase der preisintensivste Rohstoff bei der
Filmherstellung ist und dadurch Materialkosten eingespart werden kdnnten [Patzsch, 2010].
Zur Untersuchung des Einflusses der MTG Activa®WM-Konzentration auf die mechanischen
Eigenschaften wurden Filme nach der in Abschnitt 2.3.6.1 beschriebenen Standardmethode
hergestellt. Die Enzymkonzentrationen variierten zwischen 0-50 U/gprotein MTG Activa®WM
(vgl. Abschnitt 2.3.6.4). Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-17 dargestellt.

[JZugfestigkeit [ Bruchdehnung

Zugfestigkeit [N/mm?]
Bruchdehnung [%)]

6,25 12,5 25

-Konzentration [U/g Protein]

50
MTGActiva

Abbildung 3-17: Zugeigenschaften von Rohkollagen-Filmen in Abhangigkeit von der MTG Activa®WM-
Konzentration (bezogen auf Herstellerangaben: 100 U/g MTG Activa®WM). 6 g Rohkollagen wurde in
110,4 mL Puffer (20 mM Tris/HCI pH 7) fir 30 min bei RT quellen gelassen, pH-Einstellung auf pH 7 unter
Riihren, Inkubation fiir 20 min bei 50 °C, Zugabe von MTG Activa®WM (0/ 0,375/ 0,75/ 1,5/ 3 g; jeweils in 6 mL
vorgewarmten 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7 geldst), GieRen in eine 200 x 200 mm PTFE-Form, Trocknung flr 24 h
bei RT, Konditionierung fir 48 h bei 2312 °C und 505 % rLF in einem Exsikkator. Einspannlange 100 mm,
Probenbreite 10 mm, Prifgeschwindigkeit 50 mm/min. x + s, n = 10. Werte in Tabelle 8-2. MTG...mikrobielle
Transglutaminase, PTFE...Polytetrafluorethylen, rLF...relative Luftfeuchte, RT...Raumtemperatur.
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Beide mechanischen Kennwerte wurden durch die MTG Activa®WM-Konzentration
beeinflusst. Mit steigender Enzymkonzentration verloren die Proteinfilme an Stabilitat und
Elastizitat. Betrug die Zugfestigkeit eines unvernetzten Filmes (0 U/gprotein) 55 N/mm?, konnte
bei einem mit 50 U/gprotein MTGactiva-vernetzten Film nur eine ZF von 27 N/mm? ermittelt
werden. Das entspricht einem Verlust der Zugfestigkeit um 50 %. Die Bruchdehnung wurde
mit zunehmender MTG Activa®WM-Konzentration um 68 % verringert. Eine BD von 4,0 %
bei unvernetzten Filmen wurde durch MTGagtva-Zugabe (50 U/gprotein) auf 1,3 % reduziert. Die
bisher im Standardverfahren zur Vernetzung eingesetzte MTG Activa®WM-Konzentration von
25 U/gpotein €rzielte eine ZF von 40 N/mm? und eine BD von 1,8 %. Ursachen fir den Verlust
der mechanischen Eigenschaften kénnen im steigenden Vernetzungsgrad des Proteins oder
in der zunehmenden Menge des in MTG Activa®WM enthaltenen Stabilisators Maltodextrin
begriindet liegen.

3.2.5.2 Einfluss von Maltodextrin auf die mechanischen Eigenschaften

Die kommerziell erhiltliche mikrobielle Transglutaminase Activa®WM besteht aus 1 %
Enzym und 99 % Maltodextrin. Nachdem in Abschnitt 3.2.5.1 ein Einfluss der MTG
Activa®WM-Konzentration auf die mechanischen Eigenschaften der Rohkollagen-Filme
aufgezeigt wurde, sollte der Einfluss des Stabilisators Maltodextrin dabei untersucht werden.
Dafiir wurde den nach Standardverfahren hergestellten Filmen inaktivierte MTG Activa®/WVM
in verschiedenen Konzentrationen (0-50 U/gprotein, €ntspricht 0-3 g Maltodextrin) zugesetzt.
Zur Inaktivierung wurde die in Puffer (20 mM Tris/HCI pH 7,0) geldste MTG Activa®WM 5 min
bei 99 °C inkubiert. Die mechanische Prifung der Filme mittels Zugversuch erfolgte wie in
Abschnitt 2.2.3 beschrieben. Die Kennwerte wurden mit RK-Filmen, denen aktive MTG
Activa®WM zugesetzt wurde, verglichen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-18 dargestellt.
Dem Maltodextrin konnte ein Einfluss auf die Zugfestigkeit und Bruchdehnung der Filme
zugeordnet werden. Die mechanischen Kennwerte sanken mit zunehmender MTG
Activa®WM-Konzentration (inaktiviert) bzw. Maltodextrin-Anteil stetig. Ein steigender
Vernetzungsgrad des Rohkollagens konnte bei diesen Filmen als Ursache flir die
Reduzierung der Filmstabilitat und -elastizitat ausgeschlossen werden. Im Konzentrations-
bereich 0-50 U/gproein MTG Activa®WM (inaktiviert) wurde fiir die Zugfestigkeit ein Verlust von
29 % ermittelt — Reduzierung von 55 N/mm? auf 39 N/mm?. Die Bruchdehnung von Filmen
ohne MTGacva betrug 4,0 %, eine BD von 1,7 % wurde bei Filmen mit 50 U/gpotein MTG
Activa®WM (inaktiviert) gemessen. Das entspricht einem Verlust um 59 %. Im Vergleich, die
Verluste der mechanischen Kennwerte vernetzter Proteinfilme (MTG Activa®WM, O-
50 U/Qprotein) betrugen 50 % (ZF) bzw. 68 % (BD). Ein Grofdteil des Verlustes der
mechanischen Eigenschaften von MTG Activa®WM-vernetzten Filmen ist somit dem
Stabilisator Maltodextrin im kommerziell verfigbaren Enzympraparat geschuldet.
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Abbildung 3-18: Einfluss von Maltodextrin (inaktivierte MTG Activa®WM) auf die Zugeigenschaften von
Rohkollagen-Filmen in Abhéngigkeit von der Enzymkonzentration verglichen mit vernetzten Filmen
(aktive MTG Activa®WM). 6 g Rohkollagen wurde in 110,4 mL Puffer (20 mM Tris/HCI pH 7) fir 30 min bei RT
quellen gelassen, pH-Einstellung auf pH 7 unter Rihren, Inkubation fir 20 min bei 50 °C, Zugabe von MTG
Activa®WM (0/ 0,375/ 0,75/ 1,5/ 3 g; jeweils in 6 mL vorgewarmten 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7 geldst) bzw.
inaktivierter MTG Activa®WM (0/ 0,375/ 0,75/ 1,5/ 3 g; jeweils in 6 mL 20 mM Tris/HCI pH 7 geldst; Inkubation fiir
5 min bei 99 °C; Kihlung auf 50 °C), GieRen in eine 200 x 200 mm PTFE-Form, Trocknung fir 24 h bei RT,
Konditionierung fiir 48 h bei 23+2 °C und 505 % rLF in einem Exsikkator. Einspannldnge 100 mm, Probenbreite
10 mm, Prifgeschwindigkeit 50 mm/min. x+ s, n = 10. Werte in Tabelle 8-2. MTG...mikrobielle Trans-
glutaminase, PTFE...Polytetrafluorethylen, rLF...relative Luftfeuchte, RT...Raumtemperatur.

3.2.5.3 Verwendung einer rekombinanten Transglutaminase (MTG S2P)

Durch den in der MTG Activa® WM enthaltenen Stabilisator Maltodextrin wurden die
mechanischen Eigenschaften der Rohkollagen-Filme nachteilig beeinflusst. Eine Ver-
ringerung der Zugfestigkeit und Bruchdehnung wurde festgestellt (vgl. Abschnitt 3.2.5.2). Um
diesen Verlust der mechanischen Filmeigenschaften zu unterbinden, wurde eine in E. coli
exprimierte, genetisch optimierte, rekombinante MTG fir die Vernetzung des Proteins
eingesetzt. Aufgrund eines Aminosaureaustausches an zweiter Position — Austausch von
Serin gegen Prolin — wurde diese mikrobielle Transglutaminase mit MTG S2P bezeichnet
[Marx et al., 2008]. Diese Enzympraparation enthalt keine Stabilisatoren.

Zur Untersuchung des Einflusses der MTG S2P-Konzentration auf die mechanischen
Kennwerte wurden RK-Filme nach der in Abschnitt 2.3.6.1 beschriebenen Standardmethode
hergestellt. Die Enzymkonzentrationen variierten zwischen 0-50 U/gprotein (Vgl. Abschnitt
2.3.6.4). Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-19 dargestellt.
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Abbildung 3-19: Zugeigenschaften von Rohkollagen-Filmen in Abhédngigkeit von der MTG S2P-Konzen-
tration (ermittelte Aktivitat: 800 U/mL MTG S2P). 6 g Rohkollagen wurde in 110,4 mL Puffer (20 mM Tris/HCI
pH 7) fir 30 min bei RT quellen gelassen, pH-Einstellung auf pH 7 unter Rihren, Inkubation fir 20 min bei 50 °C,
Zugabe von MTG S2P (0/ 47/ 94/ 187,5/ 375 pL) und 6 mL vorgewarmten 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7, Giel3en in
eine 200 x 200 mm PTFE-Form, Trocknung fiir 24 h bei RT, Konditionierung fir 48 h bei 23+2 °C und 50+5 % rLF
in einem Exsikkator. Einspannlange 100 mm, Probenbreite 10 mm, Prifgeschwindigkeit 50 mm/min. X t s,
n=10. Werte in Tabelle 8-3. MTG...mikrobielle Transglutaminase, PTFE...Polytetrafluorethylen, rLF...relative
Luftfeuchte, RT...Raumtemperatur.

Die Vernetzung des Proteins mittels MTG S2P zeigte einen geringeren Einfluss auf die
mechanischen Eigenschaften, im Vergleich zum kommerziell verfigbaren Enzympraparat
MTG Activa®WVM. Die Zugfestigkeit wurde durch die MTGszp-Behandlung nicht merklich
beeinflusst. Uber den gesamten Konzentrationsbereich lagen die Messwerte der Roh-
kollagen-Filme im Fehlerbereich — allenfalls ist eine leichte Tendenz zu geringeren
Zugfestigkeiten erkennbar. Im Vergleich zu einem unvernetzten Film (55 N/mm?) reduzierte
sich die ZF durch Vernetzung mit 50 U MTGs2p/Qprotein UM maximal 12 % (48 N/mmz). Die
Bruchdehnung von unvernetzten Filmen lag bei 4,0 %. Durch die Enzymzugabe und somit
kovalente Vernetzung des Proteins sank die Bruchdehnung, allerdings erst ab einer MTGgzp-
Konzentration = 25 U/Qprotein. FUr Filme vernetzt mit 50 U MTGsop/Gprotein WUrde eine BD von
2,8 % gemessen, das entspricht gegentber unvernetzten Filmen einem Verlust von 31 %.
Bei MTG Activa®WM behandelten Filmen (0-50 U/gprwin) lagen die Verluste bei 50 % (ZF)
bzw. 68 % (BD) (vgl. Abschnitt 3.2.5.1).

Die bisher bei der Filmherstellung zur Vernetzung eingesetzte Enzymkonzentration von
25 U MTGs2p/gprotein €rzielte eine ZF von 51 N/mm? und eine BD von 3,2 %. Ein mit MTG
Activa®WM vernetzter Film (25 U/gproein) erreichte Werte von 40 N/mm? (ZF) und 1,8 % (BD).
Wurde einem nach Standardverfahren hergestellten Film neben 25 U MTGs2p/Qprotein
zusatzlich inaktivierte MTG Activa® WM (25 U/gprotein, €ntspricht 1,5 g Maltodextrin) zugesetzt,
konnten mechanische Kennwerte dhnlich dem MTGauve-vernetzten Film ermittelt werden
(41 N/mm?% 2,1 %). Der nachteilige Einfluss des Maltodextrins auf die mechanischen
Eigenschaften von MTG Activa®WM-behandelten, unplastifizierten Rohkollagen-Filmen
wurde somit bestatigt.
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3.2.5.4 Variation des Herstellungsverfahrens

Eine weitere Strategie zur Optimierung der mechanischen Eigenschaften unplastifizierter,
vernetzter Rohkollagen-Filme war die Anderung des Herstellungsverfahrens. Kollagen ist ein
fibrilldres Protein, welches aus einer Tripelhelix aufgebaut ist. Diese Struktur wird durch
Wasserstoffbriicken stabilisiert. Durch Erwarmung (T>35-40 °C) wird diese tripelhelikale
Struktur in Peptid-Einzelketten aufgebrochen. Nach Abkuhlung des Proteins bildet sich die
Tripelhelix teilweise zurlck. Dieser Prozess wird als Renaturierung bezeichnet. Der
Ubergang von Kollagen zu einem Gelatinesol und -gel durch Erhitzen bzw. Erkalten ist in
Abbildung 3-20 bildlich dargestellt.

Erhitzen Abkihlen

—_ > INARY —/00

Thermische Teilweise
Hydrolyse Renaturierung 7

Kollagen Gelatinesol Gelatinegel

Abbildung 3-20: Schematische Darstellung des Ubergangs von Kollagen zu Gelatinesol und -gel durch
Erhitzen bzw. Erkalten nach [Babel, 1996].

Erfolgt die Zugabe der mikrobiellen Transglutaminase zur filmbildenden Suspension bei
50 °C, wie beim Standardverfahren angewandt, werden die Peptid-Einzelketten miteinander
vernetzt und an einer Renaturierung bei Abkulhlung gehindert. Eine Behandlung des sich
bildendenden RK-Filmes mit MTG nach Gelierung des Proteins, d.h. nach Abkihlung und
partieller Ausbildung der stabilen Tripelhelix-Struktur kdénnte das bestehende Netzwerk
weiter vernetzen und zusatzlich stabilisieren. Ein Einfluss der MTG-Behandlung auf die
Gelfestigkeit (gemessen mittels Rheometrie) von Gelatine-Lésungen wurde bereits gezeigt —
abhangig davon, ob die kovalente Vernetzung vor (Inkubation mit MTG fiir 15 min bei 50 °C)
oder wahrend bzw. nach (Zugabe der MTG unmittelbar vor Kiihlung) der Renaturierung der
Tripelhelix-Struktur erfolgte [Babin und Dickinson, 2001].

Zur Untersuchung des Einflusses einer MTG-Vernetzung nach Gelierung des Rohkollagens
auf die Filmeigenschaften wurde ein Beschichtungsverfahren entwickelt (vgl. Abschnitt
2.3.6.2). Die filmbildende Proteinsuspension wurde analog der Standardmethode angefertigt,
allerdings erfolgte nach Inkubation bei 50 °C das Giel3en in die 200 x 200 mm PTFE-Form —
ohne Zugabe des Enzyms. Nach Gelierung des Proteins fir 2 h bei RT wurde der Film mit
MTG-Losung (25 U/gprotein) Mittels eines Drigalskispatels beschichtet. Die Trocknung und
Konditionierung erfolgte analog dem Standardverfahren. In Abbildung 3-21 sind die
mechanischen Eigenschaften der nach Standard- und Beschichtungsverfahren hergestellten
Rohkollagen-Filme dargestellt.

Die Zugfestigkeit der MTG-vernetzten Filme wurde durch den Herstellungsprozess nicht
beeinflusst — alle Messwerte lagen im Fehlerbereich (2-15 %). So wurde unter Verwendung
von MTG Activa® WM (25 U/gprotein) fUr Filme hergestellt nach dem Standardverfahren eine ZF
von 40 N/mm? und fiir Filme vernetzt durch das Beschichtungsverfahren von 42 N/mm?
ermittelt. Bei MTG S2P-vernetzten Filmen betrugen die ZF 51 N/mm? (Standardverfahren)
bzw. 49 N/mm? (Beschichtungsverfahren). Die Zugfestigkeit eines unvernetzten Filmes (ohne
Maltodextrin) lag bei 55 N/mm?. Analog der ZF wurde auch die Bruchdehnung von MTG
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Activa® WM (25 U/gprotein)-vernetzten Filmen durch das Herstellungsverfahren nicht merklich
beeinflusst. Ein nach dem Standardverfahren hergestellter Proteinfilm erzielte eine BD von
1,8 %, fur einen nach dem Beschichtungsverfahren vernetzten Film wurde ein Wert von
2,2 % gemessen. Das entspricht einer Steigerung der BD um 17 % — der Fehlerbereich der
Messwerte lag bei 4-16 %. Unter Einsatz der rekombinant hergestellten MTG S2P konnte, im
Vergleich zum Standardverfahren, durch die Beschichtung des Filmes eine Steigerung der
BD um 38 % erzielt werden (Standard: 3,2 %; Beschichtung: 4,4 %). Eine Bruchdehnung von
4,0 % wurde fir unvernetzte Filme gemessen — ohne Zusatz inaktivierter MTG Activa® WM.
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Abbildung 3-21: Zugeigenschaften von Rohkollagen-Filmen (tMTG Activa®WM bzw. MTG S2P,
25 U/gprotein) in Abhéngigkeit vom Herstellungsverfahren. 6 g Rohkollagen wurde in 110,4 mL Puffer (20 mM
Tris/HCI pH 7) fur 30 min bei RT quellen gelassen, pH-Einstellung auf pH 7 unter Rihren, Inkubation fir 20 min
bei 50 °C, GiefRen in eine 200 x 200 mm PTFE-Form, Trocknung fiir 24 h bei RT, Konditionierung fiir 48 h bei
2342 °C und 505 % rLF in einem Exsikkator. Standard: Zugabe von MTG nach Inkubation bei 50 °C (MTG
Activa®WM: 1,5 g geldst in 6 mL vorgewarmten 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7; MTG S2P: 187,5 pL einer 800 U/mL
Praparation + 6 mL 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7) bzw. 6 mL vorgewarmter 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7 (-MTG);
Beschichtung: Uberschichtung des fiir 2 h bei RT gelierten Filmes mit 100 mL MTG-Lésung (MTG Activa®WM:
1,5 g gelost in 100 mL vorgewarmten 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7; MTG S2P: 187,5 uL einer 800 U/mL
Praparation zugesetzt zu 100 mL 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7). Einspannldnge 100 mm, Probenbreite 10 mm,
Prifgeschwindigkeit 50 mm/min. X+ s, n = 10. Werte in Tabelle 8-2 und Tabelle 8-3. MTG...mikrobielle
Transglutaminase, PTFE...Polytetrafluorethylen, rLF...relative Luftfeuchte, RT...Raumtemperatur.

