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. Abkirzungsverzeichnis

% Prozent

Y% W/w Gewichtsprozent

% w/w TK Gewichtsprozent bezogen auf den Trockenkollagengehalt in g
°C Grad Celsius

AA Acyl-Azid-Methode

C Kohlenstoff

CO Carbonyl-

CO, Kohlendioxid

Abb. Abbildung

bar MaBeinheit des Drucks

DBU Deutsche Bundesstiftung Umwelt

d.h. das heifBt

DIN Deutsche Industrie Norm
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EDC Ethyl-dimethylaminopropyl-carbodiimid
E Extinktion
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Et. al. et alii, et aliae, et alia: und andere

FA Formaldehyd

g Erdbeschleunigung

G2 Glyoxal

G5 Glutaraldehyd

GFK Glasfaser-verstarkter Kunststoff
Gly-X-Y Charakteristische Sequenz des Kollagens mit Glycin an jeder dritten Stelle. X

und Y stehen fir andere Aminoséaure (oft Prolin oder Hydroxyprolin)
h Stunde

HDPE High Density Polyethylen
ISO International Organization for Standardization
k.A. keine Angabe

kg Kilogramm

KK Konstantklima

LKW Lastkraftwagen

m Gewicht [g oder kg]
m? Quadratmeter

max. maximal

mg Milligramm

min Minuten

mL Milliliter

mm Millimeter

mPa*s Milli-Pascal-Sekunden
Mrd. Milliarde

Mio. Million

n.b. nicht bestimmt

NH Amino-

nm Nanometer

O, Sauerstoff

0.9. oben genannt



Pa*s Pascal-Sekunden

PE Polyethylen
pH pH-Wert
PP Polypropylen
PV Prifverfahren
r water resistance (Wasserbestandigkeit) [%)]
R Korrelationskoeffizient
rem Umdrehungen pro min (engl.: rotation per minute)
S Standardabweichung
S. siehe
SDSPAGE  Sodium Dodecylsulfat Polyacrylamid Gel Electrophorese
sin mathematische Funktion Sinus
t Zeit [s], [min], [h], [d] bzw. [a]
t Tonne
T [°C] Temperatur [°C]
TK Trockenkollagenanteil
TU Technische Universitat
u Unit
Upm Umdrehungen pro Minute
uv Ultraviolett
Vv Geschwindigkeit
VDA Verband der Automobile
vgl. vergleiche
VW Volkswagen
X Filmdicke
z.B. zum Beispiel
a alpha (Neigungswinkel zu Horizontalen)
€ Epsilon”
€ Euro
n dynamische Viskositat
p Rho (Lackdichte)
U Mikro-
Definitionen

Folien: In Anlehnung an ,Meyers GroBes Taschenlexikon* [Meyer, 1992] werden in der
vorliegenden Arbeit als Folien Materialien meist aus Kunststoff oder Metall von sehr geringer
Dicke und groBer Flache bezeichnet, mit denen man Gegenstande verpacken, abdecken
oder isolieren kann.

Filme: Im Vergleich zu Folien werden mit Filmen diinne, festhaftende Uberziige/Schichten im
um-Bereich auf einem Tragermaterial bezeichnet, die sich nicht unversehrt von dem
Tragermaterial ablésen lassen.

Wasserbesténdigkeit: Die Wasserbestandigkeit ist die Eigenschaft von Folien und Filmen,
sich bei Berthrung mit Wasser nicht oder nur zu einem bestimmten Prozentsatz aufzulésen.
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1 Einleitung

Kunststoff-Verpackungsfolien sind ein unverzichtbarer Teil des taglichen Lebens geworden.
Man findet sie in vielen technischen Bereichen aber auch nahezu bei allen Konsumgutern,
ob in der Elektronik, bei Automobilen, Lebensmitteln, Hygieneprodukten bzw. Hobby- oder
Haushaltsgeraten [Rahse, 2010]. In der Landwirtschaft oder bei Mulldeponien werden
Kunststoff-Folien ebenfalls in groBen Mengen verwendet [Wortberg, Bussmann, 2007]. Die
Mikroelektronik und die Medizintechnik liefern Beispiele, flr sehr anspruchsvolle
Anwendungsgebiete [Wortberg, Bussmann, 2007]. Kunststoffe stellen nach Stahl (Uber 1
Mrd. t pro Jahr) die mengenmaBig am haufigsten eingesetzten Werkstoffe dar. 38% der im
Jahr 2008 produzierten 245 Millionen Tonnen Kunststoffe gingen in die
Verpackungsindustrie [Rahse, 2010], [Plastics Europe, 2009]. Dort sind sie ein wesentlicher
oder sogar unverzichtbarer Bestandteil nahezu jeder Verpackung in Form von Folien,
Beuteln, Flaschen oder Taten [Wortberg, Bussmann, 2007].

Aufgrund der schlechten/fehlenden Abbaubarkeit mineralélbasierender Kunststoffe und den
damit einhergehenden Entsorgungsproblemen sowie der Verknappung der Erddlressourcen
gewinnen Folien aus nachwachsenden Rohstoffen eine immer gréBere Bedeutung
[European Bioplastics, 2010]. Auch wenn diese in Zukunft vermutlich nicht alle auf Erddl
basierenden Kunststoffe ersetzten werden, kénnen sie in bestimmten Anwendungsbereichen
den Mineralélverbrauch reduzieren. Basierend auf der groBen wirtschaftlichen Bedeutung
synthetischer Kunststoffverpackungen und dem Bestreben nach 6kologischer Nachhaltigkeit
sowie der Mdglichkeit, mit Hilfe von Verarbeitungshilfsmitteln, Funktionsadditiven,
Stabilisierungsadditiven, Farben und Flullstoffen [Salchinger, 2009] die funktionellen
Eigenschaften von Biokunststoff-Folien gezielt auf Anforderungen einstellen zu kodnnen,
ergibt sich das groBe Potential der Biopolymere [European Bioplastics, 2010].

Fir die Herstellung biobasierender Kunststoffe wurden bereits zahlreiche nachwachsende
Rohstoffe pflanzlicher und tierischer Herkunft getestet [Rhim et. al., 1998]. So gibt es z.B.
dber Filme und Folien aus Gelatine zahlreiche Untersuchungen [Langmaier et. al., 2008],
[Akin et. al., 1995], das Potential von nativem Kollagen als biologisch abbaubare Folie fir
Verpackungen auBerhalb der Fleischindustrie blieb hingegen bisher nur wenig erforscht
[Wolf et. al., 2006]. Dies verwundert, da Wursthillen aus Kollagen als die kommerziell am
erfolgreichsten Proteinfolien gelten [Embuscado et. al., 2009], [Han, 2005]. Es wird
geschétzt, dass ca. 80% aller Wursthullen aus tubuldren Kollagenfolien bestehen [Amin,
Ustunol, 2007], [American Meat Institute, 2000]. Neben seiner natirlichen Herkunft,
Erneuerbarkeit und biologischen Abbaubarkeit bietet Kollagen den Vorteil, dass es als
Beiprodukt der Leder-Produktion gut verfligbar, physiologisch unbedenklich und far die
Nahrungsmittelindustrie zugelassen ist [Yamada, 1995].

Als Grunde fur die Frage, warum das Potential dieses Materials bisher nicht starker
ausgeschopft wurde bzw. weitere Anwendungsfelder fir Kollagenfolien erschlossen wurden,
werden zwei spezifische Eigenschaften des Materials angesehen: Zum einen die Tatsache,
dass Kollagen, genauso wie andere Proteine, eine geringe Bestandigkeit gegentber Wasser
aufweist, zum anderen, dass Kollagenmassen aufgrund ihrer tripelhelicalen Struktur
hochviskos sind und sich daher nur schwer verarbeiten lassen. Die Verarbeitung wird
Uberdies auch noch durch die in den Suspensionen enthaltenen Fasern erschwert.

Bezlglich der erstgenannten Problematik gibt es zwar Studien, die sich mit dem Effekt der
Wasserabsorption auf mechanische Eigenschaften beschéftigen [Tanioka, et.al., 1973] oder
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die die Wasserldslichkeit von Kollagenfolien untersuchten [Amin, Ustuno, 2007], eine
Literaturrecherche zeigte jedoch, dass es keine Studie gibt, welche systematisch versuchte,
die Wasserbestandigkeit von Kollagenfolien zu erhéhen.

Bei einem Kontakt mit Wasser verdndern sich die Eigenschaften, was bis hin zur
vollstandigen Zerstérung der Folie fihren kann. Fir dieses Verhalten sind u.a. die
alkalischen Aminogruppen sowie die Hydroxyl- und Carboxylgruppen verantwortlich [Reich,
1966], [Kanagy, 1950]. Durch chemische oder physikalische Modifizierung ist es mdglich,
diese unterschiedlichen Seitengruppen der Aminosauren zu verandern und so die
Eigenschaften der Proteinfolien zu beeinflussen. Fir eine Erhéhung der
Wasserbestandigkeit durch eine inter- und intramolekulare Vernetzung kommen
unterschiedliche Agenzien in Betracht, wie z.B. Aldehyde [Rhim et. al., 1998], [Amin, Ustuno,
2007], [Galietta et. al., 1998] und Carbodiimide [Han, 2005]. Aber auch physikalische
Methoden wie die UV- [Embuscado et. al., 2009] und dehydrothermale Vernetzung [Amin,
Ustuno, 2007] wurden bereits angewendet. Angesichts dieser Tatsache verwundert es, dass
es keine publizierten Untersuchungen gibt, die sich gezielt mit der Erhéhung der
Wasserbestandigkeit von Kollagenfolien beschaftigen.

Aufgrund der zweiten genannten Problematik, der schwierigen Verarbeitbarkeit von
Kollagenmassen aufgrund ihrer hohen Viskositat, werden die meisten Kollagenfolien derzeit
durch Extrusion einer Kollagensuspension in ein neutralisierendes Koagulationsbad erzeugt
[Wang, Padua, 2003], [Krochta, 2002]. Auch GieBen und Tauchen sind denkbare
Herstellungsmethoden. Die Herstellung von Folien und Uberziigen aus nativem Kollagen
mittels einer Sprihapplikation wurde bisher jedoch noch nicht untersucht bzw. publiziert und
ist auch nicht Stand der Technik [Maser, 2010], Erk [2010]. Dies verwundert, da in vielen
Anwendungsbereichen eine Applikation der Kollagenmassen durch Spriihen diverse Vorteile
bieten wiirde. So ist zum Beispiel das Aufbringen von gleichmaBigen Uberziigen auf groBe
Geometrien nur mit Hilfe einer Sprihapplikation méglich.