3.2.5.5 Mechanische Eigenschaften nach Fettextraktion

Wie zuvor gezeigt wurde, konnten mechanisch stabile Filme aus Rohkollagen ohne Zusatz
eines externen Weichmachers hergestellt werden. Durch den Einsatz einer rekombinanten
mikrobiellen Transglutaminase (MTG S2P) und der Filmherstellung nach dem Beschich-
tungsverfahren wurden die mechanischen Eigenschaften der Filme optimiert (vgl. Abschnitte
3.2.5.3 und 3.2.5.4). Reine Proteinfilme ohne Weichmacher sind aufgrund der stark
ausgepragten intermolekularen Krafte zwischen den Polymerketten haufig steif und brichig.
Einen moglichen Grund fir die mechanische Stabilitat unplastifizierter RK-Filme stellt daher
das zu 18,6 % enthaltene Fett dar. Um eine Weichmachereffizienz des Fettes zu unter-
suchen, wurde das Rohkollagen einer kontinuierlichen Fettextraktion mittels Hexan im
Soxhlet-Extraktor wie in Abschnitt 2.3.7 beschrieben, unterzogen. Die Extraktionsdauer
betrug 6 h. Nach der Extraktion wurde das Protein vom Ld&sungsmittel getrennt und
getrocknet. Das Hexan wurde mittels Rotationsverdampfer eingeengt. Als Ruckstand
verblieb das extrahierte Fett.
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Die Herstellung von Filmen aus dem fettextrahierten Protein erfolgte nach den in Abschnitt
2.3.6.1 bzw. 2.3.6.2 beschriecbenen Methoden ohne bzw. mit MTG S2P (25 U/gprotein)-
Vernetzung. Die mechanischen Eigenschaften dieser RK-Filme wurden mit Kennwerten von
Filmen ohne Fettextraktion verglichen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-22 dargestellt.
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Abbildung 3-22: Zugeigenschaften von Rohkollagen-Filmen ohne bzw. mit Fettextraktion (*MTG S2P,
25 U/gprotein, Standard- bzw. Beschichtungsverfahren). 6 g Rohkollagen wurde in 110,4 mL Puffer (20 mM
Tris/HCI pH 7) fur 30 min bei RT quellen gelassen, pH-Einstellung auf pH 7 unter Rihren, Inkubation fir 20 min
bei 50 °C, Gielen in eine 200 x 200 mm PTFE-Form, Trocknung fiir 24 h bei RT, Konditionierung fiir 48 h bei
23+2 °C und 5015 % rLF in einem Exsikkator. Standard: Zugabe von MTG S2P (187,5 pyL einer 800 U/mL
Praparation + 6 mL 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7) bzw. 6 mL vorgewarmter 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7 (-MTG)
nach Inkubation bei 50 °C. Beschichtung: Uberschichtung des fiir 2 h bei RT gelierten Filmes mit 100 mL MTG
S2P-Lésung (187,5 pL einer 800 U/mL Praparation zugesetzt zu 100 mL 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7).
Einspannlange 100 mm, Probenbreite 10 mm, Prifgeschwindigkeit 50 mm/min. x = s, n = 10. Werte in Tabelle
8-6. MTG...mikrobielle Transglutaminase, PTFE...Polytetrafluorethylen, rLF...relative Luftfeuchte, RT...Raum-
temperatur.

Filme aus dem fettextrahiertem Rohkollagen erzielten hohere Zugeigenschaften, mit und
ohne enzymatischer Vernetzung. Ohne Fettextraktion wurde flr einen unvernetzten Film
eine ZF von 55 N/mm? bestimmt, mit Extraktion erhohte sich der Wert auf 74 N/mm?. Das
entspricht einer Steigerung der Zugfestigkeit durch Entfettung des Proteins um 35 %. Bei
MTGsop.vernetzten Filmen (25 U/gprotein) lag die Erhdhung bei 41 % (Standardverfahren) bzw.
47 % (Beschichtungsverfahren). Die ZF der fettfreien RK-Filme wurde durch die rekombi-
nante MTGs,p und somit Ausbildung eines Proteinnetzwerkes nicht beeinflusst. Die Bruch-
dehnung von Filmen aus fettextrahiertem Rohkollagen ohne MTG-Vernetzung betrug 4,9 %.
Verglichen mit Proteinfilmen ohne Extraktion (BD 4,0 %), wurde durch die Entfettung eine
Steigerung um 23 % erzielt. Auf die BD von enzymatisch vernetzten Filmen (25 U/Qprotein
MTG S2P) hatte die Entfettung des Rohkollagens keinen merklichen Einfluss. Die Messwerte
lagen im Fehlerbereich (4-16 %) — allenfalls ist eine Tendenz zu leicht héheren Bruch-
dehnungen erkennbar. In Abhangigkeit vom Herstellungsverfahren wurde die Elastizitat von
Filmen aus fettextrahiertem Protein durch die MTGgzp-Vernetzung um 27 % reduziert (Stand-
verfahren) bzw. nicht beeinflusst (Beschichtungsverfahren), im Vergleich zu einem
unvernetzten, fettfreien RK-Film.

Die Schlussfolgerung dieser Untersuchung war, dass das im Rohkollagen enthaltenen Fett
eine Plastifizierung der Filme bewirkte. Ohne den Fettanteil waren die Filme fester —
allerdings fuhrte die Entfettung nicht wie gemutmalft zum Verlust der Elastizitat.
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3.2.5.6 Benetzbarkeit mit Wasser

Die Benetzbarkeit von Rohkollagen-Filmen mit Wasser wurde durch die Bestimmung des
Kontaktwinkels ermittelt. Dazu wurde, wie in Abschnitt 2.2.5 beschrieben, ein 5 pL Tropfen
deionisiertes Wasser mittels Mikroliter-Spritze auf den Film appliziert. Der Winkel zwischen
Film (Basislinie) und Flussigkeitstropfen wurde automatisch berechnet.

Alle Rohkollagen-Filme, d.h. unvernetzte Filme ohne bzw. mit inaktivierter MTG Activa®WM
und vernetzte Filme zeigten auf der rauen Filmoberflache Kontaktwinkel im Bereich von
108°-116° (Abbildung 3-23 B). Die enzymatische Vernetzung des Proteins hatte demnach
keinen Einfluss auf die Benetzbarkeit des Filmes. Zwischen MTG Activa® VM- und MTG
S2P-behandelten Filmen wurden keine Unterschiede der Kontaktwinkel gefunden. Der im
kommerziell verfiigbaren MTG Activa®WM-Préparat zu 99 % enthaltene hydrophile
Stabilisator Maltodextrin fiihrte nicht zu veranderten Eigenschaften der Filmoberflachen. Das
Herstellungsverfahren beeinflusste die Benetzbarkeit ebenfalls nicht — die Winkel der nach
Standard- und Beschichtungsverfahren hergestellten Proteinfilme lagen im genannten
Bereich. Einzelne Messpunkte, unabhangig von der Filmherstellung oder Enzympraparation,
ergaben Kontaktwinkel zwischen 122°-128° (Abbildung 3-23 C). Eine Ursache fur diese
Winkel kdnnte z.B. eine hohere Rauigkeit des Filmes an gemessener Stelle sein, verursacht
durch ungeléste Partikel des Proteins. Filme aus dem fettextrahiertem Rohkollagen zeigten
ebenso keine Veranderungen. Der Fettanteil (18,6 %) im Protein hatte somit keinen Einfluss
auf die Hydrophobizitat der Filme. Auf den glatten Unterseiten aller gepruften Filme, d.h.
wahrend der Trocknung der PTFE-Form zugewandten Seite, wurden Kontaktwinkel im
Bereich von 97°-105° analysiert. Flachen mit Kontaktwinkeln gréfier 90°, somit auch die
Filme aus Rohkollagen, werden als hydrophob bezeichnet. Eine vollstandige Benetzbarkeit
dieser Filme mit Wasser ist nicht moglich.

A 60° B 112° Cc 128°
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Abbildung 3-23: Bildliche Darstellung der Benetzbarkeit von Rohkollagen-Filmen durch Wasser unter
Angabe der Kontaktwinkel. Ein 5 uL Tropfen deionisiertes Wasser wurde mittels Mikroliter-Spritze auf die
Filmoberflache (A: RK-Film beschichtet mit kommerziellem Maltodextrin, B-C: RK-Film tMTG Activa®WM bzw.
MTG S2P, Standard- bzw. Beschichtungsverfahren) appliziert. Die Filmprobe samt Tropfen wurde fotographisch
erfasst. Die Berechnung des Winkels zwischen Film (Basislinie) und Wassertropfen erfolgte automatisch mittels
der Software SCA20.

Wurde einem RK-Film anstatt inaktivierter MTG Activa®WM kommerzielles Maltodextrin aus
Maisstarke (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) zugesetzt, ergab sich fir den nach dem
Standardverfahren hergestellten Film (Oberflache) ein Kontaktwinkel von 112° und nach dem
Beschichtungsverfahren von 60° (Abbildung 3-23 A). Derartig unterschiedliche Kontaktwinkel
wurden bei Filmen behandelt mit inaktivierter MTGagva Nicht gefunden. Das bedeutet, dass
die MTG Activa®WM als Stabilisator vermutlich ein anderes Maltodextrin-Praparat als das
kommerziell verfugbare Dextrin enthalt. Der reduzierte Kontaktwinkel nach Beschichtung des
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Filmes mit dem kommerziellen Maltodextrin wird durch die Polaritdt des Dextrins begriindet.
Das Dextrin auf der Filmoberflache nimmt den Wassertropfen auf, dieser verteilt sich und
fuhrt zur partiellen Benetzung des Filmes. In Tabelle 8-7 sind die ermittelten Kontaktwinkel
aller untersuchten Rohkollagen-Filme aufgelistet.

3.2.5.7 Loslichkeit in Wasser

Neben der mechanischen Stabilitat ist die Wasserldslichkeit der Proteinfilme ebenfalls von
Bedeutung, da z.B. Landwirtschaftsfime Regen ausgesetzt sind. Die Untersuchung der
Ldslichkeit von Rohkollagen-Filmen in Wasser wurde wie in Abschnitt 2.2.4.1 beschrieben,
durchgefihrt. Eine Filmprobe (10 x 50 mm) wurde bei unterschiedlichen Temperaturen (23-
85 °C) fur 1 h in Wasser inkubiert und anschlielend der Gewichtsverlust der getrockneten
Probe ermittelt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-24 dargestellt.

A VTG (ohne Behandlung) % -MTG (inaktivierte MTGiva)
B +MTG,,, , (Standard) O +MTG,,, (Beschichtung)
® +MTGg,, (Standard) O +MTGg,, (Beschichtung)
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Abbildung 3-24: Einfluss der enzymatischen Vernetzung (*MTG, 25 U/gprotein) Und des Herstellungs-
verfahrens auf die Loslichkeit von Rohkollagen-Filmen in Wasser abhéangig von der Temperatur (23-
85 °C). 10 x 50 mm Filmprobe in 10 mL dH.O fir 1 h bei 23/ 30/ 40/ 55/ 85 °C mittels Thermomixer (500 rpm)
geschuttelt, Entnahme der Filmprobe, Trocknung flr 24 h bei 70 °C. x+ s, n = 3. Werte in Tabelle 8-8.
MTG...mikrobielle Transglutaminase.

Bis einschliellich einer Temperatur von 30 °C waren die Proben unvernetzter (ohne bzw. mit
25 U/gprotein inaktivierter MTGactiva) SOWie vernetzter Rohkollagen-Filme (25 U MTG/gprotein
MTG Activa®WM bzw. MTG S2P) stabil und konnten dem Wasserbad entnommen werden.
Die Gewichtsverluste variierten zwischen 10 % und 28 %, abhangig von der eingesetzten
Enzympraparation und dem Herstellungsverfahren. Filme, die durch eine rekombinant
hergestellte MTG S2P vernetzt worden waren bzw. unbehandelte Filme (-MTG) zeigten
geringere Verluste (10-14 %) als MTG Activa®WM-behandelte Rohkollagen-Filme (24-28 %).
Diese Differenzen zwischen den beiden Enzympraparationen konnten Uber den gesamten
Temperaturbereich ermittelt werden. Eine mégliche Ursache fir den hoéheren Gewichts-
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verlust MTGaciva-behandelter Filme ist das Herauslésen des zu 25 % (w/w Protein) im Film
enthaltenden hydrophilen Stabilisators Maltodextrin bei Kontakt mit Wasser und wurde
spater untersucht. Die unvernetzten Rohkollagen-Filme I6sten sich bei 40 °C vollstandig auf,
d.h. der Gewichtsverlust betrug 100 %. Durch die enzymatische Vernetzung (+MTG) des
Proteins konnte die Wasserloslichkeit erheblich verringert werden. Einer Temperatur-
erhdhung bis auf 85 °C hielten diese Filme stand. Die Gewichtsverluste vernetzter Filme bei
40 °C lagen zwischen 13 % (MTG S2P, 25 U/gprotein, Standardverfahren) und 30 % (MTG
Activa®WM, 25 U/gprrotein, Beschichtungsverfahren). Bei einer Wassertemperatur von 85 °C
variierten die Verluste der Filme zwischen 26-48 %. Uber den gesamten Temperaturbereich
war erkennbar, dass Filme vernetzt nach dem Standardverfahren geringere L&slichkeit
aufzeigten als Filme die nach dem Beschichtungsverfahren behandelt waren — trotz gleicher
Enzymkonzentration. Betrug bei 85 °C der Gewichtsverlust eines mit 25 U MTGs2p/Qprotein
vernetzten Rohkollagen-Filmes hergestellt nach dem Standardverfahren 26 %, wurde fir den
nach Beschichtungsverfahren angefertigten Film ein Verlust von 38 % verzeichnet.

Einfluss von Maltodextrin auf die Wasserldslichkeit

Rohkollagen-Filme vernetzt mit MTG Activa® VM wiesen (iber den gesamten Temperatur-
bereich (23-85 °C) hbéhere Gewichtsverluste als Filme mit MTG S2P-Vernetzung auf. Ein
Herausldésen des hydrophilen Stabilisators Maltodextrin aus MTGaciva-vernetzten Filmen bei
Wasserkontakt wurde als Ursache fir diese Differenzen nachfolgend untersucht. Dafiir
wurden RK-Filme mit inaktivierter MTG Activa®WM (0-50 U/gprotein, entspricht 0-3 g Dextrin)
nach dem Standardverfahren (vgl. Abschnitt 2.3.6.1) hergestellt. Der Loslichkeitstest erfolgte
bei einer Wassertemperatur von 23 °C. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-25 dargestellt.

30

25 1

20

15+

104

Gewichtsverlust [%]

54----

0 6,25 12,5 25 50
MTG, , .-Konzentration (inaktiviert) [U/g Protein]

Abbildung 3-25: Einfluss von Maltodextrin (inaktivierte MTG Activa®WM, 0-50 U/Qprotein) auf die Loslichkeit
von Rohkollagen-Filmen (Standardverfahren) in Wasser bei 23 °C. 10 x 50 mm Filmprobe in 10 mL dHO fir
1 h bei 23 °C mittels Thermomixer (500 rpm) geschiittelt, Entnahme der Filmprobe, Trocknung fiir 24 h bei 70 °C.
X + s,n = 3. Werte in Tabelle 8-8. MTG...mikrobielle Transglutaminase.

Die Gewichtsverluste der Filme erhéhten sich mit steigendem Maltodextrin-Anteil bzw.
Enzymkonzentration (inaktiviert) stetig. Ohne MTGagva, d.h. ohne Dextrin (0 U/gpotein) Wurde
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ein Verlust von 11 % ermittelt. Bei Filmen mit einem Maltodextrin-Anteil von 0,75 g
(entspricht 12,5 U/gprotein inaktivierte MTG Activa®WM) bzw. 3 g (50 U/gprotein inaktivierte MTG
Activa®WM) wurden Gewichtsverluste von 16 % und 29 % gemessen. Das wasserldsliche
Maltodextrin der kommerziell erhaltlichen MTG-Praparation hat demnach einen Einfluss auf
den erhdhten Gewichtsverlust von MTG Activa®WM-vernetzten Proteinfilmen.

Einfluss der Enzymkonzentration auf die Wasserldslichkeit

Rohkollagen-Filme, die einer Wassertemperatur von 85 °C Uber eine Stunde standhielten,
konnten durch enzymatische Vernetzung des Proteins (25 U/gpotein MTG) hergestellt werden.
Unvernetzte RK-Filme I6sten sich bei 40 °C auf. Eine Reduzierung der Enzymkonzentration
unter Erhalt des Loslichkeitsverhaltens ware von Vorteil, da die MTG den preisintensivsten
Rohstoff bei der Filmherstellung darstellt. Die Untersuchung zum Einfluss der Enzym-
konzentration auf die Wasserloslichkeit erfolgte fir MTG S2P-vernetzte Rohkollagen-Filme
(0-50 U/gprotein), hergestellt nach dem Standardverfahren (vgl. Abschnitt 2.3.6.1). Der
Loslichkeitstest wurde bei Wassertemperaturen von 55 °C und 85 °C durchgefiihrt. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 3-26 dargestellt.
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Abbildung 3-26: Einfluss der Enzymkonzentration (¥MTG S2P, 0-50 U/gprotein) auf die Loslichkeit von
Rohkollagen-Filmen (Standardverfahren) in Wasser bei 55 °C bzw. 85 °C. 10 x 50 mm Filmprobe in 10 mL
dH,O fir 1 h bei 55 °C/ 85 °C mittels Thermomixer (500 rpm) geschuttelt, Entnahme der Filmprobe, Trocknung fir
24 hbei 70 °C. x £'s,n = 3. Werte in Tabelle 8-8. MTG...mikrobielle Transglutaminase.

Die Ldslichkeit der Filme in Wasser war vom Vernetzungsgrad des Proteins abhangig. Durch
Erhéhung der Enzymkonzentration verringerte sich der Gewichtsverlust, d.h. die Ldslichkeit
der Filme nahm ab. Bei 55 °C wurde fur Filme mit 6,25 U MTGs2p/gprotein €iN Gewichtsverlust
von 22 % verzeichnet. Bei Filmen vernetzt mit 50 U/gprotein betrug der Verlust 12 %. Das
entspricht einer Reduzierung der Wasserloslichkeit um 46 %. Eine Enzymkonzentration von
6,25 U/gprotein War allerdings nicht ausreichend, um den Film bei 85 °C zu erhalten. Analog
einem unvernetzten Film I&ste sich dieser im Wasserbad vollstandig auf (100 % Gewichts-
verlust). Ein mit 12,5 U/gprotein MTGsop-vernetzter Proteinfilm konnte dieser Wassertempe-
ratur standhalten, der Gewichtsverlust betrug 33 %. Verluste von 26 % bzw. 19 % wurden flr
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Filme vernetzt mit 25 bzw. 50 U/gpiotein MTG S2P nach einstiindiger Inkubation bei 85 °C
analysiert.

Fir die nach dem Beschichtungsverfahren hergestellten RK-Filme konnte der gleiche Trend
bezlglich der Léslichkeit ermittelt werden (Werte nicht graphisch dargestellt). Je hdher die
Enzymkonzentration war, desto geringer war der Gewichtsverlust. Im Vergleich zum
Standardverfahren erzielten die nach dem Beschichtungsverfahren hergestellien RK-Filme
hdhere Verluste. Betrug bei einer Wassertemperatur von 55 °C der Gewichtsverlust eines mit
25 U MTGs2p/gprotein VErnetzten Filmes nach Standardverfahren 14 %, wurde ein Verlust von
20 % bei dem nach Beschichtungsverfahren vernetzten Film ermittelt. Bei einer Temperatur
von 85 °C wurden Gewichtsverluste von 26 % (Standardverfahren) bzw. 38 % (Beschicht-
ungsverfahren) ermittelt. Eine detaillierte Auflistung der Gewichtsverluste findet sich in
Tabelle 8-8.