Durch Kollagenfolien mit einer verbesserten Wasserbestandigkeit sowie einer neuartigen
Applikationstechnik kénnten neue Anwendungsgebiete erschlossen werden. Ein Beispiel fur
ein potentielles Anwendungsgebiet, in dem man nach neuartigen Lésungen als Alternative
zu den bisher eingesetzten synthetischen Folien sucht, ist die Konservierung des Lackes von
Neufahrzeugen fir den Zeitraum des Transportes vom Hersteller bis zum Kunden. Neben
einer Konservierung mit Wachs, die eine hohe Umweltbelastung beim Abwaschen mit sich
bringt, haben sich hierzu vor allem Polyolefinfolien durchgesetzt [Braess, Seiffert, 2007]. Die
Kosten fir das manuelle Aufkleben der Folien betragen rund 35-40 Euro pro Auto. Die Audi
AG wurde allein 120 Mitarbeiter in drei Schichten benétigen, um alle Fahrzeuge, die in
Ingolstadt produziert werden, abzukleben [Cordshagen, 2002], [Bartel, 2010]. Hinzu kommt
der hohe Arbeitsaufwand beim Abziehen der Folien, was Uberdies die Gefahr des
Verkratzens des Autolackes birgt. Eine sprihbare Folie, die mittels einer warmen
Enzymlésung wieder abgewaschen werden kann, wére hier die Lésung [Kunz, 2009].

Motivation fur die in dieser Dissertation dargestellten Untersuchungen war die Entwicklung
einer Kollagenfolie mit einer erhéhten Bestandigkeit gegenltber Wasser, die darlber hinaus
auch noch sprih-applizierbar ist. Als Anwendungsbeispiel wurde eine Transportschutzfolie
aus der Automobilindustrie gewahlt, da hier Interesse besteht, die derzeitigen Schutzfolien
durch natdrliche Alternativen zu ersetzen [Bartel, 2010]. Anhand des konkreten
Anwendungsbeispiels sollten die generierten Folien hinsichtlich ihrer chemischen und
mechanischen Eigenschaften mit einer konventionellen, mineral6lbasierenden Folie
verglichen werden.
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2 Zielsetzung, Methodik und struktureller Aufbau

In der Einleitung wurden potentielle Ursachen fir das nur eingeschrankte Anwendungsfeld
flr biologisch abbaubare Folien auf Basis von nativem Kollagen genannt. Daraus ergaben
sich zwei offene, wissenschaftliche Fragenstellungen. Als erstes stellte sich die Frage, in wie
weit durch eine Vernetzung Einfluss auf die Wasserbestandigkeit von Kollagenfolien
genommen werden kann. Dies kdénnte ein wichtiger Schritt hin zur ErschlieBung neuer
Anwendungsfelder auBerhalb der Fleischindustrie darstellen. Zum zweiten stellte sich die
Frage, ob es mdglich ist, Kollagenmassen auch mittels eines Spritzverfahrens zu
verarbeiten. Hierdurch wiirde u.a. die Erzeugung von Uberziigen ermdglicht, was ebenfalls
zur ErschlieBung neuer Anwendungsfelder fihren kdnnte.

Ubergeordnetes Ziel der vorliegenden Arbeit und der darin enthaltenen Publikationen war es,
einen Beitrag zur ErschlieBung neuer Anwendungsfelder fir Kollagenfolien auBerhalb der
Fleischindustrie zu finden. Hierzu sollte die Wasserbestandigkeit von Kollagen bzw.
Kollagenfolien verbessert bzw. neue Verarbeitungsmethoden neben dem bisher
dominierenden Extrusionsverfahren gefunden werden.

Thematisch bauen die im Rahmen der Dissertation erstellten Untersuchungen/Publikationen
wie folgt aufeinander auf:

Publikation 1: ,,Improving the water resistance of biodegradable collagen films*.

Anlass fir die unter diesem Titel verdéffentlichten Untersuchungen waren die nur geringe
Wasserbestandigkeit von Kollagenfolien sowie die als lickenhaft zu bezeichnende
Forschung hinsichtlich der gezielten Optimierung dieser Eigenschaft. Die Untersuchungen
widmeten sich der Evaluierung geeigneter MaBnahmen zur Erhéhung der
Wasserbestandigkeit von  Kollagenfolien unter Beibehaltung der biologischen
Kompostierbarkeit. Methodisch umfassten sie zun&chst die Bestimmung der durch den
Werkstoff Kollagen vorgegebenen Bestandigkeit von Kollagenfolien gegenliiber Wasser. Im
Folgenden wurden Méoglichkeiten zur gezielten Einflussnahme auf die Wasserbestandigkeit
auf Basis verschiedener Additive und Parameter beim Folienbildungsprozess evaluiert. Als
Werkzeug zur Beurteilung der Wasserbestandigkeit wurden zwei Verfahren ausgewahlt und
miteinander verglichen bzw. die Grenzen dieser Verfahren herausgearbeitet.

Publikation 2: “Preparation of bio-based films and coatings by spraying of native, fibrous and
viscous collagen suspensions”

Der zweite Abschnitt befasst sich mit der Sprihbarkeit von faserhaltigen, nativen und
viskosen Kollagensuspensionen. Die Entwicklung von neuen Verarbeitungstechnologien ist
einer der Schlissel zum Erfolg hinsichtlich der Substitution von herkédmmlichen,
synthetischen Kunststoffen durch biologisch abbaubare Materialien. Begriindet wird dies mit
den deutlichen Vorteilen, die Sprihapplikationen in vielen Bereichen mit sich bringen.
Aufgrund der relativ hohen Viskositat von Kollagensuspensionen und der darin enthaltenen
Fasern ist die Herstellung von Kollagenfolien bisher auf Extrusionsmethoden beschrankt.
Daher wurde die Sprihbarkeit von Kollagensuspensionen verschiedener Viskositaten und
Trockensubstanzgehalte mit unterschiedlichen Sprihgerdten und Disengeometrien
untersucht.
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Publikation 3: ,, Physical and chemical properties of a packaging film based on collagen for
non-food applications - A Comparison with a Conventional Plastic”

SchlieBlich wurden Kollagenfolien anhand der gewonnen Erkenntnisse mit einer optimierten
Rezeptur hergestellt. An einem konkreten Anwendungsbeispiel wurde lhre Eignung zur
Konservierung von Neufahrzeugen getestet und mit herkdmmlichen Kunststofffolien
verglichen. Hierzu wurden zunachst die Anforderungen an Folien bei der Endkonservierung
von Neufahrzeugen in der Automobilindustrie sowie die derzeit eingesetzten
Konservierungsmethoden herausgearbeitet. Die hergestellten Kollagenfolien wurden
hinsichtlich ihrer chemischen und physikalischen Eigenschaften anhand von DIN-
Prifmethoden untersucht. Die Ergebnisse der Charakterisierung der Kollagenfolien, sowie
einer auf die gleiche Weise charakterisierten erddlbasierenden Kunststofffolie aus dem
Transportschutz fir Automobile, sind Bestandteil der dritten Publikation.

AbschlieBend werden die in den einzelnen Publikationen erhaltenen Ergebnisse
Ubergreifend diskutiert und weitere Moéglichkeiten zur Erreichung des Ubergeordneten Ziels
vorgeschlagen sowie Perspektiven fir weitere Arbeiten gegeben.
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3 Stand des Wissens

Die Forderung nach biologischer Abbaubarkeit in ungiftige Endprodukte auf der einen Seite
sowie die Verknappung der Erdélressourcen und die steigenden Abfallmengen auf der
anderen Seite fUhren dazu, dass der Verpackungsfolien-Markt nach Alternativen zu
herkdmmlichen, synthetischen Kunststoffen sucht. Man rechnet damit, dass rund 90% der
aus Ol bzw. Gas hergestellten Kunststoffe auf erneuerbare Rohstoffe umgestellt werden
kénnten [European Bioplastics, 2010]. Kunststoffe auf Basis nachwachsender Rohstoffe
bezeichnet man als Biokunststoffe. Eine allgemein anerkannte Definition des Begriffs
Biokunststoff existiert jedoch nicht. Die European Bioplastics unterscheiden zwei
Biokunststoff-Klassen [European Bioplastics, 2010]:

1. Kunststoffe, die auf Basis nachwachsender Rohstoffe hergestellt werden, aber nicht
notwendigerweise biologisch abbaubar bzw. kompostierbar sein missen. Der Anteil an
nachwachsenden Rohstoffen muss dabei mindestens 20 % betragen.

2. Alle nach EN 13432 / EN 14995 biologisch abbaubaren Kunststoffe, wobei die
Abbaubarkeit von vollstdndig bis schwer abbaubar reichen kann. Diese Definition schliet
auch bestimmte biologisch abbaubare, erdélbasierende Kunststoffe ein.

Als alternative Rohstoffbasis fir die Produktion von Verpackungsfolien neben fossilen
Rohstoffen kénnen chemisch auf Basis von erneuerbaren Ressourcen synthetisierte oder
aber durch Mikroorganismen produzierte Substanzen sowie direkt extrahierbare Substanzen
(Polysaccharide, Lipide oder Proteine pflanzlicher, mikrobieller oder tierischer Herkunft)
genutzt werden (s. Abb. 1) [Warken-Kopatz, 2007] [Schneider et. al., 2005].

Fossile
Rohstoffe
b mlkrob.lell Syn.thetl-
produziert siert
| | A 4 ! | I I
Poly-
saccha- Lipide Proteine Makr9 PHA Poly Kohle
o molekile lactate
LIUC
| ey | | | |
. . pflanz- Kaut- Bakter.