Einfluss der Fettextraktion auf die Wasserloslichkeit

Die Fettextraktion des Rohkollagens mittels Hexan flhrte zu einem Material, dessen Filme
hoéhere mechanische Kennwerte (ZFT, BDT) erreichten als Filme ohne Extraktion. Der
Einfluss des Fettes auf die Wasserl6slichkeit der RK-Filme wurde wie in Abschnitt 2.2.4.1
beschrieben, untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-27 dargestellt.

A -MTG (ohne Extraktion) A +MTGg,p, (ohne Extraktion)
O -MTG (mit Extraktion) B +MTGg,p (mit Extraktion)
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Abbildung 3-27: Einfluss der Fettextraktion auf die Loslichkeit von Rohkollagen-Filmen (*MTG S2P,
25 Ulgprotein, Standardverfahren) in Wasser abhédngig von der Temperatur. 10 x 50 mm Filmprobe in 10 mL
dH,O fir 1 h bei 23/ 30/ 40/ 55/ 85 °C mittels Thermomixer (500 rpm) geschittelt, Entnahme der Filmprobe,
Trocknung fir 24 h bei 70 °C. x £ s, n = 3. Werte in Tabelle 8-8. MTG...mikrobielle Transglutaminase.

Fur unvernetzte Rohkollagen-Filme, mit und ohne Fettextraktion, ergaben sich gleiche
Gewichtsverluste. Bei einer Wassertemperatur von 23 °C betrug der Verlust 11 %, bei 30 °C
13 %. Hoéheren Temperaturen konnten beide Filme nicht standhalten, sie l6sten sich
vollstdndig im Wasser auf (100 % Gewichtsverlust). Vernetzte Rohkollagen-Filme
(25 U MTGs2p/gprrotein), hergestellt nach dem Standardverfahren, waren lUber den gesamten
Temperaturbereich (23-85 °C) stabil. Die Gewichtsverluste der Filme variierten allerdings mit
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steigender Temperatur voneinander, abhangig vom Fettgehalt. Bei 30 °C betrug der
Gewichtsverlust beider Filme 10 %. Verluste von 14 % (ohne Extraktion) bzw. 11 % (mit
Extraktion) wurden bei einer Wassertemperatur von 55 °C ermittelt. Die Differenz der
Gewichtsverluste wurde bei 85 °C auf 26 % (ohne Extraktion) und 16 % (mit Extraktion)
erhdht. Das entspricht einem, um 40 % verringerten Gewichtsverlust des Rohkollagen-
Filmes nach Entfettung. Ursachen fur diese Differenzen kdnnen in einer verbesserten MTG-
Vernetzbarkeit des fettfreien Rohkollagens und einem daraus resultierend dichteren
Proteinnetzwerk begrindet liegen. Zudem Iésten sich mdglicherweise aus den Filmen ohne
Extraktion mit steigender Temperatur Substanzen, wie z.B. das Fett, die durch die Hexan-
Extraktion vom Rohmaterial abgetrennt wurden.

3.2.5.8 Regen- bzw. Witterungsbestandigkeit

Um eine Anwendung in der Landwirtschaft zu ermoglichen, sollten Proteinfilme gegenuber
Umwelteinflissen wie Regenschauern und Sonnenschein bestandig sein. Ebenfalls ist eine
Bestandigkeit der mechanischen Filmeigenschaften wie Festigkeit und Elastizitat Gber einen
langeren Zeitraum notwendig. Bisherige Untersuchungen zeigten, dass die Regen-
bestandigkeit von plastifizierten Filmen aus Natrium-Caseinat und Gelatine auf wenige Tage
begrenzt ist, gekoppelt mit einem Verlust der mechanischen Eigenschaften bis zur
Versprodung der Filme. Dieser Verlust war dem Herauslésen des hydrophilen Weich-
machers Glycerin aus den Filmen geschuldet [Patzsch, 2010].

Die Regen- bzw. Witterungsbestandigkeit von Rohkollagen-Filmen ohne externen Weich-
macher wurde wie in Abschnitt 2.2.4.2 beschrieben, durchgefuhrt. Filme (200 x 200 mm)
wurden bei Raumtemperatur fir eine Stunde mit Wasser geflutet und anschlielend
getrocknet. Diesem Bewitterungszyklus (Wasserung-Trocknung) wurde ein Proteinfilm bis zu
vier Mal ausgesetzt. Nach Konditionierung wurden die Filme einer mechanischen Prufung
mittels Zugversuch unterzogen. Es wurden RK-Filme ohne und mit enzymatischer
Vernetzung (MTG S2P, 25 U/gprotein), die nach dem Standardverfahren hergestellt wurden,
untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-28 dargestellt.
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Abbildung 3-28: Zugeigenschaften von Rohkollagen-Filmen (tMTG S2P, 25 U/gpotein, Standardverfahren)
in Abhangigkeit von der Anzahl der Bewitterungszyklen (Wasserung-Trocknung). Rohkollagen-Filme (200 x
200 mm) bei RT fir 1 h mit dH,O geflutet, Trocknung bei RT, Konditionierung fiir 48 h bei 23+2 °C und
5015 % rLF in einem Exsikkator. Bewitterungszyklus pro Film bis zu vier Mal wiederholt. Einspannlange 100 mm,
Probenbreite 10 mm, Prifgeschwindigkeit 50 mm/min. x+ s, n = 5. Werte in Tabelle 8-5. MTG...mikrobielle
Transglutaminase, rLF...relative Luftfeuchte, RT...Raumtemperatur.
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Beide Filme, ohne bzw. mit MTG S2P, waren Uber die vier Bewitterungszyklen stabil und
mechanisch messbar. Die Zugfestigkeit der Filme wurde durch die Bewitterung geringflgig
beeinflusst. Ein Verlust von 13 % wurde nach vier Zyklen fir unvernetzte RK-Filme
verzeichnet — Reduktion von 55 auf 48 N/mm?. Die ZF von MTGgp-vernetzten Filmen ohne
Bewitterung betrug 51 N/mm?. Nach dem vierten Bewitterungszyklus wurde noch eine ZF
von 45 N/mm? gemessen. Das entspricht einem Verlust von 11 % und liegt somit im
Fehlerbereich der Messwerte (2-15 %). Bis zum zweiten Zyklus waren die Zugfestigkeiten
beider Filme (+tMTG) konstant. Auf die Bruchdehnung der Rohkollagen-Filme hatte die
Bewitterung keinen Einfluss. Lediglich ist eine leichte Tendenz zu geringeren Bruch-
dehnungen fur Filme ohne MTG-Vernetzung erkennbar (4,0>3,7 %). Fur MTGg,p-vernetzte
Filme wurde bis zum vierten Zyklus eine BD von 3,25+0,1 % gemessen. Die RK-Filme
werden trotz geringer Verluste der mechanischen Eigenschaften Uber vier Wasserung-
Trocknung-Zyklen als regen- bzw. witterungsbestandig eingestuft.

Wahrend der Untersuchung zur Witterungsbestandigkeit wurden optische Veranderungen
der Rohkollagen-Filme bei Kontakt mit Wasser beobachtet (Abbildung 3-29). Der
urspringlich gelbliche Film (A) zeigte nach einstindiger Wasserung eine weife Farbung (B)
mit hoher Opazitat (Lichtundurchlassigkeit). Des Weiteren flhrte die Wasseraufnahme zu
einer Erweichung des Filmes. Die Dimensionsanderung der RK-Filme aufgrund der Quellung
des Proteins war minimal. Die anschlieRende Trocknung bei Raumtemperatur flhrte zu einer
ungleichférmigen Filmprobe, deren Optik dem Ausgangsfilm glich (C). Um die Verformung
der Filme zu vermeiden, wurden die Rohkollagen-Filme wahrend des Witterungsversuches in
einem Acrylglas-Rahmen fixiert.

A B C

Abbildung 3-29: Erscheinungsbild eines enzymatisch vernetzten Rohkollagen-Filmes (MTG S2P,
25 Ulgprotein, Standardverfahren) wahrend des Witterungsversuches. A: vor Bewitterung, B: direkt nach
einstindiger Wasserung, C: nach Trocknung bei Raumtemperatur.

3.2.5.9 Biologischer Abbau

Fir Anwendungen von Proteinfilmen in der Landwirtschaft ist neben der Witterungs-
bestandigkeit deren Abbaubarkeit im Boden von Bedeutung. Die Untersuchung der
Abbaubarkeit von Rohkollagen-Filmen (tMTG S2P, 25 U/gptein, Standardverfahren) wurde
wie in Abschnitt 2.2.6 beschrieben, durchgefiihrt. Eine Ubersicht der fotographischen
Dokumentation des Abbauverhaltens vernetzter Filme befindet sich in Tabelle 3-1. Da die
enzymatische Vernetzung des Proteins keinen Einfluss auf die Bioabbaubarkeit der Filme
zeigte, wurde auf die Darstellung des Abbaus unvernetzter Filme (-MTG) verzichtet. Beide
Filme konnten Uber eine Versuchsdauer von 45 Tagen dem Boden enthommen werden.
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Nach 60 Tagen waren die Filme vollstandig zersetzt, eine Entnahme war nicht mehr maoglich.
Wahrend der Untersuchung erlagen die Filme einer Erweichung und Verfarbung. Bereits
nach 4 d hatte sich der urspriinglich gelblich, stabile RK-Film in einen weillich, weichen Film
verwandelt, analog der in Abschnitt 3.2.5.8 aufgezeigten Beobachtungen (Quellung durch
Wasseraufnahme). Die Handhabung und Entnahme des Filmes aus dem Boden wurden
dadurch erschwert. Nach 10 Tagen traten erste oberflachliche Verfarbungen des Filmes auf,
verursacht durch die Bildung von Schimmelpilzkulturen. Im gleichen Zeitrahmen kam es zu
ersten Abbaueffekten an den Filmrandern, die sich mit der Versuchsdauer verstarkten. Nach
22 Tagen wurden erste Fehlstellen wie z.B. Risse im Film nachgewiesen. Nach 35 Tagen
konnten dem Boden keine intakten RK-Filme, sondern nur noch Bruchsticke enthommen
werden. Sehr kleine Stlicke waren komplett zersetzt.

Tabelle 3-1: Fotografische Dokumentation der Abbaubarkeit von Rohkollagen-Filmen (+MTG S2P,
25 Ulgprotein, Standardverfahren) im Boden. Filmproben (40 x 40 mm) wurden vollstandig in Pikiererde
vergraben. Der Boden wurde durch taglich Wasserung mit 90 mL dH,O feucht gehalten. Nach unterschiedlichen
Zeitpunkten (Versuchsdauer: 60 Tage) wurden Proben der Erde wenn mdglich enthommen und fotographisch
dokumentiert und bewertet. Pro Versuchstag erfolgte eine Doppelbestimmung. MTG...mikrobielle Trans-
glutaminase.

0d 2d 4d 7d

14 d

35d 45d 60d

keine Entnahme/
vollstandiger
Abbau

3.2.5.10 Vergleich von Rohkollagen-Filmen mit Filmen anderer tierischer Proteine

Die Herstellung von Filmen aus tierischen Proteinen wie Gelatine und Caseinat sowie deren
Eigenschaften wurden umfangreich untersucht [Bruno et al., 2008; Chambi und Grosso,
2006; de Carvalho und Grosso, 2004; Patzsch, 2010; Taylor et al., 2002]. Dabei kamen
meist Weichmacher und Vernetzungsmittel zur Optimierung der Filmeigenschaften zum
Einsatz. Aus dem Rohkollagen (RK) konnten stabile, mechanisch messbare Filme ohne
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Zusatz eines Plastifizierungsmittels hergestellt werden. Die Vernetzung des Proteins mittels
mikrobieller Transglutaminase fihrte zur Verringerung der Wasserldslichkeit bei hohen
Temperaturen. Die Filme waren Uber vier Bewitterungszyklen (Wasserung-Trocknung)
bestandig. Eine rekombinant hergestellte Transglutaminase (MTG S2P) erwies sich gegen-
iiber der kommerziell verfiigbaren MTG Activa®WM als vorteilhaft. Um die Eigenschaften der
RK-Filme bewerten zu kénnen, wurde ein Vergleich mit Gelatine- und Natrium-Caseinat-
Filmen ohne externe Weichmacher durchgefiihrt. Der Einfluss der enzymatischen
Vernetzung auf die mechanischen Eigenschaften und die Wasserl6slichkeit der Proteinfilme
wurde untersucht.

Filmherstellung und mechanische Charakterisierung

Filme aus Gelatine (300 Bloom) und Natrium-Caseinat ohne Zusatz eines Weichmachers
wurden nach dem, wie in Abschnitt 2.3.6.1 beschriebenem Standardverfahren hergestellt.
Fiir die Vernetzung der Proteine wurden die kommerziell erhltliche MTG Activa®WVM und die
rekombinante MTG S2P (je 25 U/gprotein) €ingesetzt. Gelatine-Filme wurden zusatzlich nach
dem Beschichtungsverfahren angefertigt (vgl. Abschnitt 2.3.6.2).

Filme ohne Vernetzung (ohne Maltodextrin) konnten fir beide Proteine der Gussform
schadensfrei entnommen werden (Abbildung 3-30). Die Gelatine-Filme waren transparent,
die NaCas-Filme leicht gelblich gefarbt.

Die enzymatische Vernetzung von Natrium-Caseinat mittels MTG Activa®WM bzw. MTG S2P
fuhrte allerdings zu Filmen mit hoher Brichigkeit. Eine Entnahme der Filme aus der PTFE-
Form ohne Schadigung war nicht méglich. Gelatine-Filme vernetzt mittels MTG Activa®WM
waren ebenfalls briichig, unabhangig vom Herstellungsverfahren. Die MTGgzp-vernetzten
Gelatine-Filme waren stabiler, eine Entnahme intakter Filme aus der Gussform war moglich.
Das Rohkollagen flihrte unter allen Bedingungen (tMTG, Standard- bzw. Beschichtungs-
verfahren) zu einer erfolgreichen Filmherstellung (vgl. Abschnitt 3.2.5).

Natrium-Caseinat Gelatine 300 Bloom Rohkollagen

Abbildung 3-30: Filmherstellung aus tierischen Proteinen ohne Weichmacher und ohne enzymatische
Vernetzung. 6 g Protein wurde in Puffer (110,4 mL 20 mM Tris/HCI pH 7) fiir 30 min bei RT quellen gelassen
(NaCas: nach Einwaage Homogenisierung bei 90 °C, Kihlung auf RT; Gelatine: nach Quellung Homogenisierung
bei 40 °C), pH-Einstellung auf 7 unter Rihren, Inkubation fiir 20 min bei 50 °C, Zugabe von 6 mL vorgewarmten
20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7 (50 °C), GieRen in eine 200 x 200 mm PTFE-Form, Trocknung fir 24 h bei RT.
PTFE...Polytetrafluorethylen, RT...Raumtemperatur.

Eine mechanische Prifung mittels Zugversuch (vgl. Abschnitt 2.2.3) der Natrium-Caseinat-
Filme (+tMTG) sowie der MTG Activa®WM-vernetzten Gelatine-Filme war aufgrund der hohen
Bruchigkeit nicht moglich. Unvernetzte (-MTG) sowie MTG S2P-vernetzte Gelatine-Filme
ohne Weichmacher, hergestellt nach dem Standard- bzw. Beschichtungsverfahren, wurden
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indes auf deren mechanische Eigenschaften gepruft und mit Rohkollagen-Filmen (ohne bzw.
mit Fettextraktion) verglichen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-31 dargestellt.
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Abbildung 3-31: Zugeigenschaften von Gelatine-Filmen (300 Bloom) verglichen mit Rohkollagen-Filmen
vor bzw. nach Fettextraktion (tMTG S2P, 25 U/gprotein, Standard- bzw. Beschichtungsverfahren). 6 g
Gelatine bzw. Rohkollagen wurde in 110,4 mL Puffer (20 mM Tris/HCI pH 7) fir 30 min bei RT quellen gelassen
(Gelatine: Homogenisierung bei 40 °C), pH-Einstellung auf pH 7 unter Rihren, Inkubation fir 20 min bei 50 °C,
GiefRen in eine 200 x 200 mm PTFE-Form, Trocknung fir 24 h bei RT, Konditionierung fir 48 h bei 23+2 °C und
5015 % rLF in einem Exsikkator. Standard: Zugabe von MTG S2P (187,5 pL einer 800 U/mL Praparation + 6 mL
20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7) bzw. 6 mL vorgewarmter 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7 (-MTG) nach Inkubation bei
50 °C. Beschichtung: Uberschichtung des fir 2 h bei RT gelierten Filmes mit 100 mL MTG S2P-Lésung
(187,5 uL einer 800 U/mL Praparation zugesetzt zu 100 mL 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7). Einspannlange
100 mm, Probenbreite 10 mm, Prifgeschwindigkeit 50 mm/min. x s, n = 10. Werte in Tabelle 8-4 und Tabelle
8-6. Extr...Extraktion, MTG...mikrobielle Transglutaminase, rLF...relative Luftfeuchte, RK...Rohkollagen,
RT...Raumtemperatur.

Die unplastifizierten Gelatine-Filme, mit und ohne enzymatischer Vernetzung (25 U/Qprotein
MTG S2P), waren im Vergleich zu den Rohkollagen-Filmen gegenitber mechanischer
Beanspruchung stabiler. Zugfestigkeiten von 108-116 N/mm? wurden fiir alle Gelatine-Filme
unabhangig vom Vernetzungsgrad ermittelt, d.h. die kovalente MTG-Vernetzung hatte keinen
erheblichen Einfluss auf diese Filmeigenschaft. Die ZF unvernetzter RK-Filme betrug
55 N/mm? (ohne Extraktion) bzw. 74 N/mm? (mit Extraktion). Analog der Gelatine-Filme
wurden die Zugfestigkeiten der Rohkollagen-Filme durch die MTGsgp-Vernetzung nicht
beeinflusst. Die Differenzen der Messwerte lagen im Fehlerbereich (2-15 %). Mit einer
Bruchdehnung von 6,7 % waren unvernetzte Gelatine-Filme elastischer als RK-Filme (ohne
Extraktion: 4 %; mit Extraktion: 4,9 %). Die Elastizitat der Gelatine-Filme wurde durch die
enzymatische Vernetzung des Proteins um 40 % reduziert (Standardverfahren) bzw. nicht
beeinflusst (Beschichtungsverfahren). Fur MTGgze-vernetzte Rohkollagen-Filme wurde in
Abhangigkeit vom Herstellungsverfahren hinsichtlich der Bruchdehnung der gleiche Trend
charakterisiert.