Starke tierisch lich chuk Cellulose Polyester Erdgas
| | | | | |
Cellulose Kollagen Zein Lignin Xanthan Erdol

| | |
Chitin/ )
) Gelatine Soya
Chitosan
| |
Casein Gluten

Abbildung 1: Rohstoffe fir die Biokunststoffproduktion [nach European Bioplastics, 2010]
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Am Markt gibt es Biokunststoffe [European Bioplastics, 2010], die sich weder von ihren
Gebrauchseigenschaften noch von ihrem Aussehen von den Mineral6l-basierenden
Massenkunststoffen (Polyethylen, Polypropylen oder Polystyrol) unterscheiden. Ilhre
technischen Eigenschaften kdnnen sich stark voneinander unterscheiden. Im
Verpackungssektor, so die Studie weiter, sind bereits kompostierbare Bioabfallbeutel aus
Polymilchs&ure oder Starke verbreitet, im medizinischen Bereich sind vor allem Implantate
und Operationsmaterial zu nennen, im Garten- und Landschaftsbau bieten Biokunststoffe
durch ihre Kompostierbarkeit einen Mehrwert gegentber herkdémmlichen Materialien, wo
hingegen die industrielle Nutzung von Proteinen bisher hauptsachlich auf die
Lebensmittelindustrie konzentriert ist [European Bioplastics, 2010].

3.1 Das Biopolymer Kollagen

Eine Rohstoffgruppe mit stark wachsendem wissenschaftlichem und wirtschaftlichem
Interesse stellen die Proteine dar. Welches Potential dabei das Protein Kollagen mit sich
bringt, soll im Folgenden naher erlautert werden.

3.1.1 Vorkommen und Struktur

Kollagen ist der wichtigste Faserbestandteil von Haut, Knochen, Sehnen, Knorpel,
BlutgefaBen und Zahnen [Abke, 2003], [Stryer, 1990], [Nimni, 1995], [Bailey, Paul, 1998]. Es
gibt mehr als 25 verschiedene Arten von Kollagenen [Reich, 1966], [Maser, 2010]. Die
Grundstruktureinheit des Kollagens, das Tropokollagen, besteht aus einer dreistrangigen
Helix, die sich aus drei alpha-helikalen Peptidketten etwa gleicher Gr6Be zusammensetzt.
Tropokollagen ist ein Stdbchenmolekil von etwa 300 nm Lange und einer Dicke von etwa
1,5 nm. Die Zusammensetzung hangt vom Typ des Kollagens ab. Das in der Arbeit
verwendete Kollagen des Typs 1 besteht aus zwei unterschiedlichen Ketten, von denen eine
doppelt vorhanden ist. Die Ketten setzen sich aus 20 Uber Peptidbindungen verknupfte,
natirlich vorkommende Aminosduren mit unterschiedlichen Seitengruppen (hydrophil,
hydrophob, neutral, aromatisch) zusammen (siehe Abb. 2). Diese Aminosauren spielen eine
entscheidende Rolle bei der Vernetzung von Kollagenmolekilen (siehe hierzu Kapitel 3.2).
Die Reihenfolge der Aminosduren bezeichnet man als Sequenz (Priméarstruktur).
Charakteristisch fir das Kollagenmolekil ist der hohe Anteil an Glycin (an jeder dritten
Stelle) und Prolin sowie das Vorkommen von Hydroxyprolin und Hydroxylysin in der
Aminosauresequenz (siehe Abb. 1) [Reich, 1966]. Der hohe Anteil an der Aminosaure Glycin
(fast ein Drittel) begrindet u.a. die kompakte Struktur des Kollagens. Aufgrund
unterschiedlicher Anziehungskréfte und Bindungen (Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
Carbonylsauerstoff einer Peptidbindung und Aminogruppe einer um 4 Positionen entfernten
Peptidbindung) bildet sich aus dieser Primarstruktur die Sekundérstruktur (a-Helix) (s. Abb.
3). Drei dieser a-Helices winden sich umeinander und bilden die sogenannte Triple-Helix
(Tertiarstruktur). Diese wird durch die Ausbildung von kovalenten und nicht-kovalenten
Bindungen (Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den peptidischen CO- und NH-
Gruppen, hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen) stabilisiert (s. Abb. 3).
SchlieBlich kommt es zur Ausbildung der Quartérstruktur aufgrund von Wechselwirkungen
zwischen Proteinmolekilen (s. Abb. 3 und 4) [Damodaran, 1997]. Die Ubergeordnete
Struktureinheit des Kollagens, die Kollagenfaser oder Kollagenfibrille entsteht dabei aus
13



vielen Tropokollagenmolekulen durch eine gestaffelte Anordnung, wie sie in Abbildung 1 zu
sehen ist. In einer Reihe sind die einzelnen Molekile durch 40 nm breite Licken
voneinander getrennt und zur benachbarten Reihe um 68 nm versetzt, was zu den
charakteristischen Querstreifen fihrt [Abke, 2003], [Stryer, 1990], [Nimni, 1995], [Bailey,
Paul, 1998].

Aminosauren mithydrophobenResten

O CHy 0 0 CH, NH, 0
H ‘_CH
|—|0)K(J\CHJ HOJH/\( o Hokl/vc s HSC\S/\)\H/OH HO
NH, NH; CH; NH; o) NH;
Valin (Val) Leucin (Leu) Isoleucin (lle) Methionin (Met) Phenylalanin (Phe)

Aminoséauren mit hydrophilen Resten

0 NH; . NH,
NH, NH, NH, o] NH 0
Asparagin (Asn) Glutamln (Glu) Histidin (His) Lysin (Lys) Arginin (Arg)
Basische Aminosauren
0 o 0 OH
NH, OH NH, NH,
Asparaginséure (Asp) Glutammsaure (Glu) Cystein (Cys) Serin (Ser) Threonln (Thr)
Saure Aminosé&uren 0
Neutrale Aminosauren
Tyrosm (Tyr Tryptophan
0 0 0]
,MYCH3 )H/\> HL Aromatische Aminoséuren
HO HO™ Y OH
NH, HN NH,
Alanin (Ala) Prolin (Pro) Glycin (Gly)

Abbildung 2: natlrlich vorkommende Aminosduren mit ihren charakteristischen Seitenketten,
die bei der natirlichen und kinstlichen Vernetzung genutzt werden (nach [www.zum.de,
2012])

Neben den Wasserstoffbriickenbindungen erfolgt bei den Kollagenfasern eine zuséatzliche
Stabilisierung durch kovalente Quervernetzungen, die nach der Zusammenlagerung der
Tropokollagenmolekiile gebildet werden (s. Abb. 3) [Abke, 2003], [Stryer, 1990], [Nimni,
1995], [Bailey, Paul, 1998]. Die resultierenden chemischen Strukturen sind in Abbildung 3
und 4 dargestellt [Abke, 2003], [Stryer, 1990], [Nimni, 1995], [Bailey, Paul, 1998].

Ab einer bestimmten Temperatur beginnen die Bindungen aufzubrechen und aus den
stdbchenférmigen Molekilen entstehen ungeordnete Knauel. Man bezeichnet die
Temperatur, bei der 50 % der Struktur zerstért ist, als Schmelztemperatur Tm oder
Denaturierungstemperatur [Abke, 2003], [Maser, 2010], [Stryer, 1990], [Nimni, 1995], [Bailey,
Paul, 1998].
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Abbildung 3: Kollagenstruktur: Ausbildung von Bindungen und Interaktionen (nach [Zhang,
Zeng, 2008], [Frohberg, 2010], [Zeeman, 1998], [Friess, 1997], [www.unifr.ch, 2012])

Glycin
f"‘i')T_
ey I
Hydroxyprolin ‘:_ I Aminosaure-

o sequenz Eg“ige"*
s
HN
’_C O--
Wasserstoffbrickenbindungen Tripelhelix
(Protofibrille)
&
o-Cc H
Com
HN Cxo
/{3:0 N ,
HaMN NH
O=C_

elektrostatische Wechselwirkungen

Kollagen-
| mikrofibrille

Abbildung 4: Kollagenstruktur [Fehlberg, 2009]
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3.1.2 Kollagenmassen-Herstellung

Kollagengrundmassen kénnen gebrauchsfertig von der Firma Naturin bezogen werden.
Diese Massen haben folgende Aufbereitungsschritte durchlaufen: zunachst werden die
Haute im Schlachthof von den Tierkérpern abgezogen. In der Gerberei werden die Haute
enthaart, dabei wird die Rinderhaut zur sogenannten ,Bl6Be”“. AuBerdem findet dort ein
mechanisches Spalten der Bl6Be in ihrer Flache in den haarseitigen Narbenspalt und den
fleischseitigen Fleischspalt (Abb. 5) statt. Ersterer wird in der Lederindustrie
weiterverarbeitet, letzterer geht nach einer Prifung durch einen Veterinar Gberwiegend in die
Lebensmittelindustrie zur Gelatine bzw. Kollagen-Wursthlllenherstellung. Fir die
Woursthlllenherstellung wird der Spalt zundchst gewaschen. Es folgt ein alkalischer
Aufschluss mit Natronlauge von 16 h bis 1 Woche. Durch die anschlieBende Sauerung mit
HCl (auch andere Sauerungen mit Milch- bzw. Phosphorsdure sind mdéglich) wird der
Hautaufschluss abgebrochen und der pH-Wert auf ca. pH 3 eingestellt. Bei dem
resultierenden Material spricht man von ,Schwarten“. Darauf folgt eine mechanische
Zerkleinerung (siehe Abb. 6) sowie das Einstellen eines definierten Trockenstoffgehaltes
(siehe Abb. 8) und Zugeben von Zusatzstoffen, wie z.B. Glycerin als Feuchthaltemittel
[Maser, 1996].

Abbildung 5 bis 8: Rinderspalt, gewolfte Masse TK = 12%), Demonstration der
Faserstruktur, Kollagengrundmasse mit eingestelltem TK [Naturin, 2010]

R

Das aufbereitete Material ist ein viskoelastisches Gel mit faserigen Bestandteilen (siehe Abb.
7), das die Zahigkeit eines Teiges oder eines dinnflissigen Sirups hat und weitestgehend
aus nativem (intakte Tripelhelixstruktur) Kollagen besteht. Die Farbe ist weiBlich-opak. Das
Material wird zu Folien extrudiert und getrocknet [Maser, 1996].