Loslichkeit in Wasser

Die Untersuchung zur Wasserloslichkeit der Gelatine-Filme tMTG S2P (25 U/gprotein) Wurde
wie in Abschnitt 2.2.4.1 beschrieben, durchgefiihrt. Die Wassertemperatur variierte zwischen
23-85°C. Die Ergebnisse der Loslichkeit von Gelatine-Filmen sind verglichen mit
Rohkollagen-Filmen (ohne Extraktion) in Abbildung 3-32 dargestellt.
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Abbildung 3-32: Loslichkeit von Gelatine-Filmen *MTG S2P (25 U/gprotein, Standardverfahren) in Wasser
abhéangig von der Temperatur, im Vergleich zu Rohkollagen-Filmen. 10 x 50 mm Filmprobe in 10 mL dH>O
fur 1 h bei 23/ 30/ 40/ 55/ 85 °C mittels Thermomixer (500 rpm) geschiittelt, Entnahme der Filmprobe, Trocknung
fir 24 h bei 70 °C. x £ s, n = 3. Werte in Tabelle 8-9. MTG...mikrobielle Transglutaminase, RK...Rohkollagen.

Gelatine-Filme zeigten eine ahnliche Wasserloslichkeit wie Rohkollagen-Filme. Die Filme
beider Proteine ohne Vernetzung (-MTG) waren bis zu einer Temperatur von 30 °C stabil
und konnten dem Wasserbad enthommen werden. Die Gewichtsverluste lagen bei 10-13 %.
Bei 40 °C l6sten sich beide Proteinfilme vollstandig auf (100 % Gewichtsverlust). Die
enzymatische Vernetzung der Gelatine mittels MTGsop fihrte zur Verbesserung der
Wasserresistenz. Analog den RK-Filmen hielten Gelatine-Filme einer Temperatur bis 85 °C
stand. Die Gewichtsverluste beider Proteine variierten allerdings zunehmend voneinander.
Bei vernetzten Rohkollagen-Filmen (MTG S2P, 25 U/gptein, Standardverfahren) wurde bis zu
einer Wassertemperatur von 55 °C ein Gewichtsverlust von 10-14 % verzeichnet. Der Verlust
bei 85 °C betrug 26 %. Die Wasserldslichkeit MTGg,p-vernetzter Gelatine-Filme, hergestellt
nach dem Standardverfahren, wurde durch die Temperaturerhdhung nicht beeinflusst. Uber
den gesamten Bereich (23-85 °C) wurde ein Gewichtsverlust von 8-10 % gemessen.
Gelatine-Filme, vernetzt durch das Beschichtungsverfahren (MTG S2P, 25 U/gpotein), Wiesen
im Vergleich zum Standardverfahren héhere Gewichtsverluste auf — wie bereits fir RK-Filme
gezeigt (vgl. Abschnitt 3.2.5.7). Die Verluste der Gelatine-Filme stiegen mit Temperatur-
erhdhung von 11 % (23 °C) auf 22 % (85 °C). Bei Filmen aus Rohkollagen lagen die Verluste
bei 12 % bzw. 38 %. Ein moglicher Grund fur den héheren Gewichtsverlust der vernetzten
RK-Filme bei 85 °C ist das Herauslosen des Fettes oder anderer I6slicher Bestandteile. Bei
Gelatine wurden diese Substanzen bereits durch den Fertigungsprozess des Proteins
abgetrennt. Ein bei den Gelatine-Filmen, aufgrund entfernter Fettmolekile bzw. unloslicher
Partikel, dichteres Proteinnetzwerk kann ebenso eine Ursache fir die Differenzen der
Wasserloslichkeiten darstellen.



4 Diskussion 83

4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit Untersuchungen zur kovalenten Modifikation von
Proteinen aus nachwachsenden Rohstoffen zur Optimierung der Eigenschaften von
landwirtschaftlich geeigneten, umweltfreundlichen Filmen auf Proteinbasis. Eine hohe
Witterungsbestandigkeit unter Erhalt der mechanischen Stabilitat sind Voraussetzungen fir
eine Anwendung proteinogener Materialien in der Landwirtschaft. Hauptsachlich wurde
Rohkollagen (RK), ein bei der Tierschlachtung anfallendes Koppelprodukt, auf dessen Film-
bildungspotenzial untersucht und hinsichtlich der gewlinschten Eigenschaften charakterisiert.
Die kovalente Vernetzung des Proteins mit Hilfe der mikrobiellen Transglutaminase (MTG)
und deren Einfluss auf die Filmeigenschaften stand dabei im Mittelpunkt der Untersuchung.
Zur Verbesserung der Hydrophobizitdt von Proteinen wurde am Modellprotein Natrium-
Caseinat zudem eine MTG-induzierte Modifikation mittels Octylamin durchgefihrt.

Ein weiterer Schwerpunkt bezog sich auf die kovalente Markierung von Natrium-Caseinat mit
einem Dichlortriazin-Reaktivfarbstoff.

4.1 Reaktivfarbstoff — Kovalente Markierung von Caseinat

Fur eine Optimierung der Eigenschaften proteinbasierender Filme sind Kenntnisse Uber
deren Mikrostruktur von grofer Wichtigkeit, da physikochemische, mechanische und
Barriereeigenschaften eines Proteinfilmes und die resultierende Anwendung vom Aufbau des
Proteinnetzwerkes abhangig sind. Durch Farbung einzelner Biomolekile wird eine
Lokalisierung dieser oder auftretender Phasentrennungen innerhalb eines Filmes mittels
mikroskopischer Methoden (z.B. CLSM) ermdglicht. Geeignete Fluoreszenzfarbstoffe zur
sichtbaren Markierung von Proteinen sind Sypro Orange [Lawrence et al., 2003] und Acid
Fuchsin [Lai und Chiang, 2006]. Diese Farbstoffe adsorbieren an das Substrat, d.h. die
Farbung ist reversibel. Reaktivfarbstoffe, einst flr die Textilindustrie zum Farben von
Zellulosefasern oder Faserproteinen entwickelt, gehen indes mit Hilfe reaktiver Gruppen
kovalente Bindungen mit dem Substrat ein. Diese Farbung ist permanent und kann ohne
Zerstorung des Substrates nicht entfernt werden. Zur Visualisierung von Zell- und Gewebe-
strukturen in der Medizin [Berlin et al., 1992; Prescott et al., 1968; Rae, 1974] bzw. bildlichen
Analyse der Kornstruktur von Starke [Stute, 1973] fanden Reaktivfarbstoffe bereits Einsatz.
Die Untersuchung in der vorliegenden Arbeit hatte das Ziel, Natrium-Caseinat mittels eines
Dichlortriazin-Reaktivfarbstoffes — Handelsname Procion Red MX-5B — kovalent zu
modifizieren und das markierte Protein auf seine Eignung als MTG-Substrat zu prifen.

Das Modellprotein Natrium-Caseinat konnte durch Procion Red MX-5B erfolgreich modifiziert
werden. Mittels SDS-PAGE wurde nach 120 min Farbereaktion eine kovalente Kopplung von
10-14 Farbstoffmolekilen (M,,=615,35 g/mol) an dem Protein analysiert, gekennzeichnet
durch eine Molekulargewichtsvergréfterung sowie Rotfarbung der Proteinbande (vgl.
Abschnitt 3.1.1.2). Eine genaue Anzahl gebundener Molekile konnte durch diese Analyse-
methode nicht bestimmt werden. Die Reaktion eines Reaktivfarbstoffes mit dem Substrat ist
von der Farbezeit, -temperatur, pH-Wert und Farbstoffkonzentration abhangig. Als optimale
Farbebedingungen fiir Natrium-Caseinat wurden eine Temperatur von 25 °C, pH 10,5 und
ein Protein y:Farbstoff-Verhaltnis =2 1:5 ermittelt. Niedrigere pH-Werte (pH 8-10) bewirkten
eine Verzogerung der Farbereaktion, ein Proteiny:Farbstoff-Verhaltnis von 1:1 war fir eine
erfolgreiche Markierung des Caseinats nicht ausreichend. Eine Korrelation zwischen stark
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alkalischen pH-Wert und hoher Reaktionsgeschwindigkeit wurde bereits durch Zahn et al. fur
die Farbung (25 °C, 3 h) einer Kollagenfolie mit Dichlortriazinfarbstoffen erforscht. Die
Erhéhung des pH-Wertes war allerdings durch die Hydrolyse des Farbstoffes begrenzt [Zahn
und Reinert, 1968]. Rekombinante Rizin A-Ketten wurden durch Procion Blue MX-R bei
neutralem pH-Wert und 4 °C Uber 90 h irreversibel modifiziert. Analog der vorliegenden
Arbeit zeigte die SDS-PAGE bereits vor der Coomassie-Behandlung eine Farbung der
Proteinbande, wodurch eine Markierung mit dem Triazinfarbstoff nachgewiesen wurde
[Alderton et al., 1995].

Fiar eine MTG-induzierte Vernetzung des modifizierten Caseinats bzw. dessen Bindung an
ein unbehandeltes Protein sind reaktive Glutamin- und/oder Lysinreste notwendig. Das
farbstoffmarkierte Caseinat konnte allerdings unter den gewahlten Bedingungen (23 °C,
120 min) durch die mikrobielle Transglutaminase nicht vernetzt werden. Weder die Bildung
eines hochmolekularen Produktes (M,>116 Da), noch eine Intensitatsabnahme der
rotgefarbten Proteinbande wurde mittels SDS-PAGE detektiert. Im Vergleich dazu erfolgte
die MTG-Polymerisation der unmodifizierten Casein-Monomere (M,~25-32 kDa) innerhalb
von zehn Minuten (vgl. Abschnitt 3.1.1.4). Diese Vernetzung resultierte in NaCas-Filmen mit
einer hdheren mechanischen Stabilitdt und verbesserten Wasserresistenz [Patzsch, 2010].
In Gegenwart des gefarbten Caseinats wurde die Polymerbildung verzdgert, zur enzyma-
tischen Vernetzung beider Komponenten kam es jedoch nur in sehr geringen Umfang.

Eine Ursache dafir liegt vermutlich in der Unzuganglichkeit reaktiver Glutamin- und
Lysinreste nach der kovalenten Modifikation des Proteins. Die fluoreszierenden TG-
Substrate Monodansylcadaverin und Dansyl-WQR, zum Nachweis der beiden Aminosauren,
konnten nicht in das modifizierte Caseinat eingebaut werden, d.h. dieses Protein stellt flr die
mikrobielle Transglutaminase kein Substrat mehr dar (vgl. Abschnitt 3.1.1.5). Eine
Absattigung aller reaktiven Lysinreste des Caseinats durch gebundene Farbstoffmolekile
kann dies erklaren. Die bei der nukleophilen Substitution bzw. der Hydrolyse des Farbstoffes
entstandene Salzsaure kann indes eine Deamidierung der Glutamine bewirkt haben. Die
gebildete Glutaminsdure ist fur die katalytische Reaktion der MTG ungeeignet. Eine
gemutmalite Deamidierung des modifizierten Caseinats durch die zur Proteingewinnung
angewandte Salzsaurefallung konnte allerdings widerlegt werden. Reines Caseinat war nach
Saurefallung und Resolubilisierung in Tris/HCI-Puffer (20 mM, pH 7,0) weiterhin mittels MTG
Activa®WM vernetzbar (vgl. Abschnitt 3.1.1.5). Veranderungen der Aminosauren oder der
Caseinat-Struktur durch die gewahlten Bedingungen beim Farbeprozess bzw. Protein-
gewinnung koénnen nicht ausgeschlossen werden. Osterloh et al. konnte nach reaktiver
Wollfarbung analytisch zeigen, dass bestimmte Aminosaduren durch den Reaktivfarbstoff
Remalanbrilliant Blau chemisch verandert wurden. Neben Cystein, Tyrosin und vor allem
Lysin wurden auch endstandige Aminosauren (u.a. Alanin, Glycin, Glutaminsaure, Serin) der
Wolle blockiert [Osterloh, 1960].

Ungebundener Reaktivfarbstoff, der trotz ausgiebiger Dialyse nicht vollstandig vom
modifizierten Caseinat abgetrennt werden konnte, stellt eine weitere mogliche Ursache fur
die fehlende Vernetzung des Proteins dar. Kovalente Modifikationen von Enzymen durch
Triazinfarbstoffe resultierten haufig in einer spezifischen und irreversiblen Inaktivierung.
Farbstoffe wie Procion Green H-4G, Procion Red MX-8B oder Procion Brown MX-5BR
bewirkten z.B. eine kompetitive Hemmung einer Hefehexokinase [Clonis et al., 1981],
Tryptophan-tRNA-Ligase [McArdell et al., 1982] oder Carboxypeptidase [Hughes et al.,
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1984], indem sie die substratbindende bzw. katalytische Domane der Enzyme blockierten.
Die Inaktivierungen waren zeit-, pH- und temperaturabhangig. Eine Alkoholdehydrogenase
wurde durch die Anlagerung von Procion Blue MX-R an die Thiolseitenkette des Cysteins im
katalytischen Zentrum innerhalb von 30 min (37 °C, pH 8,5) zu mehr als 90 % inaktiviert
[Small et al., 1982]. Die mikrobielle Transglutaminase besitzt in der Substrattasche ebenfalls
ein Cystein, welches fur die katalytische Aktivitat essentiell ist. Eine Interaktion dieser
Aminosaure mit ungebundenem Farbstoff des modifizierten Caseinats kann eine Inhibierung
des Enzyms und daraus resultierenden Aktivitatsverlust bewirkt haben.

Schlussfolgernd kann gesagt werden, dass Natrium-Caseinat erfolgreich durch den
Dichlortriazinfarbstoff Procion Red MX-5B modifiziert werden konnte. Die Herstellung eines
Filmes aus dem gefarbten Caseinat erfolgte aufgrund fehlender MTG-Vernetzung des
Proteins nicht.
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4.2 Fettamine - Additive 2zur Verbesserung der
Hydrophobizitat

Primare aliphatische Amine (sogenannte Fettamine, C,H2.+1NH) sind organische Kompo-
nenten, bestehend aus einer polaren Aminogruppe an die eine Kohlenstoffkette angelagert
ist. Mit steigender Kettenlange erhoht sich deren Hydrophobizitat. Durch Modifikationen mit
Fettaminen konnten bereits Verbesserungen der Wasserresistenzen verschiedener
Materialien erzielt werden. Eine Laccase-vermittelte Kopplung von Dodecylamin (C42Ho7N,
Wasserloslichkeit: 0,078 g/L) an Lignocellulose resultierte in einer gesteigerten Hydropho-
bizitdt von Holzfurnieren. Der Kontaktwinkel wurde durch die Amin-Behandlung von 58° auf
107° erhdht [Kudanga et al., 2010]. Die Herstellung von superhydrophoben Graphitoxid-
Filmen erfolgte durch die Modifikation mit einem langkettigen Fettamin. Octadecylamin
(C4gH3gN, wasserunléslich) wurde dabei vorrangig durch nukleophile Substitutionsreaktionen
kovalent an das Graphitoxid gebunden. Die Anlagerung der langen Kohlenstoffketten
reduzierte die Oberflachenenergie des Amin-funktionalisierten Filmes und bewirkte eine
Zunahme des Kontaktwinkels (54°>132°). Nach thermischer Behandlung des modifizierten
Graphitoxid-Filmes bei 150 °C fir 1 h und Entfernung der adsorbierten Amin-Molekile sowie
sauerstofftragender, hydrophiler Gruppen des Oxides wurde der Effekt verstarkt. Es entstand
eine superhydrophobe Oberflache mit einem Kontaktwinkel von 163° [Lin et al., 2010].

Die vorliegende Arbeit hatte das Ziel n-Octylamin (CgH4gN, Wasserloslichkeit: 0,2 g/L)
kovalent an das Modellprotein Natrium-Caseinat zu binden und dadurch die Hydrophobizitat
des Proteins bzw. Proteinfilmes zu steigern. Die Modifikation sollte durch das Enzym
mikrobielle Transglutaminase katalysiert werden. Fir das Enzym zugangliche, protein-
gebundene Glutamine sollten dabei nur partiell mit dem Amin reagieren, um anschlieend
durch Bildung von intra- und intermolekularen Isopeptidbindungen die Herstellung eines
MTG-vernetzten Proteinfilmes zu gewahrleisten. Enzymatisch vernetzte Caseinat-Filme
haben im Vergleich zu unvernetzten Filmen bessere mechanische Eigenschaften
(ZF1, BD?Y), sind weniger wasserldslich und besitzen eine hohere Witterungsbestandigkeit
[Patzsch, 2010].

Primare aliphatische Amine mit einer Kette bis zu sechs C-Atomen konnten bereits als MTG-
Substrate identifiziert werden. Dabei offenbarte sich eine Abhangigkeit der Spezifitat von der
Lange der Alkylgruppe [Ohtsuka et al., 2000]. Octylamin konnte im Laufe dieser Arbeit
mittels HPLC-Analyse ebenfalls als Substrat fir die MTG ermittelt werden (vgl. Abschnitt
3.1.2.1). Die Aktivitdt war im Vergleich zu den kurzkettigeren Aminen reduziert. Nach
240 min wurde fur die Reaktion mit Butylamin (C4H4N, wasserl6slich) ein Substratumsatz
von 65 % und fir Hexylamin (CgH1sN, Wasserldslichkeit: 14 g/L) von 60 % ermittelt. Bei der
Reaktion mit Octylamin stellte sich nach 150 min ein Umsatz von 50 % ein. Eine weitere
Produktbildung folgte nicht. Die Reaktivitat der MTG mit den aliphatischen Aminen war
wahrscheinlich durch die verringerte Wasserloslichkeit limitiert. Des Weiteren erzielte die
enzymatische Vernetzungsreaktion zwischen dem Modelsubstrat (Dipeptid Glutaminyl-
Glycin) und Octylamin eine Aggregatanderung. Der anfanglich flissige Reaktionsansatz
wandelte sich nach MTG-Zugabe zu einer viskosen, gelartigen Masse um. Dieses
Reaktionsprodukt war hydrophob, d.h. in Wasser nicht I6slich. Die mittels HPLC analysierte
Stagnation der Produktbildung ist vermutlich auf eine steigende Diffusionslimitierung,
verursacht durch die Gelierung des Reaktionsansatzes, zurlickzuflihren. Eine vollstandige
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Durchmischung des Stoffsystems war nicht mehr gewahrleistet. Eine Anderung des
Aggregatzustandes trat bei den kurzkettigeren Aminen nicht ein. Von der Lange der
Kohlenstoffkette war demnach nicht nur die Substratspezifitat der MTG, sondern auch die
Polaritat des Reaktionsproduktes abhangig.

Die Modifikation des Proteins Natrium-Caseinat mit Octylamin, katalysiert durch die
mikrobielle Transglutaminase, erfolgte bei 23 °C fir 2 h. Mittels SDS-PAGE konnte allerdings
keine kovalente Bindung zwischen Amin und Protein analysiert werden (vgl. Abschnitt
3.1.2.2). Die Kopplung von Octylamin-Molekilen (M,=129,25 g/mol) an reaktive, protein-
gebundene Glutaminreste hatte in einer MolekulargewichtsvergroRerung und damit Bildung
einer neuen Proteinbande resultieren missen. Da pro Caseinat-Molekil 65 Glutamine
verfugbar sind, ware eine VergroRerung der Molmasse um maximal 8 kDa méglich gewesen.
Eine Bande im Bereich von 30-40 kDa wurde jedoch nicht detektiert. Die MTG-katalysierte
Vernetzung der Caseinat-Molekile untereinander wurde unter den gewahlten Reaktions-
bedingungen bevorzugt. Dimethylcasein (DMC), in dessen Aminosauresequenz alle ent-
haltenen Lysinreste methyliert sind, konnte indes als Substrat fiir eine kovalente Modifikation
mit Octylamin identifiziert werden. Mit zunehmendem Zeitverlauf bildete sich im Molekular-
gewichtsbereich um 35 kDa eine Proteinbande, deren Scharfe sich intensivierte. Octylamin-
Molekile wurden demnach mittels MTG an reaktive Glutaminreste des DMC gekoppelt. Die
genaue Anzahl gebundener Molekiile war mittels SDS-PAGE allerdings nicht analysierbar.
Fir den Nachweis einer erfolgreichen Modifikation oder die Bestimmung der Anzahl
gekoppelter Amin-Molekile muissten zukunftig andere Analysemethoden mit hoher
Genauigkeit wie z.B. die Massenspektrometrie eingesetzt werden. Dieses Verfahren wird zur
Bestimmung von chemischen Elementen, Molekilmassen und Massenfragmenten
eingesetzt. Modifikationen des Proteins mit einer geringen Anzahl an Amin-Molekilen
kdnnten somit gemessen werden. Eine MTG-induzierte Modifikation des Proteins a-
Laktalbumin (14 kDa, 123 Aminosduren) mit zwei Octylamin-Molekllen nach 24-stindiger
Reaktion (pH 6, 50 °C, 10 mM EDTA) wurde massenspektrometrisch analysiert. Eine
Verknupfung mit finf Butylamin- bzw. drei Hexylamin-Molekilen pro Proteinmolekil wurde
ebenfalls bestimmt. Von den sechs Glutaminen im a-Laktalbumin konnten durch diese
Untersuchung fiunf als MTG-Substrate identifiziert werden [Nieuwenhuizen et al., 2003].

Die enzymkatalysierte Polymerisation des Natrium-Caseinats wurde allerdings in Gegenwart
von Octylamin verzégert. Ohne Amin wurden die Casein-Monomere durch die MTG
innerhalb von 30 min vollstandig zu einem hochmolekularen Polymer vernetzt. Bei der
Reaktion mit Octylamin waren nach dem gleichen Zeitpunkt neben dem Vernetzungs-
produkt, die Caseinat-Banden noch eindeutig im SDS-PAGE-Gel erkennbar. Nach 120 min
wurde fir beide Reaktionen, d.h. mit und ohne Amin, eine vollstiandige Vernetzung des
Proteins detektiert. Eine mogliche Ursache fur die verringerte Vernetzungsgeschwindigkeit
liegt in einer, durch kovalent gebundene Amine (mittels SDS-PAGE nicht nachweisbar),
modifizierten Proteinstruktur oder -eigenschaften. Die Anlagerung der hydrophoben Kohlen-
stoffketten, deren Beweglichkeit mit steigender Lange limitiert ist, kann die Zuganglichkeit
reaktiver, proteingebundener Glutamine fir die MTG erschwert haben. Octylamin als
sterisches Hindernis zwischen Caseinat-Molekulen und eine damit erhdhte raumliche
Trennung kann ebenfalls die Proteinvernetzung beeintrachtigen. Anderungen des
Aggregatzustandes wahrend der Modifikationsreaktionen von Natrium-Caseinat bzw. DMC
mit Octylamin wurden nicht beobachtet.
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Die Anwendung von Fettaminen zur Verbesserung der Hydrophobizitat von Proteinfilmen
beruhte auf der Tatsache, dass andere organische Komponenten, die analog der Amine Uber
eine aliphatische Kohlenstoffkette und eine polare Kopfgruppe verfligen, bereits zur
Modifikation der Filmeigenschaften eingesetzt wurden. Gesattigte Fettsauren (C,H2,.1COOH)
bestehen aus einer Kohlenstoffkette an die eine Carboxylgruppe gekoppelt ist. Bei geringer
Anzahl an C-Atomen sind Fettsduren, gleich den kurzkettigen Fettaminen, wasserléslich. Mit
steigender Kettenlange tberwiegt immer mehr der hydrophobe Charakter des Kohlenstoffes.
Bei Fettalkoholen (C,H...1OH) ist die aliphatische Kette an eine Hydroxylgruppe gebunden.
Diese Verbindungen sind nicht oder sehr gering mit Wasser mischbar. Beide Komponenten
erzielten Protein-Filme deren Wasserdampfpermeabilitdt (WVP) bzw. Wasseraufnahme im
Vergleich zu unbehandelten Filmen reduziert war. Stearinsaure (C1gH350,, wasserunldslich),
in Natrium-Caseinat emulgiert, erreichte eine Reduzierung der WVP um etwa 60 % [Avena-
Bustillos und Krochta, 1993]. Langkettige Fettsaure (C12-C18) hatten auf Caseinat-Filme
allerdings einen anti-plastischen Effekt. Unabhangig von der Kettenlange erhohten sich die
Zugfestigkeiten, welche mit signifikant reduzierten Bruchdehnungen korrelierten. Ursache
der veranderten mechanischen Eigenschaften war der feste Zustand der Fettsauren bei
Raumtemperatur, welcher die Deformation der dispergierten Phase des Filmes wahrend der
Dehnung limitierte. Bei Stearinsdure kam es durch Selbstassoziation der Fettmolekdle
wahrend der Filmtrocknung und anschlieRender Kristallisation der Fettsdure in der Protein-
matrix zur Bildung eines Zweischichten-Filmes [Fabra et al., 2009]. Fettsauren mit einer
geringeren Anzahl an Kohlenstoffatomen (C6-C10) flhrten hingegen zu einer Erweichung
von heilRgepressten Weizengluten-Filmen. Die WVP dieser homogenen Protein-Lipid-Filme
wurde, im Vergleich zu Glycerin-plastifizierten Gluten-Filmen um 65-92 % reduziert [Pommet
et al., 2003]. Die Wasseraufnahme von Filmen aus isoliertem Sonnenblumenprotein konnte
durch emulgierte Octansaure (CgH1602, Wasserl6slichkeit: 0,68 g/L) bedeutsam vermindert
werden, allerdings unter Verlust der mechanischen Stabilitat (ZFT, BD{). Octanol (CgH4gO,
Wasserloslichkeit: 0,3 g/L) hatte bei gleicher Konzentration wie die Fettsaure eine
weichmachende Wirkung auf den Proteinfilm [Orliac et al., 2002].

Tabelle 4-1: Strukturformeln verschiedener chemischer Komponenten.

Chemikalie Struktur

Fettamin //\%

Fettsdure COOH
(gesttigt) 1
Fettalkohol //\4/
AminoPEG HBOC{/\/ ﬂ\/\ NH,

OH
Diethanolamin \/\N/\/

H
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Uber eine plastifizierende Wirkung kurzkettiger, bei Raumtemperatur im flissigen Aggregat-
zustand vorliegender, primarer aliphatischer Amine auf Proteine ist bisher nichts bekannt.
Aufgrund einer mdglichen kovalenten Bindung der Alkylamine an das Protein, katalysiert
durch die MTG, konnten diese Komponenten eine innere Plastifizierung bewirken. Ein
Herausldsen des Weichmachers aus dem Film bei Kontakt mit Wasser wirde erschwert bzw.
vermieden. Andere Abkdmmlinge des Ammoniaks, die Aminoalkohole wie Di- und
Triethanolamin (TEA) fanden zur Plastifizierung von Proteinfiilmen aus Weizengluten,
Gelatine und Sojaproteinisolat bereits Einsatz [Cao et al., 2009; Irissin-Mangata et al., 2001;
Tian et al., 2009]. Im Vergleich zu Glycerin verbesserten die Aminoalkohole die mecha-
nischen Eigenschaften der Proteinfilme — vor allem eine signifikante Erhdhung der Bruch-
dehnung wurde erreicht. So erzielte z.B. Tian et al. fir Filme aus isoliertem Sojaprotein,
plastifiziert mit 30 % ((w/w) Protein) TEA, eine Steigerung der BD um 38 % (87>120 %).
Zudem bewirkte dieser Weichmacher eine geringere Wasseraufnahme der Filme. Irissin-
Mangata et al. erlangte durch die Plastifizierung von Weizengluten-Filmen mit 20 % ((w/w)
Protein) Triethanolamin gegenuber Glycerin-plastifizierten Filmen sogar eine 5-fache
Erhdhung der Bruchdehnung (22->114 %). Diese Weichmacher liegen wie Glycerin
allerdings ohne kovalente Bindung im Proteinfilm vor. Eine Versprodung der Filme durch
Auswaschung der hydrophilen Aminoalkohole ist die Folge. Polyethylenglykol (PEG) ist ein
gebrauchlicher, externer Weichmacher von Proteinfilmen. Amino-PEGs verfligen Uber eine
funktionelle Aminogruppe, die als Substrat flr die MTG fungieren kann. Eine erfolgreiche
Bindung zwischen Amino-PEG und Protein kdnnte daher in einer inneren Plastifizierung des
Proteinfilmes resultieren. Eine MTG-vermittelte Verknipfungsreaktion (PEGylierung)
zwischen Natrium-Caseinat und Amino-PEGs verschiedener Molekulargewichte (750-
5000 g/mol) konnte mittels SDS-PAGE nachgewiesen werden. Die fur die Filmherstellung
gewahlte Konzentration von 50 % (w/w Protein) Amino-PEG fuhrte jedoch nicht zur
Plastifizierung. Die Proteinfilme waren nach der Trocknung brichig und konnten der
Gield¢form nicht schadensfrei entnommen werden [Patzsch, 2010].

Schlussfolgernd kann gesagt werden, dass eine MTG-induzierte Modifikation von Proteinen
durch Fettamine eine vielversprechende Methode zur Verbesserung der Hydrophobizitat von
Proteinfilmen darstellt. Eine aktuelle Offenlegungsschrift berichtet von einer Transgluta-
minase (MTG Activa®WM) katalysierten Hydrophobisierung von Proteinhydrolysaten mit
primaren aliphatischen Aminen (Alkylierung). Durch die Modifikation (45 °C, 24 h, pH 7,5) mit
Octylamin konnte die Grenzflachenaktivitat eines Weizenproteinhydrolysates (M,~10 kDa)
deutlich verbessert werden, gekennzeichnet durch Reduktion der Grenz- und Oberflachen-
spannung des Proteins [Schilling und Thum, 2012]. Eine Ubertragung dieser Hydropho-
bisierung auf Proteine aus nachwachsenden Rohstoffen und proteinbasierende Filme bedarf
weiterer Forschung.
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4.3 Rohkollagen - Alternatives Protein fur die
Filmherstellung

Zahlreiche Proteine tierischen und pflanzlichen Ursprungs wurden bereits auf deren
Filmbildungspotenzial untersucht und hinsichtlich einer Anwendung der Filme z.B. in der
Lebensmittelverpackungsindustrie oder Landwirtschaft charakterisiert. Trotz umfangreicher
Modifikationen der Proteinfiime konnte bisher kein proteinbasierendes Material entwickelt
werden, welches den synthetischen Polymeren gleicht. Gute Barriereeigenschaften der
Proteinfilme gegenlber Sauerstoff, Fetten und Aromastoffen korrelieren mit geringer
Wasserdampfpermeabilitat bzw. Wasserresistenz und meist unzureichenden mechanischen
Eigenschaften. Die Anwendungsbereiche von Materialien auf Proteinbasis sind somit
limitiert. Alternative Proteine aus nachwachsenden Rohstoffen und andere Herstellungs-
verfahren bzw. Modifikationen sind notwendig, um Proteinfilme mit mechanischer Stabilitat
und verbesserter Hydrophobizitat zu entwickeln.

Ein bei der Tierschlachtung in grolen Mengen anfallendes Produkt ist die Schweine-
schwarte, bisher vorrangig als Tierfuttermittel vermarktet. Als Schwarte wird die oberste
Hautpartie eines Schweines, die vom fetthaltigen Teil des Corium (Lederhaut) getrennt
wurde, bezeichnet [Schormdller, 1959]. Mit Uber 70 % des Trockengewichtes stellt Kollagen
die Hauptkomponente der Haut dar. Aufgrund dessen wurde in der vorliegenden Arbeit fir
das tierische Material die Bezeichnung Rohkollagen (RK) verwendet. Laut Hersteller
(Acontex GmbH, Rheda-Wiedenbrick) besteht das Rohkollagen aus 82,8 % Protein und
18,6 % Fett. Weitere Inhaltsstoffe sind Asche, Fasern, Chlorid, Mineralstoffe und
Kohlenhydrate. Der Feuchtigkeitsgehalt betragt 6,26 %. Neben Kollagen sind mit hoher
Wahrscheinlichkeit auch andere extrazellulare Matrixproteine wie Elastin, Blutserumalbumin
und Proteoglykane im Material enthalten.

Das watteahnliche Rohkollagen konnte erfolgreich zur Filmherstellung verwendet werden.
Die resultierenden Filme waren gelblich, opak und hatten eine raue Oberflache mit leicht
fettiger Haptik. Die mechanischen Eigenschaften der RK-Filme waren stark von der
Weichmacherkonzentration abhangig (vgl. Abschnitt 3.2.4). Filme, plastifiziert mit 50 % (w/w
Protein) Glycerin, besaRen eine ZF von 6,7 N/mm? und BD von 49 %. Nach dem gleichen
Verfahren und analoger Weichmacherkonzentration angefertigte Natrium-Caseinat-Filme
zeigten eine geringere Zugfestigkeit (2,4 N/mm?) und eine héhere Bruchdehnung (132 %).
Filme aus Schweinegelatine (300 Bloom) waren fester (7,9 N/mm?) und elastischer (72 %).
Im Vergleich zu den tierischen Proteinen waren Filme aus pflanzlichen Proteinen wesentlich
weniger stabil gegenuber mechanischer Beanspruchung. Die Kennwerte fur Filme aus
Erbsen- und Kartoffelprotein lagen im Bereich von 0,34-0,41 N/mm? bzw. 29-35 % [Patzsch,
2010]. Aus isoliertem Sojaprotein hergestellte Filme erreichten eine ZF von 3,2 N/mm? und
BD von 23 % [Gonzalez et al., 2011]. Die Ursache fur den Verlust der mechanischen
Stabilitat liegt vermutlich in der Zusammensetzung der Pflanzenproteine. Diese bestehen
meist aus einem Gemisch von Proteinen verschiedener Struktur, Molekulargewicht und
Ldslichkeit, wodurch keine homogene Filmbildung gegeben ist.

Steigende Glycerin-Konzentrationen korrelierten mit einer Reduktion der Zugfestigkeit und
Erhéhung der Bruchdehnung. Konzentrationen =75 % (w/w Protein) fihrten zu klebrigen,
schlecht handhabbaren Rohkollagen-Filmen mit ZF und BD von 2,7-3,5 N/mm? bzw.
74-82 %. Fir Filme aus Rindergelatine wurde durch Rivero et al. die gleiche Abhangigkeit
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der mechanischen Kennwerte von der Glycerin-Konzentration ermittelt. Die Zugfestigkeit
wurde im Konzentrationsbereich von 10-100 % (w/w Protein) um 92 % reduziert
(36>3 N/mm?; eigene Filme: 34>2,7 N/mm?). Die Bruchdehnung erhéhte sich von 4,7 auf
190 %, das entspricht einer 40-fachen Steigerung. Eine Zunahme der BD um den Faktor 15
(5,5>82 %) wurde fur Rohkollagen-Filme gemessen. Gegeniber der vorliegenden Arbeit
wurde zur Herstellung der Gelatine-Filme eine hohere Trocknungstemperatur (37 °C, 16 h)
und eine hohere relative Luftfeuchte (65 %) wahrend der Konditionierung der Filme
verwendet [Rivero et al., 2010].

Harnstoff zeigte bis 50 % (w/w Protein) ebenfalls eine weichmachende Wirkung der
Rohkollagen-Filme. Die geringste ZF (5,6 N/mm?) und die héchste BD (50 %) wurden bei
dieser Konzentration ermittelt. HOhere Harnstoff-Konzentrationen (=75 % (w/w Protein))
wirkten als Fillstoff (ZFT, BD{). Wahrend der Filmtrocknung bildeten sich Kristalle, die Gber
den gesamten Film verteilt vorlagen. Analoge Effekte bei hohen Konzentrationen konnten flr
Filme aus Natrium-Caseinat beobachtet werden. Ein mit 100 % (w/w Protein) Harnstoff
plastifizierter NaCas-Film zeigte gegeniiber Polyglykol-behandelten Filmen (ZF < 1,5 N/mm?)
erhdhte Zugfestigkeiten (4,0 N'mm?) [Patzsch, 2010]. Das gleiche Resultat wurde fiir RK-
Filme bestimmt (Glycerin: 2,7 N/mm?; Harnstoff: 6,4 N/mm?).

Filme aus reinem Protein ohne Weichmacher sind aufgrund der stark ausgepragten
intermolekularen Krafte (Wasserstoffbriicken- und hydrophobe Bindungen, elektrostatische
Krafte, Disulfidbriicken) zwischen den Polymerketten in der Regel steif und brichig.
Weichmacher eliminieren die Brichigkeit und erhdéhen die Dehnung der Filme. Fur eine
Verbesserung der Wasserresistenz von Proteinfilmen sind hydrophile Weichmacher
allerdings ungeeignet, da sie Wasser binden und sich aus dem Film l6sen. Aus dem
Rohkollagen konnte ohne Plastifizierungsmittel ein intakter Film (ohne MTG bzw. Malto-
dextrin) mit einer ZF von 55 N/mm? und BD von 4,0 % hergestellt werden. Eine mechanische
Prafung von Natrium-Caseinat-Filmen ohne Weichmacher war nicht moglich (vgl. Abschnitt
3.2.5.10). Indessen waren die Zugeigenschaften von unplastifizierten Schweinegelatine-
Filmen (300 Bloom) gegeniiber den RK-Filmen erhéht (ZF: 116 N/'mm?, BD: 6,7 %).