3.1.3 Abgrenzung Kollagen — Gelatine

Prinzipiell ist es schwierig, zwischen ,sehr weit aufgeschlossenem* Kollagen und Gelatine zu
unterscheiden. Von Gelatine spricht man bei denaturiertem bzw. hydrolysiertem Kollagen. Je
nach Herstellungsverfahren unterscheidet man zwischen Gelatine vom Typ A bzw. B.
Waéhrend flr die Herstellung von Gelatine des Typs B ca. 4-monate lang Kollagenspalt in 1
%-iger NaOH aufgeschlossen wird und sich daran das sogenannte "Sudkochen" und
Extraktion bei Temperaturen zwischen 50 und 100 °C anschlieBen, wird bei der Aufbereitung
von Kollagenmassen die Temperatur immer unter 30 °C gehalten und der Aufschlussprozess
dauert nur 16 h bis max. 1 Woche. Das so behandelte Kollagen gilt als weitgehend nativ, da
die tripelhelikale Struktur weitgehend (wenn auch wahrscheinlich nicht zu 100 %) erhalten ist
[Maser, 2010].

Aus den unterschiedlichen Aufbereitungsschritten ergeben sich die folgenden Unterschiede
[Maser, 2010]: Uber die oben beschriebene Hydrolyse des Kollagens entsteht Gelatine, ein
heterogenes Gemisch aus Proteinfraktionen mit einem Molekulargewicht von ca. 15.000—
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250.000 g/mol [Falbe, Regnitz, 1989-1992]. Man unterscheidet ,hochbloomige" von
"niederbloomigen” Gelatinen, erstere kénnen noch Tropokollagen-Molekile enthalten, wobei
fraglich ist, inwieweit die Tripelhelix in diesen Trimeren noch Uber den gesamten Bereich
intakt ist [Maser, 2010].

Gelatinen sind in warmem Wasser I6slich, wahrenddessen intaktes Rinderhautkollagen sich
weder in warmem Wasser noch in irgendeinem anderen L&sungsmittel unzerstért |6sen
lasst. Vor allem bei junger Haut gibt es allerdings doch geringe l6sliche Anteile, die mit
zunehmendem Alter aufgrund fortschreitender Quervernetzung immer weniger werden. In
heiBem Wasser wird es allmahlich zerstért und vollzieht den Ubergang zur Gelatine.
Aufgrund  der  Unléslichkeit des  Kollagens lasst sich  keine  klassische
Molekulargewichtsbestimmung durchfihren und man spricht von Suspensionen anstelle von
Lésungen [Maser, 2010].

Im Bezug auf die Wursthdllen bietet Kollagen durch die Kollagenfasern einer Art Armierung,
die zu einer guten mechanischen Festigkeit der Folien fihrt. Dies lasst sich auch mit Hilfe
einer kunstlichen Quervernetzung mit Gelatinen nicht erreichen, weswegen bei der
Woursthlllen-Herstellung keine Gelatine zum Einsatz kommt. AuBerdem hat Kollagen eine
wesentlich héhere hydrothermale Stabilitdt, so dass es sogar Brihprozesse Ubersteht
[Maser, 2010]. Ein weiterer Unterschied besteht in der schlechteren mikrobiellen
Angreifbarkeit von Kollagen bedingt durch die intakte tripelhelikale Struktur.

3.1.4 Stand der Technik

Neben der Verarbeitung von Kollagen bei der Lederherstellung [Abke, 2003] wird Kollagen
als Rohstoff fur die Herstellung von Woursthillen, Klebstoffen und Gelatineprodukten
eingesetzt. Zunehmend wird es auch fir biomedizinische Produkte und in der Medizin als
chirurgisches Nahtmaterial, Transplantationsmaterial bzw. in Form von Schwammgebilden
bei der Wundabdeckung und Kosmetika [Braumer, 1974], [Ponten, Nordgaard, 1976], [Abke,
2003], [Nimni, 1995], [Li, 1993], [Henry et. al., 2007], [Hsiu-Ho et. al., 2010] angewendet.
Schwerpunkt ist aber seit den 1920er Jahren die Herstellung von Lebensmitteln,
insbesondere essbarer Folien fir die Verpackung von Fleischprodukten [Krochta, De Mulder,
1997], [Chvapil, 1977]. Seit den 1960ern gibt es essbare Kollageniberziige [Grennadios,
2002], die in tubularer Form als ,Wursthille® (Abb. 9) oder als Flachfolie (Abb. 10) bei der
Herstellung von gekochtem Schinken im Netz genutzt werden [Naturin, 2010], [Fabryka
Oslonek, 2010].

Abbildung 9 und 10: Kollagenfolien als Wursthillen [Naturin, 2010] und fir die
Schinkenherstellung
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3.2 Vernetzung von Kollagen - Einfluss auf die Wasserbestandigkeit

Kollagen weist eine hohe Affinitdt zu Wasser auf [Yamada et. al. 1995]. Bei einem Kontakt
nimmt Kollagen das Wasser in Form von gebundenem Wasser (Kristallwasser) und Kapillar-
Wasser auf [Hamaguchp et. al., 2003]. Durch die Wasseraufnahme verandern sich die
Eigenschaften von aus Kollagen hergestellten Folien, was bis zur vollstandigen Zerstérung
der Folien fihren kann. Verantwortlich fir dieses Verhalten sind basische Aminogruppen und
Hydroxylgruppen sowie Carboxylgruppen (siehe Abb. 2) [Reich, 1966], [Kanagy, 1950].

In der Literatur werden unterschiedliche Begriffe flir das Verhalten von Kollagen bei Kontakt
mit Wasser verwendet, wie z. B. Wasserbestandigkeit [Hamaguchp et. al., 2003], [Pena et.
al., 2010], Wasserlgslichkeit [Sothornvit et. al., 1985], [Kim et. al., 2001], Galietta et. al.,
1998], Wasserabsorption [Tanioka et. al., 1973], [Reich, 1966], Wasser-AbstoBung
[Sothornvit et. al., 1985] oder Wasser-Permeabilitdt [Pena et. al., 2010], Pol et. al., 2002],
[Liu et. al., 2006], [Sobral et. al., 2001], die darlber hinaus oftmals nicht klar definiert werden.
In dieser Arbeit wurde daher der Begriff Wasserbestandigkeit wie folgt definiert:

Die Wasserbestéandigkeit ist die Eigenschaft von Folien und Filmen, sich bei Beriihrung mit
Wasser nicht oder nur zu einem bestimmten Prozentsatz aufzuldsen.

Tanioka et. al. (1973) haben den Effekt der Wasserabsorption auf die mechanischen
Eigenschaften bzw. Amin und Ustunol (2007) die Léslichkeit von Kollagenfolien untersucht.
Pukhova et. al. (1978) erforschten den Einfluss von Cr,O3; auf die Wasserbestandigkeit von
Kollagenfasern wahrend des Spinn-Prozesses. Forschungsarbeiten mit dem Ziel einer
systematischen Erhdhung der Wasserbestandigkeit von Kollagenfolien existieren jedoch
nicht.

Neben einer Erh6hung der Wasserbestandigkeit von Proteinfolien Uber das Einarbeiten von
hydrophoben Materialien [Kim, Ustunol, 2001], wie z.B. Olivendl [Liu et.al., 2006] und das
Coating mit Zein [Pol et.al., 2002] kann vor allem durch unterschiedliche chemische oder
physikalische Modifizierungen, basierend auf den verschiedenen Aminosduren mit
unterschiedlichen Seitengruppen (siehe Abbildung 2 und 3) Einfluss auf die Eigenschaften,
wie die Affinitat zu Wasser, genommen werden.

FOr eine Erhdéhung der Wasserbestandigkeit durch eine inter- und intramolekulare
Vernetzung kommen unterschiedliche Agenzien in Betracht, wie z.B. Aldehyde [Rhim et. al,
1998], [Embuscado, Huber, 2009], [Amin, Ustunol, 2007], [Galietta et. al., 1998] und
Carbodiimide [Han, 2005]. Durch diese Reagenzien kommt es zur Ausbildung eines
dreidimensionalen Netzwerks aufgrund kovalenter Bricken zwischen den Proteinketten.
Aber auch physikalische Methoden wie die UV- [Embuscado, Huber, 2009] und
dehydrothermale Vernetzung [Amin, Ustunol, 2007] werden zur Erzeugung von kunstlichen
Vernetzungen angewendet. Diese flhren jedoch zu weniger stabilen Bindungen [Stachel et.
al., 2010].
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3.2.1 Bildung von Vernetzungen auf natirlichem Wege

Bei einer Vernetzung auf natirlichem Wege wandelt das Enzym Lysyloxidase bestimmte
Aminogruppen (Lysin, Hydroxylysin) des Kollagenmolekils in Aldehydgruppen (s. Abb. 11)
um [Kling, 2009].

1 0
. HN—CHCH—___ oo
CH, CH._
Lysin '{DH; Lysyloxidase CHZ
CH; - ':I:Hz
CH. .
ﬁJH; H/G\“‘.:;.

Abbildung 11: Umwandlung von Lysin-Amino- in Aldehydgruppen durch Lysyloxidase (nach
[Kling, 2009])

Die Lysin- und Hydroxylysin-Reste reagieren entweder a) mit e-Aminogruppen von
Aminosauren unter Aldiminbildung (intermolekular) oder b) spontan mit benachbarten
Aldehydgruppen in einer Aldolkondensation (intramolekular) (siehe Abb. 3) [Hollmach, 2000],
[Stryer, 1990], [Patent DE68927525T2, 1997].

a) Aldiminbildung

Intermolekulare Vernetzungen werden zwischen peptidgebundenen Aldehyden und
Aminogruppen anderer Lysin- und Hydroxylysin-Reste gebildet (s. Abb. 3 und 12). Die
Quervernetzung fihrt zur Bildung von unléslichem Kollagen (unterhalb von Temperaturen
von 80°C) [Fehlberg, 2010], [Maser, 2010].
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Abbildung 12: Vereinfachte Darstellung der Aldiminbildung (nach [Kling, 2009])
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b) Aldolkondensation

Zunachst findet eine oxidative Desaminierung von Lysin- und Hydroxylysin-Resten zu
peptidgebundenen Aldehyden statt. Die tatsachliche Vernetzungen erfolgt spontan Gber eine
nicht-enzymatische Aldol-Kondensation, bei der die Lysin-Reste, zu Aldehyden umgewandelt
werden (s. Abb. 3 und 13) ) [Hollmach, 2000], [Stryer, 1990], [Patent DE68927525T2, 1997].

Lysin oder Hydroxylysin
HC nH H H, H, CH_
z 2 2 o .C ;o2
HC—C - L - ANH_ H_N C G -C\H
." - ™ L “
H.C 0n H, Hy ‘cH,

Lysinoxidase

Allysin
HC 4 H H, H, CH,
Hc—c™  .C* -0 .. _C _. .C'-CH
/ ~C Z Cj;c” ~C \
H.C 5 H - H M,

{ Aldolkondensation

Allysinaldol
HEC‘GH g g; g; CH,
/ ~c~ ~c'3=c3_c 7 ~C -CH
}tc H_ |l H H
: 2 L. 2 CH
0~ ™H |

Abbildung 13: Nattrliche Quervernetzungen im Kollagen, intramolekular (nach [Abke, 2003],
[Nimni, 1995], [Li, 1993])

Waéhrend in vielen anderen Proteinen Uber Disulfid-Bricken kovalente Verbindungen
entstehen sind im Kollagen Lysin- und Histidin-Reste kovalent miteinander verknUpft. Durch
die Reaktion von Allysin mit Histidin (s. Abb. 15) kénnen bis zu vier Seitenketten kovalent
miteinander verbunden werden (s. Abb. 14). Diese Verknilpfungen treten besonders haufig
an den Enden der Kollagen-Molekile auf [www.chemgapedia.de, 2010].
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Abbildung 14: Die kovalenten Verkntpfungen im Collagen [www.chemgapedia.de, 2010]

3.2.2 Bildung von Vernetzungen auf kiinstlichem Wege

Im Falle eines Kontakts der Folien mit Feuchtigkeit in Form von Regen, Schnee, Hagel,
Nebel oder Luftfeuchtigkeit wird das Wasser teils chemisch als Hydratwasser und teils
kapillar als Kapillarwasser [Hamaguchp et. al., 2003] aufgenommen, wodurch sich die
Eigenschaften der Folien andern und die Folie als solche vollstéandig zerstért werden kann
[Audic, Chaufer, 2010]. Mit dieser Zerstérung geht sogleich die Schutzwirkung der Folien
verloren.

Fir die Hydrophilie des Roh-Kollagens sind basische Aminogruppen sowie Carboxyl- und
Hydroxylgruppen verantwortlich (siehe Abb. 2) [Reich, 1966], [Kanagy, 1950]. Gerade diese
unterschiedlichen Seitengruppen kénnen jedoch dazu genutzt werden, Uber chemische,
physikalische oder enzymatische Vernetzungsverfahren die Wasserbestandigkeit  zu
verbessern [Reich, 1966], [Audic, Chaufer, 2010], [Rhim et. al., 1998], [Embuscado, Huber,
2009]. Letzteres Verfahren konnte jedoch bisher nur bei partiell oder vollstéandig
denaturiertem Kollagen erfolgreich angewendet werden [Stachel et al., 2010].

In der recherchierten Literatur existieren keine vergleichenden Untersuchungen gangiger
Quervernetzungsmethoden  fir  Kollagen  mit  identischen  Bedingungen  und
Ausgangsmaterialien, deren Fokus darlber hinaus auf der Erhéhung der
Wasserbestandigkeit liegt [Abke, 2003].

Die den unterschiedlichen Vernetzungsverfahren zugrunde liegenden
Reaktionsmechanismen sollen in den folgenden Abschnitten dargestellt werden.
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3.2.2.1 Vernetzung von Kollagen durch physikalische Methoden

Zu den physikalischen Vernetzungsverfahren zahlen [Abke, 2003], [Khor, 1997], [Bubnis,
Ofner, 1992], [Weadock et.al., 1995]:

a) Vernetzung durch ionisierende Strahlung
b) Vernetzung durch UV-Strahlung (254 nm)
c) Thermische Vernetzung (Dehydrothermalverfahren) bei 100-110°C unter Vakuum

Zu a) lonisierende Strahlung

Die Folgen ionisierender Strahlung sind zum einen Vernetzungen von Imin- und
Aldolbindungen aufgrund einer oxidativen Desaminierung, sowie die Bildung freier Radikale,
die kovalente Brlicken erzeugen kénnen. Bei zu hoher Energiezufuhr kann es zu Hydrolyse-
oder Denaturierungseffekten kommen [Ganieu, 1998].

Zu b) UV-Strahlung

Durch die UV-Strahlung werden in den aromatischen Resten von Phenylalanin und Tyrosin
(siehe Abb. 2), (Aminosauren, die nur selten im Kollagen vorkommen) freie Radikale
gebildet, die untereinander zu Quervernetzungen abreagieren. Diese Reaktion lauft sehr
schnellt ab. Es besteht die Gefahr der Fragmentierung [Abke, 2003], [Khor, 1997], [Bubnis,
Ofner, 1992], [Weadock et.al., 1995]

Zu c) Temperatur

Genau genommen wird die dehydrothermale Vernetzung von chemischen Reaktionen
begleitet. Beim Dehydrothermalverfahren wird dem Kollagen unter Vakuum bei erhéhter
Temperatur Wasser entzogen. Dadurch entstehen aus freien Carbonsauren und
Aminogruppen neue Amidbindungen, die zu einer Stabilisierung des Molekils fihren. Um
eine vollstandige Umsetzung zu erreichen ist allerdings eine Reaktionszeit von mehreren
Tagen notwendig [Abke, 2003], [Khor, 1997], [Bubnis, Ofner, 1992], [Weadock et.al., 1995],
[Weadock et. al, 1983-1984].

Eine alternative Route wird in der Bildung von Lysinoalanin durch Addition der e-
Aminogruppe eines Lysylrestes an die Doppelbindung von Dehydroalanin, das wiederum
zuvor durch Wasserabspaltung aus Serin entstanden ist, gesehen. Es gibt aber auch
Hinweise auf andere Mechanismen [Kopp, et al, 1989], [Gorham, et al, 1992]. Etwa 745 der
3156 Reste des Kollagenmolekils sind an diesen Reaktionen beteiligt [Weadock et. al.,
1983-84].

Bewertung:

Vorteil der physikalischen Vernetzung ist vor allem, dass keine physiologisch bedenklichen
Substanzen eingesetzt werden [Abke, 2003], [Khor, 1997], [Bubnis, Ofner, 1992], [Weadock
et.al., 1995]. Makroskopisch kommt es dabei zu einer Zunahme der mechanischen Festigkeit
und einer verbesserten hydrothermalen Besténdigkeit. Bei falscher Prozessfiihrung kann es
jedoch auch zu Hydrolyse- Denaturierungs- und Fragmentierungseffekten kommen [Maser,
2010], [Ganieu, 1998], [Abke, 2003]. Wahrend Vernetzungsreaktionen mittel Strahlung sehr
schnell ablaufen, sind bei dem Dehydrothermalverfahren lange Reaktionszeiten erforderlich.
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3.2.2.2 Chemische Vernetzung von Kollagen

Angriffspunkt fir die meisten chemischen Vernetzungen (inter- und intramolekulare
Vernetzungen) sind die e-Aminogruppen der Lysin- und Hydroxylysinreste (s. Abb. 16a) und
die Carboxylgruppen der Asparagin- (s. Abb. 16b) und Glutaminsaure (s. Abb. 16c) [Abke,
2003].
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Abbildung 16 a-c: Hydroxylysin Asparaginsaure Glutaminséure

Eine chemische Vernetzung kann dabei durch folgende Reagenzien erfolgen:

a) Reagenzien, die eine Bindung zwischen zwei freien Aminogruppen oder auch Amid-
oder Guanidinogruppen ermdglichen. Zu diesen Reagenzien gehéren Aldehyde.
Meist werden zwei Aminogruppen oder eine Amino- und eine Amidgruppe
miteinander Uber unterschiedlich lange Briicken des im Polypeptid verbleibenden
Vernetzers verknUpft [Renner, 2003], [Abke, 2003], [Khor, 1996].

b) Reagenzien, die durch Aktivierung der freien Carboxylgruppen zu einer Neubildung
von Amidbindungen fihren (z.B. Carbodiimide)

c) Reagenzien, die durch eine Komplexbildung mit den Carboxylgruppen des Kollagens
eine Vernetzung bewirken (z.B. Gerben mit Chrom-(lll)-Salzen).

Zu a ) Reagenzien, die eine Bindung zwischen zwei freien Aminogruppen ermoglichen

Primar verantwortlich fir die Vernetzung von Kollagen mit Aldehyden sind die freien Lysin-¢-
Amino-Gruppen, die zur Bildung von Schiff’ "schen Basen (Aldimin-Vernetzungen, s. Abb. 11)
fihren, neben anderen Bindungen mit untergeordneter Relevanz [Marquie’, 2001], [Kling,
2009], [Patent DE68927525T2, 1997]. Die Vernetzung von Kollagen mit Aldehyden wurde in
der Literatur bereits vielfach beschrieben. Bowes und Cater vernetzten z.B. Kollagen mit
Formaldehyd, Glyoxal und Glutaraldehyd. Aldehyde werden dartber hinaus erfolgreich zur
Vernetzung anderer Proteine eingesetzt, wie z.B. Gluten [Micard et. al., 2000], und
Molkenprotein [Galietta et al. 1998]. Bowes und Cater [1968] beobachteten Unterschiede
hinsichtlich der Anzahl und Stabilitdt der eingeflhrten Bindungen bei der Vernetzung von
Kollagen mit den genannten Aldehyden unter optimalen pH-, Konzentrations- und
Temperaturbedingungen [Bowes, Cater, 1968], [Tibbet et. al., 2004].

Formaldehyd (Aldehyd)

Formaldehyd ist das am langsten verwendete und bekannteste Reagenz zur Vernetzung von
Kollagen [Khor, 1996]. Es reagiert als Methylenglycol (Formaldehyd in Wasser) Lysin-
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unspezifisch [Marquie’, 2001] mit einem freien Amin des Kollagens (siehe Abb. 2 und 3) zu
Kollagen-Imin und dann weiter mit einem Amid oder einem weiteren Amin. Es verbleibt eine
C1-Briicke im Polypeptid (siehe Abb. 17). Die Vernetzung verlauft sehr langsam (Tage) und
resultiert in instabilen, teilweise reversiblen VerknUpfungen [Renner, 2004], [Khor, 1996].
Bedino [2003] beobachtete eine steigende Reaktivitdt des Formaldehyds mit sinkendem pH-
Wert, vor allem bei pH-Werten von 6,5 oder weniger.
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Abbildung 17: Vernetzung von Kollagen mit Formaldehyd [Maser, 2010]

Glutaraldehyd und Glyoxal (Dialdehyde)

Dialdehyde wie Glyoxal und Glutaraldehyd verknipfen zwei freie Aminogruppen (siehe Abb.
2 und 3) durch Bildung einer Schiff'schen Base Uber unterschiedlich lange
Kohlenstoffbriicken (C-Briicken). Im Fall des sehr reaktiven Glutaraldehyds entsteht dabei
eine C5-Bricke [Naumburger, 2007] [Abke, 2003]. Die Vernetzung erfolgt sehr schnell
innerhalb von Minuten bis wenigen Stunden.