Gelatine, auch als ,denaturiertes Kollagen“ bezeichnet, ist ein durch chemisch-thermische
Verfahrensschritte (u.a. Hydrolyse, Extraktion) aus nativen Kollagen gewonnenes Protein.
Kommerziell verfiigbare Gelatine weist haufig einen sehr hohen Reinheitsgrad auf, da nicht-
kollagene Proteine, Fette, Mineralstoffe sowie Komponenten des Bindegewebes (z.B.
Kohlenhydrate, Nucleinsauren) wahrend der Gewinnung vom Rohmaterial entfernt wurden.
Filme aus Gelatine sind daher sehr homogen. Die mechanischen Eigenschaften sind von
Faktoren wie der Proteinquelle, Gelierkraft (Bloomwert), Molekulargewichtsverteilung,
Proteinkonzentration der filmbildenden Lésung sowie Herstellungs- und Konditionierungs-
bedingungen der Filme abhangig. Der in der vorliegenden Arbeit hergestellte Gelatine-Film
zeigt im Vergleich zu anderen unplastifizierten Filmen teilweise erhebliche Differenzen
(Tabelle 4-2). Piotrowska et al. verwendete fur die Anfertigung von Rindergelatine-Filmen
ahnliche Bedingungen (5 % (w/w Protein) Gelatine, 300 Bloom, Trocknung: RT/ 24-48 h/ 35-
45 % rLF, Konditionierung: 25 °C/ 24 h/ 50 % rLF), erzielte allerdings Filme mit einer
geringeren Elastizitdt [Piotrowska et al., 2008]. Eine Proteinkonzentration von 33 % (w/w)
Rindergelatine (250 Bloom) und Trocknung des Filmes fir 3 h bei 30 °C fuhrte zu stark
reduzierten Zugeigenschaften [Wangtueai et al., 2010]. Filme aus Fischgelatine (Kaltwasser)
erreichten gegeniiber Filmen aus Saugetiergelatine generell geringere mechanische
Stabilitaten. Die Ursache liegt in den niedrigeren Konzentrationen der Aminosauren Prolin
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und Hydroxyprolin in der Fischgelatine (15-17 %, Saugetier: 22-25 %), einer dadurch
verringerten Anzahl an Wasserstoffbrickenbindungen und verminderten Renaturierung
tripelhelikaler Strukturen wahrend des Filmbildungsprozesses [Karim und Bhat, 2009;
Staroszczyk et al., 2012].

Tabelle 4-2: Ubersicht mechanischer Kennwerte von Rohkollagen- und Gelatine-Filmen ohne Weich-
macher (0 % (w/w Protein)). ZF...Zugfestigkeit, BD...Bruchdehnung.

. ZF BD

Referenz Protein Quelle Bloomwert [N/mm?] [%]
Rohkollagen - 55 4,0

Eigene Arbeit (F:;’t:‘ftz:')age” Schwein - 74 4.9
Gelatine 300 116 6,7

Schwein 250 85 8,1

[Chiou et al., 2008] Gelatine Rind 250 70 5,3
Fisch - 50 3,5

[Piotrowska et al., Gelatine Rind 300 111 5,9
2008] Fisch - 20 1,8
[Wangtueai et al., Gelatine Rind 250 60 3,5
2010] Fisch 229 32 2,8
[Avena-Bustillos et al. Schwein 250 96-99 7,981
2011] " | Gelatine Rind 250 88-99 6,4-7,3
Fisch - 39-61 1,8-3,1

Eine Entfettung des Rohkollagens bewirkte im Vergleich zum Ausgangsmaterial eine
Erhéhung der mechanischen Kennwerte (vgl. Abschnitt 3.2.5.5). Die Zugfestigkeit und
Bruchdehnung wurden um 35 bzw. 23 % gesteigert. Eine Weichmachereffizienz (ZF{, BD?T)
des im Rohkollagen enthaltenen Fettes konnte somit bestatigt werden. Zwar fuhrte die
Fettextraktion nicht wie gemutmalt zur Verringerung der Bruchdehnung, aus der signifi-
kanten Versteifung des fettfreien Filmes wurde jedoch ein plastifizierender Effekt des Fettes
geschlussfolgert. Durch die Zugabe verschiedener organischen Sauren (Ol-, Wein-, Zitronen-
saure) wurden die mechanischen Eigenschaften von Rindergelatine-Filmen auf die gleiche
Weise beeinflusst (ZF{, BD!). Im Fall der Olsdure wurde sogar eine Phasentrennung
zwischen Protein und Lipid beobachtet [Cao et al., 2009]. Stearin- und Palmitinsaure
erzielten Fischgelatine-Filme mit verringerten Zugfestigkeiten. Die Bruchdehnung der Filme
wurde durch Zugabe geringer Mengen an Fettsdure verbessert, resultierte allerdings mit
Erhéhung der Konzentration in einem drastischen Verlust der BD [Jongjareonrak et al.,
2006]. Die Einfihrung von Sonnenblumendl in Fischgelatine bewirkte ebenso eine
Destabilisierung der Filme [Perez-Mateos et al., 2009]. Dieser Effekt wurde durch die
Reduktion der Interaktionskrafte zwischen den Proteinketten in Gegenwart der hydrophoben
Additive verursacht. Die Vernetzung der Gelatine-Molekile zu einem dichten, stabilen
Netzwerk war erschwert. Zudem traten aufgrund mangelnder Kompatibilitat beider
Komponenten mit steigendem Fettgehalt Inhomogenitaten im Proteinfilm auf, die weniger
resistent gegenuber Bruch waren. Im Rohkollagen tragen zusatzlich zum Fett, die nicht-
kollagenen Proteine sowie weitere enthaltende Komponenten (Haare, Fasern) zur
irregularen Filmstruktur und somit reduzierten mechanischen Kennwerten bei. Des Weiteren
konnen auch unterschiedliche Renaturierungsgrade zwischen Gelatine und Rohkollagen die
Differenzen der Filmstabilitdten verursacht haben. Die in der vorliegenden Arbeit verwendete
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extrem hochbloomige Gelatine der Firma Gelita AG (Eberbach) wurde nach Saure-
behandlung bei einer Wassertemperatur von etwa 55 °C aus Schweineschwarte extrahiert.
Diese hohe Gelierkraft (300 Bloom) ermdoglicht eine gute Ausbildung der Tripelhelix-Struktur.
Uber die Herstellung bzw. den Bloomwert des Rohkollagens liegen keine Informationen vor.
Mit einer eingeschrankten Renaturierung des Proteins wahrend der Filmbildung aufgrund
geringer Gelierkraft oder Einwirkung der Fremdsubstanzen (Fett, Proteine, Kohlenhydrate)
ist die Reduzierung der Zugeigenschaften erklarbar.

In Bezug auf eine Anwendung in der Landwirtschaft wurde in der vorliegenden Arbeit ein
unplastifizierter Rohkollagen-Film (200 x 200 mm) nach Fixierung zwischen Acrylglas-
Rahmen auf dessen Regen- bzw. Witterungsbestandigkeit untersucht (vgl. Abschnitt
3.2.5.8). Ein zuvor durchgefiihrter Léslichkeitstest, bei dem Filmproben fir 1 h in Wasser
getaucht wurden, ergab Kenntnisse Uber das Auflésungsverhalten eines RK-Filmes (ohne
MTG) in Abhangigkeit von der Wassertemperatur (23-85 °C). Bis 30 °C war der Film stabil,
Gewichtsverluste von 11-13 % wurden analysiert. Bei Wassertemperaturen =40 °C |0ste
sich der Proteinfilm vollstandig auf, hervorgerufen durch den Bruch der Wasserstoffbriicken-
bindungen und folglich Destabilisierung der Tripelhelix-Struktur (vgl. Abschnitt 3.2.5.7).
Analoge Ldslichkeit wurde fur Filme aus Gelatine und fettfreiem Rohkollagen bestimmt.

Der Bewitterungstest simulierte eine einstiindige Uberflutung des RK-Filmes mit Wasser
(z.B. bei Starkregen) und anschlieRender Trocknung, beides bei Raumtemperatur. Dieser
Zyklus (Wasserung-Trocknung) wurde bis zu vier Mal wiederholt. Der Proteinfilm war trotz
der extremen Bedingungen Uber den gesamten Witterungszeitraum stabil und mechanisch
messbar. Die Zugfestigkeit verzeichnete lediglich einen Verlust von 13 % (5548 N/mm?).
Die Bruchdehnung der Filme wurde durch die Wasserung-Trocknung-Schritte nicht
beeintrachtigt. Folglich sind Rohkollagen-Filme Uber mindestens vier Bewitterungszyklen
regen- bzw. witterungsbestandig (T<40 °C). Ein Kontaktwinkel von 105-113° auf der Film-
oberflache bestatigte die Hydrophobizitat der Rohkollagen-Filme (vgl. Abschnitt 3.2.5.6).
Unvernetzte Filme aus Natrium-Caseinat und Gelatine (300 Bloom), plastifiziert mit 50 %
(w/w Protein) Glycerin, sind dagegen sehr sensitiv gegenliber Feuchtigkeit und fir eine
landwirtschaftliche Nutzung ungeeignet. Ein Bewitterungstest mit Beregnung (Wassermenge:
39,5 mL je Tag/Film) unter Umgebungsbedingungen (12-22 °C; 60-70 % rLF) ergab flr
NaCas-Filme eine Stabilitat von null Tagen. Direkt durch die erste Beregnung (1.Tag) wurde
der Film beschadigt und léste sich auf. Nach drei Tagen waren von dem Proteinfilm nur
wenige Ruckstande sichtbar. Gelatine-Filme zeigten eine Regenbestandigkeit von funf
Tagen. Aufgrund des herausgeldsten externen Weichmachers waren die Filme allerdings
nach der Bewitterung sehr briichig [Patzsch, 2010]. Freistehende Rinderkollagen-Filme (60 x
60 mm) rollten sich nach einem Tag Bewitterung in einer Klimakammer (8 h/ 40 °C/
100 % rLF + 16 h/ 18-28 °C/ >100 % rLF) zusammen. Dieser Prozess setzte sich bis zur
Beendigung der Behandlung (20 d) fort. Mechanische Kennwerte dieser Proteinfilme konnten
nicht gemessen werden [Sommer und Kunz, 2012a]. Sowohl in der vorliegenden Arbeit als
auch durch Sommer et al. wurden wahrend der Bewitterung der Proteinfilme optische und
physikalische Anderungen beobachtet. Beim Rohkollagen resultierte die Adsorption von
Wassermolekulen in einer Erweichung (Quellung) des Filmes, allerdings ohne merkliche
Form- oder Dimensionsanderung. Die Farbe des Filmes anderte sich von gelblich zu weil3.

Die biologische Abbaubarkeit von proteinbasierenden Filmen im Boden ist ein wesentlicher
Vorteil gegenlber konventionellen Kunststoffen. Das Abbauverhalten von unplastifizierten
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Rohkollagen-Filmproben (40 x 40 mm) wurde Uber 60 Tage fotographisch dokumentiert und
bewertet (vgl. Abschnitt 3.2.5.9). Die Filmproben wurden daflr in Anzuchtschalen mit
Pikiererde vergraben. Durch tagliche Wasserzufuhr wurde die Erde Uber den gesamten
Zeitraum feucht gehalten. Der RK-Film konnte Uber 28 d Abbau dem Boden vollstandig
entnommen werden. Lediglich erste Abbaueffekte an den Filmréandern bzw. kleine Risse
wurden beobachtet. Eine Erweichung des Filmes durch Wasseraufnahme wurde nach 4 d,
erste Anzeichen von Pilzwachstum auf der Filmoberflache nach 10 d festgestellt. Nach
35 Tagen war die biologische Zersetzung soweit vorangeschritten, dass dem Boden nur
noch Filmbruchstlicke entnommen werden konnten. Nach 60 Tagen war der Rohkollagen-
Film vollstandig zersetzt bzw. biologisch abgebaut. Ein deutlich rascherer Abbau wurde fur
Proteinfilme aus Natrium-Caseinat und Gelatine, plastifiziert mit 50 % (w/w Protein) Glycerin,
verzeichnet. Die Filme waren bereits nach 1 d vollstindig aufgeldst. Eine Pflanzen-
vertraglichkeit und gleichzeitige Dingerwirkung dieser Proteinfilme wurde in einem anderen
Experiment ermittelt. Alle Versuchspflanzen (Mais, Tagetes) wiesen durch den Kontakt zu
den Proteinfilmen keinerlei Mangelerscheinungen in Farbung, Grofle oder Wuchsverhalten
auf und konnten vermutlich den beim Abbau der Proteine freiwerdenden Stickstoff zum
Wachstum nutzen [Patzsch, 2010]. Die Bioabbaubarkeit von Weizengluten-Filmen im Boden
erfolgte innerhalb von 12 [Zhang et al., 2010] bzw. 50 Tagen [Domenek et al., 2004]. Diese
Differenz im Abbauverhalten war den unterschiedlichen Bedingungen im Boden (58 °C/
50 % rLF bzw. 20 °C/ 75 % rLF) geschuldet. Wahrend des Abbauprozesses der Gluten-Filme
waren farbliche Anderungen, Phasendeformation und Pilzwachstum erkennbar.

Einfluss der enzymatischen Vernetzung

Die mikrobielle Transglutaminase (MTG) ist ein zur kovalenten Vernetzung von Proteinen
industriell genutztes Enzym. Fir eine erfolgreiche Reaktion sind Glutamin- und Lysinreste im
proteinogenen Material notwendig. Laut Hersteller verfiigt das Rohkollagen Uber beide
Aminosauren (Lys: 4,09 g/100 g Protein; GIn+Glu: 10,28 g/100 g Protein).

Der Nachweis einer MTG-induzierten Vernetzung (23 °C) des Rohkollagens mittels SDS-
PAGE erwies sich als schwierig. Hochmolekulare Proteine im Ausgangsmaterial
(M,>116 kDa), die das Trenn- und Sammelgel nicht passierten, beeintrachtigten die Analyse.
Durch die Intensitdtsabnahme einzelner Proteinbanden im Molekulargewichtsbereich von
45-116 kDa mit zunehmendem Reaktionsverlauf wurde allerdings eine erfolgreiche Polymeri-
sation des Rohkollagens geschlussfolgert (vgl. Abschnitt 3.2.1). Stachel et al. analysierte die
enzymatische Vernetzung von Kollagen mittels GroéRenausschlusschromatographie, aller-
dings nur unter denaturierenden Bedingungen (T237 °C). Natives Kollagen wurde nicht als
MTG-Substrat erkannt, d.h. Glutamine und Lysine in der Tripelhelix-Struktur waren fir das
Enzym nicht zuganglich [Stachel et al., 2010].

Zur Vernetzung des Rohkollagens innerhalb eines Filmes wurde das kommerziell erhaltliche
MTG Activa®WM-Préparat der filmbildenden Suspension unter optimalen Bedingungen
(50 °C, pH 7) zugesetzt. Die Enzymkonzentration betrug 25 U/gpotein. Das Protein lag somit
im denaturierten Zustand, d.h. in Polypeptid-Einzelketten vor. Ein Einfluss auf die mecha-
nischen Eigenschaften Glycerin-plastifizierter Rohkollagen-Filme durch Ausbildung einer
enzymatisch vernetzten Proteinmatrix konnte nicht festgestellt werden — allenfalls war eine
leichte Tendenz zu geringeren Zugfestigkeiten erkennbar (vgl. Abschnitt 3.2.4). Bei Gelatine-
Filmen (300 Bloom), plastifiziert mit 50 % (w/w Protein) Glycerin, resultierte die enzymatische
Vernetzung in einer um 16 % verringerten ZF und 69 % erhéhten BD. Eine Steigerung beider
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mechanischen Kennwerte wurde bei vernetzten Natrium-Caseinat-Filmen ermittelt [Patzsch,
2010]. In der Arbeit von Tang et al. wurde die ZF und BD von Gelatine-Filmen, plastifiziert
mit 40 % (w/w Protein) Glycerin, durch die MTG-Polymerisation (8 U/gprotein) UM 25 bzw. 16
% gesteigert [Tang et al., 2007]. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu De Carvalho et
al., bei denen die MTG-Behandlung (10 U/gprotein) ZU einer Reduktion der BD um 15 % flhrte.
Die Zugfestigkeit der Gelatine-Filme wurde nicht beeinflusst. Im Vergleich zur MTG-
katalysierten Vernetzung erzielte eine Modifikation der Gelatine mittels Formaldehyd festere
und dehnbarere Filme [de Carvalho und Grosso, 2004]. Die enzymatische Polymerisation
von Proteinen ist allerdings einer chemischen Behandlung mittels Formaldehyd aufgrund
dessen Toxizitat vorzuziehen. Fir einen Einsatz in der Natur oder im Erndhrungsbereich sind
diese Vernetzer nicht geeignet.

Die kovalente Vernetzung von Rohkollagen-Filmen ohne Weichmacher mittels der mikro-
biellen Transglutaminase resultierte in einer Reduzierung der mechanischen Eigenschaften
(ZF!, BDJ). Der Verlust war dabei von der Enzymkonzentration und -praparation abhangig.
In Tabelle 4-3 sind die Zugeigenschaften verschieden behandelter RK-Filme aufgelistet.

Tabelle 4-3: Zugeigenschaften von unplastifizierten Rohkollagen-Filmen * MTG-Vernetzung. MTG...mikro-
bielle Transglutaminase.

Unplastifizierte Rohkollagen-Filme nach Standardverfahren Zu;:]':(/e;tle](elt Bruch;/(:rnung
ohne Behandlung 55 4,0
Ohne Vernetzung
inaktivierte MTG Activa®WM (25 U/Gprotein) 48 21
MTG Activa®WM (25 U/gprotein) 40 1,8
Mit Vernetzung
MTG S2P (25 U/gprotein) 51 3,2

Durch die Vernetzung des Rohkollagens mittels der kommerziell erhaltichen MTG
Activa® WM (25 U/gprotein) Wurde im Vergleich zum unvernetzten Film (ohne Dextrin) die ZF
und BD um 27 bzw. 55 % verringert. Mit steigender Enzymkonzentration (50 U/gprotein)
erhdhte sich der Verlust (50 bzw. 68 %). Piotrowska et al. erzielte durch die Vernetzung
unplastifizierter Rindergelatine-Filme (300 Bloom) mittels 0,4 U/gprotein MTG Activa®WM eine
Reduktion der ZF um 47 % (111559 N/mm?) und BD um 39 % (5,9>3,6 %) [Piotrowska et
al., 2008]. Eine mechanische Charakterisierung von Gelatine-Filmen (300 Bloom), vernetzt
durch 25 U/gprotein MTGactiva, War aufgrund hoher Brichigkeit nicht méglich. Die reduzierten
Zugeigenschaften resultierten nur teilweise aus dem steigenden Vernetzungsgrad des
Proteins. Der im kommerziell verfligbaren Enzympraparat enthaltene Stabilisator Malto-
dextrin (1 % Enzym, 99 % Dextrin) konnte als Hauptursache fir den Verlust der Filmstabilitat
ermittelt werden. Fiir Rohkollagen-Filme behandelt mit inaktivierter MTG Activa® WM (0-
50 U/gprotein, €ntspricht 0-3 g Dextrin) ergaben sich mit zunehmender Konzentration ebenfalls
Verluste der ZF (bis 29 %) und BD (bis 59 %). Eine kovalente Vernetzung dieser Filme durch
mikrobielle Transglutaminase konnte ausgeschlossen werden. Von einer Beteiligung des
Maltodextrins an der hohen Brichigkeit eines MTG Activa®WM-vernetzten (0,4 U/gprotein),
unplastifizierten Fischgelatine-Films wurde berichtet, jedoch nicht mit Werten belegt
[Piotrowska et al., 2008].