Rein theoretisch existieren etwa siebenmal mehr Méglichkeiten zur Bildung von
Amidbindungen als fur die Verknipfung von zwei Aminoguppen [Abke, 2003], [Gendler et.al.,
1984], [Moczar et.al., 1994], [Wiebe et.al., 1988]. Dennoch ist Glutaraldehyd (GA) der
wichtigste und am haufigsten eingesetzte Vernetzer. Obwohl es in wéassrigen Lésungen
meist nicht als Monomer vorliegt, sondern zu unterschiedlich langen Ketten polymerisiert,
bleibt die Reaktionsfahigkeit bei. Dadurch kdnnen weiter voneinander entfernte
Aminogruppen verknupft werden, es besteht aber auch die Gefahr einer Hydrolyse [Abke,
2003], [Gendler et.al., 1984], [Moczar et.al., 1994], [Wiebe et.al., 1988]. Im Folgenden sind
die Reaktionen stark vereinfacht dargestellt. Aufgrund der Reaktion als Oligomer gibt es
eine Reihe weiterer Reaktionsmdglichkeiten zwischen den e-NH,-Gruppen von Lysin-Resten
und den CHO-Gruppen des Glutaraldehyds (siehe Abb. 18). Der Reaktionsmechanismus ist
dabei stark von der Konzentration an Gilutaraldehyd abh&ngig. Cheung und Nimni
beobachtete die Bildung von intramolekularen Bindungen bei geringen Gilutaraldehyd-
Konzentrationen wéahrend hdhere Konzentrationen aufgrund der langen Glutaraldehyd-
Polymerketten zur Bildung von intermolekularen Bindungen fihren. Die langen Ketten sind
nicht oder nur sehr langsam in der Lage, in das Material einzudringen, wodurch nur die
Oberflache vernetzt werden kann [Cheung, Nimni, 1982], [Weadock et. al, 1983-1984].
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KolkNHz + _C._ .C _ .C_ 4+ NHz-Koll —— Koll-N Co .C0 _ N-Kaol
H” ™>c ™ ¢ ™H

H

. < 2

Abbildung 18: Kovalente Quervernetzung durch Glutaraldehyd [Abke, 2003]
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Bei Glyoxal wurde die folgende Konzentrationsabhéngigkeit beobachtet. Wird Glyoxal im
Uberschuss zugegeben, so verbleibt ein Teil des Reagenzes ungebunden, was zu einem
verringerten Zusammenhalt der Polymermatrix und zu verringerten intermolekularen Kréaften
fOhrt [Marquie’, 2001]. Abbildung 19 stellt den Reaktionsmechanismus fir Glyoxal dar:

) ) ]
N Ho 7 —HoO P
Kol-NHz <+ c—C ——» Kol-NH —C—C ——  Kol-N =C—C
i -, | " I ,
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Koll-N :C—C\ + HzN-Koll ——— Kol-N =C—C=N- Koll
i i

Abbildung 19: Vernetzung von Kollagen mit Glyoxal [Davis, Tabor, 1963]

Im Gegensatz zu Formaldehyd reagiert Glyoxal bevorzugt bei basischen pH-Werten,
vergleichbar mit Glutaraldehyd, welches eine steigende Aktivitat mit steigendem pH-Wert im
Bereich von pH 4 bis 9 zeigt, mit einem Maximum bei pH 8 [Bedino, 2003], [Marquie’, 2001].
Beide Dialdehyde reagieren sehr viel schneller und stabiler als Fomaldehyd [Renner, 2003],
[Gratzer, 1996], [Jayakrishnan, 1996], [Burness, 1977].

Weitere Aldehyde

Weitere Amin-vernetztende Reagenzien, die bei der Kollagenvernetzung zum Einsatz
kommen sind, Malon-, Succin- und Adipdialdehyd, Vinylsulfon [Renner, 2004],
Hexamethylendiisocyanat [Anke, 2003], Poly-(Di-) Epoxyverbindungen (eine sehr langsame,
industrielle nicht eingesetzte Methode) [Maser, 2010] und Hydroxy-Dichlor-Triazin [Renner,
2004], [Gratzer, 1996], [Jayakrishnan, 1996], [Burness, 1977].

Zu b) Reagenzien, die zu einer Neubildung von Amidbindungen fiihren

Um neue Amidbindungen zwischen freien Carboxyl- und Aminogruppen einzufiihren
verwendet man entweder die Acyl-Azid-Methode (AA) oder ein wasserlésliches Carbodiimid,
wie z.B. Ethyl-dimethylaminopropyl-carbodiimid (EDC). In beiden Fallen erfolgt eine
Aktivierung der Carbonsaure, die anschlieBend mit sterisch zugénglichen Aminogruppen
reagiert. Bei der EDC-Quervernetzung setzt man zusatzlich noch N-Hydroxysuccinimid
(NHS) als Hilfsreagenz zu. Es bildet mit der aktivierten Carboxylguppe ein ebenfalls aktives,
aber hydrolysestabileres Zwischenprodukt, und unterdriickt damit eine unerwlnschte
Umlagerung der aktivierten Carbonsaure zu einem stabilen N-Acylharnstoff. In beiden Féllen
dienen die Reagenzien nur zur Aktivierung und werden nicht in das Kollagen eingebunden
[Abke, 2003]. Da die Aktivierungsreaktion sehr schnell vonstattengeht, ist eine Vernetzung in
wassrigen Lésungen unginstig. Die Aktivatoren werden daher in der Regel Uber den
Gelatine- oder Kollagenfiim gegossen [Himmelmann, 1977], [Renner, 2004]. Eine
Vernetzung mit EDC ist sehr kostenintensiv, langwierig und kompliziert [Maser, 2010].
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Zu c) Reagenzien, die durch eine Komplexbildung mit den Carboxylgruppen des
Kollagens eine Vernetzung bewirken

Das wichtigste Gerb-Verfahren nutzt Chromsalz. Die Gerbung mit Chrom bei einem pH-Wert
von 3,5-4,2 und Temperaturen Uber 40°C Uber mindestens 6 Stunden fuhrt zu Komplex-
Bindungen mit den Carboxylgruppen des Kollagens. Auch Metallsalze wie das Aluminium-,
Titan- oder Zirkonsalz werden zum Gerben genutzt [Friess, 1998]. Nachteil des Verfahrens
ist die aufwendige Abwasserbehandlung.

Bewertung:

In der Literatur findet man leider keine vergleichenden Untersuchungen aller géngigen
Quervernetzungsarten mit identischen Bedingungen und Ausgangsmaterialien [Abke, 2003].
Einige wichtige Unterschiede ergeben sich jedoch:

Aufgrund der Tatsache, dass fur technische Anwendungen nicht zwingend auf physikalisch
unbedenkliche Substanzen bei der Herstellung von Kollagenfolien zurlickgegriffen werden
muss, bietet eine chemische Vernetzung einige Vorteile gegenlber den physikalischen
Verfahren. Chemische Vernetzungen fuhren in der Regel zu deutlich stabileren Folien
[Stachel et. al., 2010] als UV- oder dehydrothermale Vernetzungen und bergen nicht die
Gefahr einer partiellen Denaturierung. Weadock et. al. konnten Uberdies zeigen, dass eine
Vernetzung mit Glutaraldehyd zu einer deutlich verbesserten Kollagenasestabilitét fuhrt als
eine dehydrothermale oder UV-Vernetzung [Weadock et. al. 1983-1984].

Unter den chemischen Vernetzern sind Formaldehyd und Glutaraldehyd die am weitesten
untersuchten und am haufigsten eingesetzten Reagenzien. Wahrend Formaldehyd zwar sehr
langsam reagiert [Renner, 2004], [Khor, 1996], bietet es den Vorteil, dass seine Reaktivitat
mit sinkendem pH-Wert (< 6,5) steigt [Bedino, 2003], was vor allem flr die Kollagenmassen
mit einem pH von 2,8 interessant ist. Dem hingegen ist Glutaraldehyd aufgrund seiner
steigenden Reaktivitdt mit steigendem pH-Wert (>4) [Bedino, 2003], [Marquie’, 2001]
weniger geeignet und Glyoxal mit einem pH-Optimum im basischen Bereich sogar eher
ungeeignet. Beide Dialdehyde reagieren jedoch sehr viel schneller und stabiler als
Fomaldehyd [Renner, 2003], [Gratzer, 1996], [Jayakrishnan, 1996], [Burness, 1977]. Andere
Vernetzer wie Poly-(Di-) Epoxyverbindungen reagieren entweder &auBerst langsam und
wurden bisher industriell nicht eingesetzt [Renner, 2004] oder reagieren wiederum so
schnell, wie im Falle von Ethyl-dimethylaminopropyl-carbodiimid, dass sie fur wassrige
Lésungen eher ungeeignet sind [Renner, 2004], [Himmelmann, 1977].

3.2.3 Einflussfaktoren auf den Grad der Vernetzung

Die Aufbereitung des Rohkollagens, die Art der Vernetzung (physikalisch oder chemisch)
und die Vernetzerkonzentration [Carvalho and Grosso, 2005], [Marquie et.al., 1997 and
2001], [Renner, 2003] bzw. pH-Wert, Temperatur und Einwirkzeit beeinflussen den Grad der
Vernetzung (siehe Abbildung 20). Der Vernetzungsgrad berechnet sich aus dem Quotient
der Molzahl vernetzter Grundbausteine und der Molzahl der insgesamt in dem
makromolekularen Netzwerk vorhandenen Grundbausteine [www.chemgapedia.de, 2012].
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Abbildung 20: In der Dissertation untersuchte Einflussfaktoren auf die Wasserbesténdigkeit
von Kollagenfolien

3.2.4 Bestimmung der Wasserbestandigkeit

Eine erhéhte Wasserbesténdigkeit als Folge einer Vernetzung basiert auf der Bildung von
zusétzlichen kovalenten Bindungen. Diese konnten durch Amin et. al. [2007] mittels
SDSPAGE (sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophorese) nachgewiesen
werden. Als weitere analytische Methode wurde die Anderung der Viskositdt und der
optischen Drehung durch Courts and Homan [1972] beschrieben. Dem hingegen bestimmten
Carvalho und Grosso [2005] die Anzahl an freien Aminogruppen in den modifizieren Massen
im Vergleich zu nativen Massen, als Indikation fir eine aufgetretene Polymerisation. Sing et.
al. untersuchte hingegen die Wasserloslichkeit von Folien. Dieses Verfahren quantifiziert
zwar nicht den Grad der Vernetzung auf molekularen Level und liefert auch keine
Informationen hinsichtlich der ablaufenden Reaktions-Mechanismen, es ermdglicht aber eine
grobe Abschatzung des Vernetzungsgrades, aufgrund der Tatsache, dass die Ldslichkeit
linear mit dem Grad der Vernetzung korreliert. Auch Carvalho und Grosso [2005] bestimmten
den Léslichkeitsgrad basierend auf dem Gewichtsverlust von Folien.