Die Vernetzung des Rohkollagens mittels einer rekombinanten mikrobiellen Transgluta-
minase (MTG S2P, 0-50 U/gprotein), €in Enzympraparat ohne Maltodextrin, beeinflusste die
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mechanischen Eigenschaften des Filmes in einem geringeren Mal. Im Vergleich zu
unbehandelten RK-Filmen betrugen die Verluste an ZF und BD maximal 12 %
(55>48 N/mmz) bzw. 31 % (4,0>2,8 %). Bis zu einer MTGgop-Konzentration < 12,5 U/Qprotein
(BD) bzw. 25 U/gpotein (ZF) lagen die Verluste beider Kennwerte unter 10 %. Die
Zugfestigkeit von Filmen aus fettfreiem Rohkollagen bzw. Gelatine (300 Bloom) wurde durch
die Vernetzung mittels 25 U/gprotein MTG S2P nicht beeinflusst. Allerdings fiihrte die kovalente
Polymerisation zu Filmen mit 27 bzw. 40 % verringerter Elastizitat (vgl. Abschnitt 3.2.5.10).
Durch chemische Modifikationen wurden die Zugeigenschaften von unplastifizierten
Schwein- und Rindergelatine-Filmen ebenfalls beeinflusst. Die Zugfestigkeiten waren nach
Vernetzung mit Glutaraldehyd [Bigi et al., 2001] sowie Tannin- und Ferulasaure [Cao et al.,
2007a] erhoht. Nach Behandlung mit Genipin blieb die ZF konstant [Bigi et al., 2002] bzw.
wurde durch ein Carbodiimid (EDC) reduziert [Piotrowska et al., 2008]. Die Bruchdehnungen
aller chemisch modifizierten Gelatine-Filme wurden analog der MTG-behandelten Filme mit
steigendem Vernetzungsgrad reduziert.

Die Festigkeit von Gelatine-Gelen wurde durch den Zeitpunkt der MTG-Behandlung
erheblich beeinflusst. Die Einfihrung von inter- und intramolekularen kovalenten Bindungen
mittels MTG im Sol-Zustand (T>40 °C) beeintrachtigte die Mobilitédt der Gelatine-Molekule
und verhinderte die Ausbildung der Ubergeordneten Strukturen. Die Festigkeit (gemessen
mittels Rheometrie) der Gelatine-Gele wurde reduziert. Eine hohere Gelfestigkeit wurde
durch eine Vernetzung des Proteins wahrend der Renaturierung und Bildung der Tripelhelix
erreicht [Babin und Dickinson, 2001]. Die Wirkung des Zeitpunktes der enzymatischen
Vernetzung auf die Zugeigenschaften von Rohkollagen-Filmen wurde durch Variation des
Herstellungsverfahrens untersucht. Beim Standardverfahren, alle bisher diskutierten
Ergebnisse beziehen sich auf diesen Prozess, erfolgte die Modifikation des Proteins vor der
Renaturierung der Tripelhelix. Die Behandlung eines bereits gelierten, unplastifizierten
Proteinfilmes mit MTG (25 U/gprotein) Wurde mittels eines Beschichtungsverfahrens realisiert
(vgl. Abschnitt 3.2.5.4). D.h. die partiell organisierte Kollagen-Matrix konnte zusatzlich durch
Isopeptidbindungen stabilisiert werden. Auf die Zugfestigkeit der Rohkollagen-Filme hatte der
Zeitpunkt der enzymatischen Vernetzung, unabhangig von der Enzympraparation (MTG
Activa®WM bzw. MTG S2P), keinen Einfluss. Gegeniiber Filmen ohne Vernetzung waren die
Zugfestigkeiten allerdings reduziert (10-23 %). Der hdhere Anteil an tripelhelikalen Strukturen
vor Einfihrung MTG-induzierter Bindungen resultierte in einer verbesserten Flexibilitat der
Proteinfilme. Die Bruchdehnung wurde um 17 % (MTG Activa®WM) bzw. 38 % (MTG S2P)
gesteigert. Des Weiteren konnte im Vergleich zu einem unvernetzten Rohkollagen-Film
durch das Beschichtungsverfahren mittels der rekombinanten mikrobiellen Transglutaminase
ein vernetzter Film mit leicht erhéhter BD angefertigt werden (-MTG: 4,0 %; +MTG: 4,4 %).
Analoge Effekte (ZF konstant; BDT) nach MTGgye-Vernetzung mittels Beschichtungs-
verfahren ergaben sich fur Gelatine- und fettfreie Rohkollagen-Filme (vgl. Abschnitt
3.2.5.10). D.h. die partiell renaturierten Tripelhelix-Strukturen des Proteins sind flexibler als
die enzymatisch vernetzten Polypeptidketten. Der erhdhte Vernetzungsgrad (Wasserstoff-
bricken- und kovalente Bindungen) hatte allerdings keinen merklichen Einfluss auf die
Festigkeit der Proteinmatrix.

Auf die Benetzbarkeit der Rohkollagen-Filme mit Wasser hatte die Ausbildung eines MTG-
induzierten Proteinnetzwerkes keinen Einfluss. Fur alle Filme, unabhangig von der Enzym-
praparation, dem Herstellungsverfahren oder dem Fettgehalt, wurden auf der rauen
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Oberseite bzw. glatten Unterseite Kontaktwinkel zwischen 97°-116° ermittelt (vgl. Abschnitt
3.2.5.6). Allgemein sind Materialien die einen Winkel >90° aufweisen hydrophob, d.h. nicht
vollstandig mit Wasser benetzbar. Der Kontaktwinkel ist ein Messwert der bereits auf kleinste
Veranderungen der Festkorperflache reagiert. Unebenheit, Porositat oder Staubkdrnchen
des Untergrundes flhren bereits zu einer schlechteren Benetzbarkeit des Materials. Einzelne
Messpunkte der RK-Filme erzielten Winkel von 122°-128°, moglicherweise durch unlésliche
Partikel oder andere Inhomogenitaten im Film verursacht. Die Benetzbarkeit von Gelatine-
Filmen, plastifiziert mit 40 % (w/w Glycerin), wurde durch eine MTG-Vernetzung ebenfalls
nicht beeintrachtigt. Ein Kontaktwinkel von 100° wurde ermittelt. Auf andere tierische und
pflanzliche Proteinfilme hatte der Zusatz von MTG eine positive Wirkung. Der Kontaktwinkel
von Filmen aus Natrium-Caseinat (25°>80°), Weizengluten (68°>85°), Molkenprotein
(45°>60°) [Tang et al., 2007] sowie isoliertem Sojaprotein (30°>62°) [Jiang et al., 2007]
wurde signifikant erhéht. Rohkollagen zeigte von allen Proteinen die hochste Hydrophobizitat
und liegt im Bereich von PTFE (120°), Paraffin (105°) und LDPE (95°).

Kovalente Vernetzungen in Proteinfilmen resultieren haufig in einer Reduzierung der
Wasserloslichkeit. Zum Beispiel wurde die Ldslichkeit von unplastifizierten Fischgelatine-
Filmen in wassrigem Medium (25 °C, 24 h, pH 6) durch eine MTG-Vernetzung (0,4 U/Qprotein)
von 100 % (-MTG) auf 26 % verringert. Mit 35 % Ldslichkeit hielten die Filme einer
Temperatur von 100 °C Uber 60 min stand [Piotrowska et al., 2008]. Ahnliche Ergebnisse
konnten fir enzymatisch vernetzte Rohkollagen-Filme analysiert werden (vgl. Abschnitt
3.2.5.7). Bis einschlie3lich einer Wassertemperatur von 85 °C waren die Filme Uber 1 h
stabil. Die Gewichtsverluste variierten dabei in Abhangigkeit von der MTG-Praparation,
-konzentration und dem Herstellungsverfahren. Eine Konzentration von 12,5 U/gpotein
MTGsop war allerdings notwendig, um RK-Filme bei dieser Temperatur zu erhalten (33 %
Gewichtsverlust). Mit steigendem Vernetzungsgrad reduzierte sich die Loslichkeit. 20 %
Verlust wurde flr einen nach Standardverfahren mittels 50 U/gprotein MTG S2P-vernetzten
Proteinfilm ermittelt. Bei MTG Activa®WM-behandelten Rohkollagen-Filmen trat, trotz
gleicher Enzymkonzentration, Gber den gesamten Temperaturbereich (23-85 °C) eine hohere
Loslichkeit auf. Die Ursache dafir liegt im Herauslésen des im Proteinfilm eingelagerten
hydrophilen Maltodextrins. Ein aufgrund des Stabilisators weniger dicht gepacktes Protein-
netzwerk erleichtert zudem die Diffusion von Wasser und ist weniger resistent gegeniber
Loslichkeit. Die Wasserresistenz eines Filmes, vernetzt nach dem Beschichtungsverfahren,
war im Vergleich zum Standardverfahren ebenfalls reduziert. D.h. die renaturierte Tripelhelix-
Struktur verfligt Uber eine geringe Anzahl an kovalenten Bindungen. Der Bruch der
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Polypeptidketten resultierte mit steigender
Temperatur in individuellen Ketten und zunehmender Ld&slichkeit. Bei 85 °C betrug der
Gewichtsverlust eines mit 25 U/gprotein MTG S2P-vernetzten RK-Filmes 26 % (Standard-
verfahren) bzw. 38 % (Beschichtungsverfahren). Die Ldslichkeit von vernetzten Gelatine-
und fettfreien Rohkollagen-Filmen (25 U/gpotein MTG S2P, Standardverfahren) bei 85 °C
Wassertemperatur betrug 10 bzw. 16 %. Chemische Modifikationen von Rinderkollagen
fuhrten ebenfalls zur Bildung von 3D-Netzwerken mit verbesserter Wasserresistenz.
Einzelne Vernetzer (Glyoxal, Glutaraldehyd, Formaldehyd) oder deren Kombinationen
produzierten Filme, mit einem unl6slichen Anteil =292 % nach zweistlindiger Inkubation bei
80 °C [Sommer und Kunz, 2012b].

Die Witterungsbestandigkeit eines unplastifizierten Rohkollagen-Films wurde durch die
Ausbildung einer Proteinnetzwerkes mit 25 U/gpotein MTG S2P nicht beeinflusst. Analog den
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unvernetzten Filmen verzeichnete die Zugfestigkeit Uber die vier Bewitterungszyklen einen
geringen Verlust (11 %), die Bruchdehnung wurde nicht beeintrachtigt. Der Wert lag konstant
bei 3,25+0,1 %. Die Regenbestandigkeit von plastifizierten Natrium-Caseinat-Filmen konnte
durch die MTG-Behandlung um drei Tage verbessert werden. Auf die Bestandigkeit von
Gelatine-Filmen hatte die Vernetzung ebenfalls keinen Einfluss. Eine mechanische Prufung
dieser Proteinfilme war aufgrund des herausgelosten Weichmachers und somit hoher
Brichigkeit nicht méglich [Patzsch, 2010].

Die biologische Abbaubarkeit des Rohkollagen-Filmes im Boden wurde durch die enzy-
matische Vernetzung (25 U/gprotein MTG S2P) nicht beeinflusst. Innerhalb von 60 Tagen
waren die Filmproben vollstandig zersetzt. Eine Verzégerung des Abbaus um mindestens
vier bzw. sieben Tage wurde dagegen bei MTG-vernetzten Natrium-Caseinat und Gelatine-
Filmen erreicht. Ohne Vernetzung waren diese Filme bereits nach einem Tag aufgelost
[Patzsch, 2010]. Dalev et al. berichtete von einer vollstdndigen Zersetzung unplastifizierter,
unvernetzter Schweinegelatine-Filme nach sechs Tagen. Durch eine chemische Modifikation
der Filme mittels verschiedener Aldehyde wurde der Abbau auf zehn Tage verlangsamt
[Dalev et al., 2000]. Sowohl in der vorliegenden Arbeit als auch bei Dalev et al. adsorbierten
die Materialien wahrend des Abbauprozesses Wasser, was zunehmend im Verlust der
strukturellen Integritat und farblichen Anderung der Filme resultierte. Die Wasseraufnahme in
Proteinfilme mit einem hohen Vernetzungsgrad sowie einem hohen Fettanteil war allerdings
reduziert und verzdgerte somit die Bioabbaubarkeit. Die Dingerwirkung des beim Abbau von
Proteinen freigesetzten Stickstoffes auf Pflanzen kann sich demnach Uber einen langeren
Zeitraum erstrecken.

Schlussfolgernd kann gesagt werden, dass Rohkollagen ohne externen Weichmacher zur
Herstellung von naturlichen, witterungsbestandigen, mechanisch stabilen und biologisch
abbaubaren Filmen geeignet ist. Die Nutzung als Landwirtschaftsfilm ist allerdings aufgrund
der niedrigen Bruchdehnung (max. 4,4 %) limitiert. Auf Erddlbasis (PE, PP) oder Basis
anderer nachwachsender Rohstoffe (Mater-Bi, Ecoflex) produzierte Filme weisen Bruch-
dehnungen von 150-400 % auf. Die Zugfestigkeit der RK-Filme ist mit max. 55 N/mm? indes
gegeniiber den genannten Produkten deutlich erhéht (10-30 N/mm?). Demnach besteht fiir
eine Anwendung des Rohkollagens als beispielsweise Ernteverfrihungsfilm hinsichtlich der
mechanischen Stabilitat weiter Optimierungsbedarf. Die Zugfestigkeit konnte zugunsten der
Bruchdehnung reduziert werden. Die WasserlGslichkeit der RK-Filme bei hohen Tempera-
turen konnte durch die Ausbildung eines kovalenten Proteinnetzwerkes verbesserte werden.
Eine rekombinant hergestellte mikrobielle Transglutaminase ist dabei dem kommerziell
erhaltlichen Enzympraparat MTG Activa®WM vorzuziehen.

Die Kosten von Filmen auf Proteinbasis sind im Allgemeinen gegeniber erddlbasierenden
Materialien erhoht. Mit einem Rohstoffpreis von 1,10 €/kg ist Rohkollagen allerdings im
Vergleich zu anderen tierischen Proteinen wie z.B. Gelatine ~13 €/kg deutlich im Vorteil.
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5 Zusammenfassung

Biokunststoffe auf Basis nachwachsender Rohstoffe besitzen ein groRes Potential flr
verschiedenste Anwendungen, da sie fossile Ressourcen schonen und zur Reduzierung der
Umweltverschmutzung beitragen. Kommerziell werden bereits starke- bzw. zucker-
basierende Polymere wie z.B. die Polymilchsaure als Tragetaschen oder Verpackungen
verwendet. Proteine, tierischen oder pflanzlichen Ursprungs, als Ausgangsmaterial fir
Biopolymere finden bisher keinen Nutzen.

Ziel dieser Arbeit war es, das bei der Tierschlachtung in groRen Mengen als Nebenprodukt
anfallende Rohkollagen (RK) hinsichtlich seiner Eignung zur Herstellung von Proteinfilmen
zu bewerten. Das Protein wurde dabei mittels der mikrobiellen Transglutaminase (MTG)
vernetzt und bezuglich einer Anwendung in der Landwirtschaft charakterisiert.

Das Rohkollagen lie sich ohne externen Weichmacher durch ein GielRverfahren zu Filmen
verarbeiten und war mittels MTG vernetzbar. Mit einer Zugfestigkeit von 55 N/mm? waren die
RK-Filme deutlich fester als konventionelle, erddlbasierende Filme (10-30 N/mm?). Die
Dehnbarkeit war mit maximal 4,4 % stark limitiert. Durch den Zeitpunkt der enzymatischen
Vernetzung (vor/nach Renaturierung des Proteins) sowie Variation der Enzymkonzentration
und -praparation konnten die Filmeigenschaften optimiert werden. Die Bildung kovalenter
Verknupfungen nach Renaturierung der Tripelhelix-Struktur resultierte in einer hoéheren
Elastizitat. Eine rekombinante MTG erwies sich gegentber der kommerziell erhaltlichen
MTG Activa®VM (1 % Enzym, 99 % Maltodextrin) als vorteilhaft — das Enzym stabilisierende
Dextrin bewirkte mit zunehmender Konzentration eine mechanische Destabilisierung der
Filme (ZF{, BD{). Die Wasserloslichkeit der RK-Filme wurde durch die enzymatische
Vernetzung erheblich reduziert. Bis zu einer Temperatur von 85 °C hielten diese Filme Uber
1 h stand. Unvernetzte Filme (-MTG) lésten sich bei der Denaturierungstemperatur des
Kollagens (T240 °C) auf. Anhand eines durchgeflihrten Bewitterungstest, der eine voll-
standige Uberflutung des Filmes z.B. bei Starkregen simulierte, konnten die Rohkollagen-
Filme als regen- bzw. witterungsbestandig eingestuft werden. Die mechanischen Kennwerte
verzeichneten nach viermaliger Bewitterung (Wasserung-Trocknung) keine merklichen
Verluste. Eine Hydrophobizitat bzw. unvollstdndige Benetzbarkeit der Filmoberflache mit
Wasser wurde durch die Vermessung des Kontaktwinkels bestatigt (97°-116°). Die
Abbaubarkeit der RK-Filme im Boden wurde durch die MTG-Vernetzung nicht beeinflusst.
Nach 60 Tagen waren beide Filme (tMTG) vollstandig zersetzt bzw. biologisch abgebaut.

Mit einem Rohstoffpreis von 1,10 €/kg stellt Rohkollagen somit eine zur Herstellung von
naturlichen, witterungsbestandigen, bioabbaubaren und mechanisch stabilen Biokunststoffen
im Vergleich zu anderen Proteinen preisgiinstige Alternative (Gelatine:~13 €/kg) dar.

Des Weiteren wurden am Modellprotein Natrium-Caseinat grundlegende Untersuchungen
zur sichtbaren Markierung des Proteins mittels eines Reaktivfarbstoffes bzw. Hydrophobi-
sierung mittels eines Fettamins durchgefuhrt.

Durch eine permanente Farbung von Biomolekillen kénnten Kenntnisse Uber die Vorgange
innerhalb eines Proteinnetzwerkes gewonnen und damit eine Strukturaufklarung der Filme
ermoglicht werden. Mittels SDS-PAGE wurde eine Kopplung von 10-14 Procion Red MX-5B-
Molekllen nach 120 min, 25 °C, pH 10,5 und finffachen Farbstoffliberschuss am Protein
aufgezeigt. Das kovalent modifizierte Caseinat konnte jedoch aufgrund fehlender reaktiver
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Lysin- und Glutaminreste mittels MTG nicht vernetzt werden. Eine Filmherstellung (-MTG)
war aufgrund von zu geringem Ausgangsmaterial nicht moglich.