Da in der vorliegenden Arbeit weniger die ablaufenden Reaktionsmechanismen wahrend
einer  Vernetzung interessierten als vielmehr die tats&chlich  erreichbare
Wasserbestandigkeit, wurde fir die Bewertung der Gewichtsverlust der Folien nach
Einwirkung von Wasser bzw. der Gehalt an I6slichem Kollagen mittels Sirius Red [Biocolor,
2010] bestimmt.
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3.3 Verarbeitung von Kollagenmassen zu Folien oder Uberziigen

Bei der konventionellen Kunststoffverarbeitung kommen vor allem thermoplastische
Verfahren zur Anwendung. Hierbei werden die Kunststoffe soweit erwarmt, bis sie eine
gummiartige Konsistenz haben und in Formen gepresst werden kdnnen. Beim
anschlieBenden Abkuhlen erhalten Sie ihre endgultige Form [Krochta, 2002].

Viele biobasierender Polymere, wie auch das Kollagen, kdénnen bisher jedoch nicht
thermoplastisch verarbeitet werden. Sie werden mit Hilfe eines auf einem L&sungsmittel
basierenden Prozesses verarbeitet. Hierbei wird das Rohmaterial in einem geeignetem
Lésungsmittel (Wasser, Ethanol) gel6st oder dispergiert und anschlieBend mittels GieBen,
Spruhen, Tauchen oder Extrusion in eine bestimmte Form gebracht und dann getrocknet (s.
Abb. 21) [Osburn, 2002].

Biobasiertes Polymer
z.B. Rohkollagen Losungsmittel
(Wasser, Alkohol, Saure)
A

Losen / Dispergieren des
Weichmacher, Rohmaterials

Stabilisatoren, etc.

A

Einstellen bestimmter
Eigenschaften

(Zugabe von Additiven)

y

Homogenisieren / Entgasen

Filmbildende
Losung

A

Formgebung

(GielRen, Spriihen, Tauchen) Verdunstung des

Losungsmittels

A

Stabilisieren der neuen
Struktur (Trocknung)

Bio-Folien / -Uberziige

Funktionelle Eigenschaften

Abbildung 21: FlieBschema zur Herstellung biosbasierender Folien und Uberziige in
Anlehnung an Osburn (2002)
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Alle bisher kommerziell erhaltlichen Kollagenfolien werden durch Extrusion einer
Kollagensuspension in ein neutralisierendes Koagulationsbad (Salzlake) erzeugt [Wang,
Padua, 2003], [Krochta, 2002]. Die Form der Extrusion hat den Nachteil, dass mit diesem
Verfahren nur freistehende Folien aber keine Beschichtungen z.B. auf groBen, profilierten
Flachen realisiert werden kénnen. Eine Spriihapplikation wurde bisher noch nicht publiziert
und ist auch nicht Stand der Technik [FiiBer, 2011], [Erk, 2010].

Generell ist das Sprihen von Proteinen zur Erzeugung von Folien und Beschichtungen noch
nicht sehr weit verbreitet [Wang, Padua, 2003]. Neben Gelatine ist Mais Zein eines der
wenigen Proteine, das gespriht und kommerziell genutzt wird [Mallikarjunan et. al., 1997].
Viele der publizierten Sprihapplikationen befinden sich erst in der Entwicklungsphase
(gespriihter Gelatine-Film als Uberzug fiir Fleisch zur Reduktion der Olaufnahme wahrend
des Bratens [Olson, Zoss, 1985], Sprihen von Gelatine bzw. Natrium-Caseinat zur
Erzeugung von Mulch-Filmen [Yusuf et. al., 2004], [Ulrich et. al., 2009], gesprihte Protein-
Filme als Schutz von Lebensmitteln vor Krankheitserregern [www.researchfrontiers.uark,
2011]).

3.3.1 Einfluss der Viskositat (Zahflissigkeit)

Bei der Verarbeitung von Kollagenmassen spielt die im Vergleich zu anderen
Proteinlésungen relativ hohe Viskositat (bedingt durch die tripelhelicale Struktur) sowie die
Temperaturempfindlichkeit des Kollagens eine ausschlaggebende Rolle. Die Verarbeitung
wird UOberdies durch die in den Massen enthaltenen Fasern (Verstopfen der Dusen)
erschwert. Die Viskositat / rheologischen Eigenschaften einer Beschichtungslésung (Lacke,
Farben, Proteinlésungen, etc.) beeinflussen dabei nicht nur die Dicke der erzeugten
Schichten sondern auch das Verfahren, mit dem die Massen verarbeitet werden kénnen
[Glawe, Giessmann, 2010]. Sehr dinne Schichten kdnnen in der Regel nur mit
niedrigviskosen Beschichtungsmedien erzielt werden [Glawe, Giessmann, 2010].

Kollagenmassen mit einem Trockenkollagenanteil von 0,5-1,5% haben Viskositaten von 25 -
150 mPas. Anhand von Tabellen fir wertmaBige Viskositatsbeurteilungen wirde dies am
ehesten Motordl mit einem in der Literatur angegebenen Wert von 100-500 mPas [Glawe,
Giesmann, 2010] entsprechen. Im Vergleich dazu sind Gelatinelésungen deutlich weniger
viskos. Gelatinelésungen mit einer vergleichbaren Viskositét haben einen Trockenanteil von
10-12 % [Parmentier, 2011].

Hinsichtlich ihrer viskoelastischen Eigenschaften lassen sich pastenférmige und flissige
Medien wie folgt unterscheiden [Glawe, Giessmann, 2010]:

a) Newtonisch: Viskositat bleibt unabhangig von der Schergeschwindigkeit konstant (z. B.
Wasser)

b) Dilatant: Viskositat nimmt mit steigender Schergeschwindigkeit zu (z. B. Stérke)

c) Pseudoplastisch: Viskositat sinkt mit steigender Schergeschwindigkeit und mit
sinkender Schergeschwindigkeit baut sie sich reproduzierbar auf (z. B. Tomatenmark,
Mayonnaise, Dispersionsfarben)
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d) Thixotrop: Viskositat sinkt mit steigender Schergeschwindigkeit aber mit sinkender
Schergeschwindigkeit baut sie sich langsamer wieder auf = Viskositat abh&ngig von
Zeit und Schergeschwindigkeit (z. B. Lack, Joghurt)

Kollagenmassen zeigen ein pseudoplastisches/strukturviskoses Verhalten, ahnlich wie
Tomatenmark oder Mayonnaise. Die Viskositat sinkt abhangig von der Scherrate infolge von
aufgebrochenen Wasserstoffbriickenbindungen, wahrend die Schubspannung mit steigender
Scherrate wéachst [TU Darmstadt, 2011]. Fir den Verarbeitungsprozess wirkt sich dieses
Verhalten positiv aus, da die Krafte bzw. Driicke zur Aufrechterhaltung einer Strémung nur
begrenzt ansteigen [TU Darmstadt, 2011].

Im Vergleich zu Kollagenmassen ist das Verhalten von Lacken thixotrop und damit &hnlich
dem Verhalten von pseudoplastischen/strukturviskosen Medien wie der Kollagenmasse. Je
langer man eine thixotrope Flussigkeit umrihrt, desto dunnflissiger wird sie. Nach
Beendigung der Scherbelastung steigt die Viskositat zeitabhéngig wieder an, wahrend sich
bei strukturviskosen Medien bei konstanter Scherbeanspruchung die Viskositat nicht weiter
abbaut [Academic dictionaries, 2011].

Bei einer Spruhapplikation ist hinsichtlich der Viskositat zu beachten, dass die Masse aus
einem Vorratsbehalter durch Schlauche und durch die Diise geférdert werden muss. Je
héher viskos die Masse dabei ist, desto schwieriger wird es, das Material zu férdern,
allerdings darf die Masse auch nicht zu niederviskos sein, da dadurch ein Ablaufen der
Masse an senkrechten Flachen verursacht werden wirde. Anders verhalt es sich bezuglich
der geforderten Schichtdicke; je dicker die Beschichtungsdicke sein soll, desto héher viskos
muss in der Regel die Beschichtungslésung sein, um ein Ablaufen zu verhindern, umgekehrt
lassen sich mit hoch viskosen Ldsungen keine dinnen Schichtdicken erzielen [Glawe,
Giesmann, 2010]. Da die FlieBgeschwindigkeit mit zunehmender Schichtdicke stark ansteigt
(siehe Formel 1), fuhren Unebenheiten des Films, die sich nie ganz vermeiden lassen,
zusammen mit lokalen Viskositatsunterschieden zu ungleichmaBigen Flie Bgeschwindigkeiten
und damit zu sogenannten Nasen oder Laufern [Mischke, 2007]. Eine Erhéhung der
Viskositat z.B. durch Antrocknen wirkt dem Ablaufen entgegen. Auch das Zumischen von
Verdickungsmittel kann ein Ablaufen in gewissen Grenzen verhindern [Mischke, 2007].

gpx’sina

V max =————
2n

Vmax = FlieBgeschwindigkeit der Filmoberflache

g = Erdbeschleunigung

p = Lackdicke

a = Neigungswinkel zu Horizontalen

n = dynamische Viskositat

X = Filmdicke

Formel 1: Abhangigkeit der FlieBgeschwindigkeit von der Filmdicke und der der Viskositat
[Mischke, 2007]

AuBerdem kénnen schwankende Umgebungs- und Materialtemperaturen zu
Viskositatsanderungen und somit zu Verlaufsstérungen in Form von Orangenhaut oder
Laufern flUhren. Héheren Viskositdten kann durch Erwdrmen der Beschichtungslésung
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entgegengewirkt werden, niedrigeren Viskositaten durch eine Reduktion des Druckes. Fur
samtliche  SprUhverfahren gilt jedoch, dass sich die Austrittséffnung des
Beschichtungsmaterials an der Spruhpistole (d.h. der Durchmesser der Disendéffnung) nach
der Viskositat des Materials richtet [Goldschmidt, Streiberger, 2002].