Fettamine mit bis zu acht Kohlenstoffatomen konnten mittels HPLC-Analyse als MTG-
Substrate identifiziert werden. Eine kovalente Vernetzungsreaktion zwischen Octylamin
(Wasserloslichkeit: 0,2 g/L) und dem Dipeptid-Glutaminylglycin resultierte in einem viskosen,
hydrophoben Reaktionsprodukt. Beim Natrium-Caseinat bewirkte die Amin-Behandlung eine
Verzdégerung der MTG-katalysierten Polymerisation, eine erfolgreiche Modifikation durch
Amin-Moleklle — gekennzeichnet durch eine MolekulargewichtsvergréRerung — war mittels
SDS-PAGE allerdings nicht nachweisbar. Dimethylcasein (DMC) konnte indes als Substrat
fur die kovalente Modifikation mit Octylamin identifiziert werden. Die Bildung einer neuen
Proteinbande mit einem Molekulargewicht von 35 kDa wurde analysiert. Anderungen des
Aggregatzustandes wahrend der Modifikationsreaktionen wurden nicht beobachtet. Eine
Filmherstellung aus Amin-behandeltem Protein erfolgte aufgrund fehlender Modifikation
(Natrium-Caseinat) bzw. zu hohen Materialkosten (DMC) nicht.
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6 Ausblick

Fir die Optimierung von Proteinfilmen und deren Einsatz speziell in der Landwirtschaft
wurden in der vorliegenden Arbeit grundlegende Untersuchungen durchgefihrt und umfang-
reiche Erkenntnisse gewonnen. Das aus der Tierschlachtung erworbene Rohkollagen konnte
als erneuerbarer Rohstoff fur die Herstellung von Filmen auf Proteinbasis ermittelt werden.
Ohne Zusatz eines Weichmachers wurden mechanisch stabile, witterungsbestandige und
biologisch abbaubare Filme produziert. Allerdings existiert weiterer Forschungs- und
Optimierungsbedarf, der die Grundlage fiir zuklnftige Arbeiten darstellt. So sollte z.B. eine
Charakterisierung der Filme hinsichtlich der UV-Bestandigkeit, Wasserdampfpermeabilitat
sowie Durchstol3- und WeiterreilRbestandigkeit vorgenommen werden. Ein Feldversuch zur
Prifung der Witterungsbestandigkeit und Dingerwirkung von RK-Filme unter realen
Bedingungen ware sinnvoll. Die mechanischen Eigenschaften konnten durch Verwendung
von Verbundwerkstoffen z.B. mit dem wasserunloslichen, viskoelastischen Weizengluten
verandert werden.

Die Herstellung der Rohkollagen-Filme erfolgte durch Gielden einer wassrigen Proteinldsung
und Verdampfen des Lésungsmittels. Dieses Verfahren eignet sich nicht fir einen
industriellen Mafstab. GroRtechnisch findet die Produktion von Kunststofffimen durch
Extrusion statt. Dieses Verfahren ist energie-, kosten- und zeitsparender und konnte bereits
fur die kontinuierliche Produktion von Natrium-Caseinat-Filmen etabliert werden [Frohberg,
2010]. Die Ubertragung des GieRverfahrens auf einen Extruder ist daher von essentieller
Bedeutung.

Der Einsatz einer mikrobiellen Transglutaminase zeigte, dass Rohkollagen-Filme aufgrund
der Bildung eines kovalenten Proteinnetzwerkes in ihren Eigenschaften modifiziert werden
kénnen. Die Wasserresistenz der Filme wurde durch die Vernetzung erheblich gesteigert.
Allerdings existieren bisher wenige Ansatze, um die Struktur bzw. den Vernetzungsgrad
solcher Filme zu charakterisieren. Die Entwicklung von Methoden zur verbesserten Struktur-
aufklarung und somit Gewinnung von Kenntnissen Uber die raumliche Verteilung und
Vorgange innerhalb des Proteinnetzwerkes koénnte die Grundlage fir eine weitere
Optimierung der Filmeigenschaften bilden.

Am Modellprotein Natrium-Caseinat konnten hingehend einer sichtbaren Markierung des
Proteins mittels eines Reaktivfarbstoffes erste Erfolge erzielt werden. Mehrere Farbstoff-
molekile wurden Uber kovalente Bindungen an das Protein gekoppelt. Allerdings wurde
aufgrund unzureichend produzierter Menge die Filmherstellung nicht realisiert. Ein Scale-up
des Farbeprozesses zur Bereitstellung einer grélieren Menge an gefarbtem Protein und die
Etablierung eines Reinigungsverfahrens zur vollstandigen Entfernung des ungebundenen
Farbstoffes (z.B. Gelfiltration) sind anzustreben. Eine andere Methode zur kovalenten
Vernetzung des farbstoff-modifizierten Caseinats sollte zudem erforscht werden, da das
modifizierte Protein nicht mehr als Substrat fir die MTG fungiert. Nach erfolgreicher Farbung
und Filmherstellung waren fir die Untersuchung der Filmstruktur verschiedene mikro-
skopische Methoden (u.a. Fluoreszenzmikroskopie) denkbar.

Weiterer Forschungsbedarf besteht zudem bei der Hydrophobisierung von Proteinen oder
Proteinfilmen durch Fettamine. Verschiedene Proteinhydrolysate (M,~1-15 kDa) konnten
bereits durch eine kovalente Modifikation mit primaren aliphatischen Aminen, katalysiert
durch die MTG, hydrophobisiert werden [Schilling und Thum, 2012]. Veranderte Protein-
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strukturen durch z.B. Zugabe von EDTA oder spezifische Glutamin-Tags am Protein kénnten
eine MTG-induzierte Verknipfungsreaktion mit Aminen erméglichen. Die Anfertigung eines
Zweischichten-Filmes aus Protein und einem kovalent gekoppelten Fettamin stellt eine
weitere Strategie zur Verbesserung der Wasserresistenz von Proteinfilmen dar.
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8.1 Proteinfilme

8.1.1 Mechanische Charakterisierung

Tabelle 8-1: Zugeigenschaften von Rohkollagen-Filmen (¥MTG Activa®WM, 25 U/gprotein, Standard-
verfahren) in Abhangigkeit von Weichmachertyp und -konzentration. Einspannlange 100 mm, Probenbreite
10 mm bzw. 15 mm, Priifgeschwindigkeit 50 mm/min. x £ s, n = 10. MTG...mikrobielle Transglutaminase.

Weichmacher -MTGActiva +MTGactiva
Typ . (wl"(:;:(') winy | O [N/mm?] £s [%] om [Nmm?] £s [%]
0 4814 £ 2,52 2,06 £ 0,23 39,54 3,05 1,84 £ 0,22
12,5 33,78 1,91 546 £ 0,76 28,27 £ 1,50 8,37 1,05
Glyoerin 25 1817 £ 2,77 11,00 £ 1,46 12,46 £ 1,20 10,61 £ 1,56
50 6,69 £ 0,80 48,68 £ 6,51 5,74 £ 0,89 50,73 £ 5,25
75 3,48 £ 0,49 74,00 £ 5,29 3,75 £ 0,44 72,86 6,67
100 2,69%0,35 81,81£7,82 2,97 £0,43 74,46 9,05
0 4814 2,52 2,06 0,23 39,54 £ 3,05 1,84 £ 0,22
12,5 40,02 + 1,28 3,53%0,35 33,93+ 2,25 2,98 £ 0,39
25 11,90 + 1,46 10,19 + 1,50 13,84 + 1,10 15,86 + 1,97
Harnstoff
50 5,60 £ 0,46 50,25 + 4,18 5,65+ 0,48 57,03+6,76
75 8,93+ 0,93 32,59 £ 5,0 6,14 £ 0,60 40,38 £ 5,67
100 6,38 0,83 16,50 + 2,28 6,18 £ 0,40 21,93+ 3,52

Tabelle 8-2: Zugeigenschaften von Rohkollagen-Filmen (ohne Weichmacher) in Abhéangigkeit von der
MTG Activa®WM-Konzentration und dem Herstellungsverfahren. -MTGaciva: Zugabe von inaktivierter MTG
Activa®WM. Einspannlange 100 mm, Probenbreite 10 mm, Prifgeschwindigkeit 50 mm/min. x+ s, n = 10.
MTG...mikrobielle Transglutaminase.

Verfahren MTG-Konz. -MTGAcﬁva +MTGActiva
[U/gprotein] om [N/mm?] &g [%] om [N'mm?] &g [%]
0 54,94 + 4,43 4,02 £ 0,39 54,94 + 4,43 4,02 +0,39
6,25 52,94 + 3,54 3,00 + 0,36 48,28 +2,19 2,75+0,17
Standard 12,5 50,57 + 3,15 2,66 + 0,26 42,28 + 3,43 2,10 £ 0,23
25 48,14 + 2,52 2,06 + 0,23 39,54 + 3,05 1,84 + 0,22
50 39,30 £ 2,00 1,65+ 0,13 27,41+ 2,50 1,28 +0,14
Beschichtung 25 46,17 + 3,17 2,15+ 0,20 42,39+ 1,85 2,16 + 0,30

Tabelle 8-3: Zugeigenschaften von Rohkollagen-Filmen (ohne Weichmacher) in Abhédngigkeit von der
MTG S2P-Konzentration und dem Herstellungsverfahren. Einspannldnge 100 mm, Probenbreite 10 mm,
Priifgeschwindigkeit 50 mm/min. X s, n =2 10. MTG...mikrobielle Transglutaminase.

Verfahren MTG-Konz. +MTGs2p
[U/gprotein] owm [N/'mm?] &g [%]
0 54,94 + 4,43 4,02 + 0,39
6,25 50,59 + 2,76 3,96 + 0,52
Standard 12,5 50,23 + 2,45 3,79+ 0,49
25 50,81 + 2,90 3,21+0,34
50 48,13 + 2,01 2,79 £ 0,28
Beschichtung 25 49,44 £ 219 4,42 + 0,52
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Tabelle 8-4: Zugeigenschaften von Gelatine-Filmen (ohne Weichmacher) in Abhéngigkeit von der MTG
S2P-Konzentration und dem Herstellungsverfahren.
Prifgeschwindigkeit 50 mm/min. x £ s, n 2 10. MTG...mikrobielle Transglutaminase.

Einspannlange 100 mm, Probenbreite

Verfahren MTG-Konz. +MTGs2p
[U/gprotein] ow [N/mm?] g8 [%]
0 115,79 3.25 6.68 £ 0,42
Standard
andar 25 115,25 % 4.81 4,02+ 041
Beschichtung 25 107,98 2 2.42 6,93 £ 0,35

10 mm,

Tabelle 8-5: Zugeigenschaften von Rohkollagen-Filmen (tMTG S2P, 25 U/gprotein, Standardverfahren) in
Abhéangigkeit von der Anzahl der Bewitterungszyklen (Wasserung-Trocknung). Einspannlange 100 mm,
Probenbreite 10 mm, Prifgeschwindigkeit 50 mm/min. x £ s, n =2 5. MTG...mikrobielle Transglutaminase.

Bewitterungszyklen 2 -MTG : M Gsze
om [N/mm°] g [%] om [N/mm-] €8 [%]
0 54,94 + 4,43 4,02 +0,39 50,81+ 2,90 3,21+0,34
1 52,57 + 2,33 3,70 £ 0,26 48,62 £ 2,43 3,20 £ 0,36
2 53,27 + 2,64 3,70 £ 0,35 49,46 + 3,01 3,35+0,26
3 47,77 £ 2,06 3,71 £0,50 43,41 £ 2,01 3,17 £0,16
4 47,62 £ 2,75 3,66 £ 0,29 45,27 £ 2,67 3,27 £ 0,41

Tabelle 8-6: Zugeigenschaften von Rohkollagen-Filmen (fMTG S2P, 25 U/gprotein, Standard- bzw.
Beschichtungsverfahren) in Abhédngigkeit vom Fettanteil (vor/nach Fettextraktion). Einspannldnge 100 mm,
Probenbreite 10 mm, Prifgeschwindigkeit 50 mm/min. x s, n = 10. MTG...mikrobielle Transglutaminase.

Zeitpunkt 5 -MTG : MTGsze

om [N/mm°] g [%] om [N/mm~] g [%]
vor Extraktion 54,94 + 4,43 4,02 +0,39 50,81 +2,90 3,21+0,34
nach Extraktion (Standard) 74,42 + 3,75 4,94 + 0,64 72,10 £ 2,85 3,59 0,42
nach Extraktion (Beschichtung) - - 72,64 + 3,09 5,09 £ 0,64

8.1.2 Benetzbarkeit

Tabelle 8-7: Kontaktwinkel

verschiedener Rohkollagen-Filme (ohne Weichmacher).

5uL Tropfen

deionisiertes Wasser auf die Filmflache appliziert. x £s, n = 10. MTG...mikrobielle Transglutaminase.

Kontaktwinkel [°]

Verfahren Vernetzung/ Behandlung Oberseite Unterseite
-MTG (ohne Behandlung) 11255 104,7£5
-MTG (ohne Behandlung, nach Extraktion) 107,7+6 100,8 + 4
-MTG (1,5 g Maltodextrin) 1125+ 3 98,5+3
-MTG (1,5 g inaktivierte Activa) 109,34 1016 £3

Standard +MTG (25 U/g Activa) 112,15 103,7£6
+MTG (25 U/g S2P) 11095 100,2 £+ 4
+MTG (25 U/g S2P, nach Extraktion) 1106 £5 104,5+4
+MTG (25 U/g S2P + 1,5 g Maltodextrin) 115,51+ 2 104,6 £3
+MTG (25 U/g S2P + 1,5 g inaktivierte Activa) 109,5+3 993+3
-MTG (1,5 g Maltodextrin) 595+3 104,3+4
-MTG (1,5 g inaktivierte Activa) 111,5+£3 101,14

Beschichtung +MTG (25 U/g Activa) 11,4+ 4 101,9+4
+MTG (25 U/g S2P) 1157+ 6 99,8+3
+MTG (25 U/g S2P + 1,5 g Maltodextrin) 59,0+ 3 102,2+6
+MTG (25 U/g S2P + 1,5 g inaktivierte Activa) 1145+ 4 96,8 +4
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8.1.3 Loslichkeit

Tabelle 8-8: Loslichkeit verschiedener Rohkollagen-Filme (ohne Weichmacher) in Wasser unter Angabe
der Gewichtsverluste in [%]. 10 x 50 mm Filmprobe in 10 mL dH»O fir 1 h bei verschiedenen Temperaturen

inkubiert. X £ s, n =2 3. MTG...mikrobielle Transglutaminase.

Verfahren Vernetzung/ Behandlung 23°C 30°C 40 °C 55°C | 85°C
-MTG (ohne Behandlung) 1(1322 12;5) 100 - -
-MTG (ohne Behandlung, nach 10,9 12,91 100 i )
Extraktion) 10,45 10,36
-MTG (0,375 g inaktivierte Activa) 133? 1323 100 - -
-MTG (0,75 g inaktivierte Activa) 1332 1223 100 - -
-MTG (1,5 g inaktivierte Activa) 33;; igi? 100 - -
-MTG (3 g inaktivierte Activa) 322? 3523 100 - -
. 22,02 22,7 23,97 247 29,69
Standard +MTG (25 U/g Activa) £0,49 40,42 0,43 043 £0.37
+MTG (6,25 Ulg S2P) - - - f;;? 100
+MTG (12,5 U/g S2P) - - - 1;;2 ié?g
9,70 10,38 12,95 13,96 26,0
+*MTG (25 Ulg S2P) 10,16 10,26 +0,13 10,26 +0,59
. 8,78 10,33 10,59 10,75 15,99
+MTG (25 U/g S2P, nach Extraktion) £0.22 +0.44 £0.06 £0.27 +0.37
+MTG (50 U/g S2P) - - - 1522 12;;
+MTG (25 U/g S2P) 20,17 21,57 25,39 27,94 48,64
+1,5 g inaktivierte TG 10,54 +0,80 10,78 +0,34 | +2,03
. 27,51 26,76 29,04 28,27 | 48,81
+MTG (25 Ulg Activa) £133 | 097 | 2061 | 0,63 | £247
+MTG (6,25 U/g S2P) - - - fg’zg 100
Beschichtung | +MTG (12,5 U/g S2P) - - - iggg jg;;
12,43 14,2 16,97 19,63 38,35
+*MTG (25 Ulg S2P) 10,44 +0,60 +0,22 10,83 +2,02
TG (50 Ulg 527 I A R

Tabelle 8-9: Loslichkeit verschiedener Gelatine-Filme (ohne Weichmacher) in Wasser unter Angabe der
Gewichtsverluste in [%]. 10 x 50 mm Filmprobe in 10 mL dH>O fur 1 h bei verschiedenen Temperaturen

inkubiert. x s, n = 3. MTG...mikrobielle Transglutaminase.

Verfahren Vernetzung/ Behandlung 23 °C 30 °C 40 °C 55°C | 85 °C
Standard -MTG (ohne Behandlung) 190’,7132 1221 . ) )

*MTe (25Uig 82P) 18(;,2458 1%:’3277 18(;?066 :86i49 1%22

Poschehtung | TG 25U 52°) 1056 | 201 | 1014 | 200 | s0t
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8.2 RP-HPLC
8.2.1 Kalibrierung

®  Messwerte Linearisierung

7x10°

6x10°
5x10°
4x10°

R? = 0,99886
Konz. [mM] = Peakflache/681311,6

3x10°

Peakflache

2x10°

1x10°%

0 2 4 6 8 10
Z-GIn-Gly Konzentration [mM]

Abbildung 8-1: Kalibrierung des Versuches Z-GIn-Gly + Octylamin.

8.2.2 Chromatogramme
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Abbildung 8-2: Chromatogramm Butylamin + Z-GIn-Gly + MTG Activa®WM. Trennung von 0-5 min mit
Laufmittel A (30 % ACN, 69,9 % dH->0O, 0,1 % TFA) und von 5,1-12 min mit Laufmittel B (60 % ACN, 39,9 %
dH20, 0,1 % TFA). Retentionszeit: Substrat 2,5 min; Produkt 7,7 min.



8 Anhang 117
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Abbildung 8-3: Chromatogramm Hexylamin + Z-GIn-Gly + MTG Activa®WM. Trennung von 0-5 min mit
Laufmittel A (30 % ACN, 69,9 % dH0O, 0,1 % TFA) und von 5,1-12 min mit Laufmittel B (60 % ACN, 39,9 %
dH0, 0,1 % TFA). Retentionszeit: Substrat 2,5 min; Produkt 8,7 min.
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Abbildung 8-4: Chromatogramm Octylamin + Z-GIn-Gly + MTG Activa®WM. Trennung von 0-5 min mit
Laufmittel A (30 % ACN, 69,9 % dH.O, 0,1 % TFA) und von 5,1-12 min mit Laufmittel B (60 % ACN, 39,9 %
dH20, 0,1 % TFA). Retentionszeit: Substrat 2,5 min; Produkt 10,2 min.
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__ Detector 1-215nm _ Detector 1-215nm Detector 1-215nm
Ref0 Ref 30 Ref 240
1400000{ Name

1200000 [

Z-GIn-Gly

1000000

800000+

mAU

600000+ M

400000 b

200000 // \u
[ I
] | I

©o 1 2 3 4 5 & 1 & 9 MW 1M 12
Minutes
Abbildung 8-5: Chromatogramm Z-GIn-Gly + MTG Activa®WM (Referenz). Trennung von 0-5 min mit
Laufmittel A (30 % ACN, 69,9 % dH20, 0,1 % TFA) und von 5,1-12 min mit Laufmittel B (60 % ACN, 39,9 %
dH0, 0,1 % TFA). Retentionszeit: Substrat 2,5 min; kein Produkt.

I (Produkt)
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