Darliber hinaus hat die Viskositat (Trockensubstanzanteil) einen Einfluss auf die
Lésungsmittelabgabe beim Trocknen.

3.3.2 Applikationsverfahren

Prinzipiell kbnnen Applikationsverfahren in zwei Arten unterteilt werden, je nachdem, ob das
Beschichtungsmaterial zum Objekt gefiihrt wird oder umgekehrt [Goldschmidt, Streiberger,
2002]. Wenn das Beschichtungsmaterial zum Objekt gefthrt wird, kann man wiederum zwei
verschiedene Verarbeitungsprinzipien unterscheiden. Zu den direkten Verfahren, bei denen
das Material ohne Umwege mit hoher Materialnutzung auf das Objekt gefiihrt wird, gehért
das Streichen und Rollen. Bei indirekten Verfahren, wie dem Spriihen, gelangt das Material
Uber einen Umweg zum Objekt, indem es zunédchst fein verteilt wird [Goldschmidt,
Streiberger, 2002].

3.3.2.1 Tauchen (Objekt zum Beschichtungsmaterial)

Das Tauchen ist ein einfaches und schon lange angewendetes Applikationsverfahren
[Goldschmidt, Streiberger, 2002]. Beim Tauchen wird der zu beschichtende Kérper
vollstandig oder teilweise in die meist niedrig-viskose Beschichtungslésung getaucht (vgl.
Abb. 22). Beim Herausheben verbleibt eine dinne Schicht aufgrund von Adh&sionskraften
auf dem Korper zurlick, das restliche Material tropft ab [Goldschmidt, Streiberger, 2002].
Nach dem Durchlaufen der Abtropfstrecke folgt bei wassrigen Beschichtungslésungen eine
beheizte Abblaszone [Goldschmidt, Streiberger, 2002].

Bei einer Tauchbeschichtung kann durch eine geeignete Wahl der Eintauchgeschwindigkeit
das Eintragen von Luftblasen in die Beschichtungslésung verhindert werden. Ferner ist das
Verhéltnis der Dichte des Werkstoffes und der Beschichtungslésung entscheidend, um ein
Aufschwimmen des Werkstlckes zu vermeiden [Westkdmper, Warnecke, 2006]. Der
Viskositatsbereich, mit dem ein Beschichtungsmaterial appliziert werden kann, liegt bei 1 —
10.000 mPas [Glawe, Giessmann, 2010].

A
# Hub- und Senkvorrichtung

|
I Werkstiick I :
® Uberlauf

Tauchbecken mit Beschichtungsmaterial
0° ) et 4 7

| ] | | =

Umwalzung

Abbildung 22: Verfahrensschema einer konventionellen Tauchanlage nach [Goldschmidt,
Streiberger, 2002]
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Im Vergleich zu anderen Verfahren, wie z.B. dem Streichen, hat das Tauchverfahren den
Vorteil, dass es ein kontaktloses Verfahren ist, d.h. dass die Oberflache nach erfolgter
Beschichtung nicht mehr in Kontakt mit einem Pinsel oder &hnlichem kommt. Auf diese
Weise sind sehr glatte Oberflachen erreichbar [Carlowitz, 1990]. Trotzdem findet dieses
Verfahren vor allem bei weniger anspruchsvollen Teilen seine Anwendung. Durch den
Tauchvorgang ist es nicht mdéglich, eine Schicht zu erzeugen, die Uberall gleich dick ist, auch
Laufer und Tropfen lassen sich meist nicht vollstandig verhindern. Dariber hinaus ist die
Kantenbeschichtung nur gering (= Kantenflucht > physikalischer Effekt fuhrt dazu, dass die
Beschichtung an Kanten dinner ist als auf ebenen Flachen). Das Tauchverfahren ist vor
allem fir kleine Teile geeignet, gréBere Teile erfordern groBe Material-Vorlagehalter (ggf.
Problem hinsichtlich Haltbarkeit und Kontamination der Beschichtungslésung) [Moeller,
2008]. Neben dem einfachen Tauchverfahren existieren noch Varianten wie das
Elektrotauchlackieren [Goldschmidt, Streiberger, 2002].

Im Folgenden sind einige Beispiele fur durch Tauchen in Proteinlésungen hergestellte
Schutziberziige dargestellt. Leider enthalten die entsprechenden Literaturquellen nur
unvollstandig Angaben zu Konzentrationen und Viskositaten der Beschichtungslésungen,
bzw. zu den erzeugten Schichtdicken bzw. Trocknungszeiten, -temperaturen und —dauer,
etc..

- Hart-Gelatine-Kapseln (durch 12 s Tauchen von Stahl-Pins in Gelatine-Lésungen und
anschlieBendem Trocknen bei 22-28°C Uiber 45 min hergestellt) [Bowmann, Offner, 2002]

- Uberziige auf Friichten und Gemiise [Skurtys et. al., 2010]

- Beschichtung von Popcorn mit Zein (30-100 g/L in Ethanol) [Wu and Schwartzberg, 1992]

Keine dieser Arbeiten basiert jedoch auf einem standardisierten Verfahren z.B. hinsichtlich
des Herstellung-, Ablése- bzw. Trocknungsverfahrens, aufgrund der unterschiedlichen
Eigenschaften der einzelnen Proteine.

3.3.2.2 Streichen / Rollen (Beschichtungsmaterial zum Objekt)

Das Streichen mit einem Pinsel gilt als das alteste und eines der am haufigsten eingesetzten
Beschichtungsverfahren [Glawe, Giessmann, 2010]. Schon bei der Héhlenmalerei vor
20.000 Jahren wurde es angewendet [www.christiani.de, 2011]. Beim Streichen wird das
Beschichtungsmaterial mit Hilfe eines Pinsels oder einer Rolle auf den zu beschichtenden
Kérper aufgebracht. Eine Streichapplikation mittels einer Rolle ist auch in groBtechnischem
MaBstab realisierbar. Hierzu wird das Werkstuck unter einer Farbauftragsrolle hindurch
gefiihrt. Uber den Spalt zwischen Rolle und Werkstiick lasst sich die Auftragsmenge steuern.
[Goldschmidt, 2002]. Beim Rollen ist der Auftrag allerdings auf plane Oberflachen beschrankt
[Goldschmidt, Streiberger, 2002].

Im Folgenden sind einige Beispiele fir durch Streichen bzw. Rollen von Proteinlésungen
hergestellte Uberziige dargestellt. Leider enthalten die entsprechenden Literaturquellen nur
unvollstdndig Angaben zu Konzentrationen und Viskositdten der Beschichtungslésungen,
bzw. den erzeugten Schichtdicken bzw. Trocknungszeiten, -temperaturen und —dauer, etc..

- Beschichtung von Papier mit Zein (12-15 %ig in Ethanol mit Glycerin als Weichmacher,
30-60 min Trocknung bei 22-24°C ) [Trezza and Vergano, 1994]

- Beschichtung von Tomaten mit Zein (ca. 200 g/L geldst in Ethyl-Alkohol oder Isopropanol
mit ca. 50g/L Glycerin als Weichmacher) [Park et al., 1994]
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Keine dieser Arbeiten basiert jedoch auf einem standardisierten Verfahren z.B. hinsichtlich
des Herstellung-, Ablése- bzw. Trocknungsverfahrens, aufgrund der unterschiedlichen
Eigenschaften der einzelnen Proteine.

3.3.2.3 GieBen (Beschichtungsmaterial zum Objekt)

Die meisten Proteinfolien werden durch GieBen (neben extrudierten Kollagenfolien)
hergestellt [Skurtys et. al., 2010]. Hierzu werden die Proteine zusammen mit Weichmachern
und anderen Zusétzen in einem geeigneten Lésungsmittel (Wasser oder Wasser-Ethanol-
Gemisch) geldst bzw. suspendiert, der pH-Wert eingestellt, homogenisiert, entgast und auf
eine geeignete, flache, nicht haftende, glatte Oberflache gleichméaBig und eben gegossen
und anschlieBend getrocknet (mit Luft in einem Umluftofen, im Mikrowellenofen oder in einer
Infrarot-Trockenkammer) und anschlieBend abgezogen [Skurtys et. al., 2010], [Tharanathan
et.al., 2002], [Kaya, 2000]. Erfolgt die Trocknung zu schnell, kann dies zu Defekten oder zum
Aufrollen der Filme fGhren.

GieBverfahren zeichnen sich durch eine relativ einfache Prozessfiihrung aus und kdnnen
auch automatisiert werden, wie Abb. 23 zeigt.

GieBkopf

Werkstiick %

Beschichtung

Zuleitung

Transportband Beschichtungsldsung

Auffangbehalter

N
NS

Abbildung 23: Automatisiertes Beschichten durch GieBen nach [Goldschmidt, Streiberger,
2002]

Im Folgenden sind einige Beispiele fir durch GieBen von Proteinlésungen hergestellte
Uberziige dargestellt. Leider enthalten die entsprechenden Literaturquellen nur unvollstandig
Angaben zu Konzentrationen und Viskositaten der Beschichtungslésungen, bzw. den
erzeugten Schichtdicken bzw. Trocknungszeiten, -temperaturen und —dauer, etc.

- Soja-Proteinfilme (8-10%ig, pH 4,6-6,5, Trocknung bei 80 bis 95°C flirr 2 bis 24 Stunden)
[Park, et. al., 2002]

- Frischhaltefolien fir Lebensmittel aus Zein ( geldst bei 65-85°C in einer wassrigen Ethanol
oder Isopropanol-Lésung, mit Weichmachter, gegossen bei 40-50°C in eine Glas-Schale,
Abziehen nach dem Trocknen) [Aydt et al., 1991]
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Keine dieser Arbeiten basiert jedoch auf einem standardisierten Verfahren z.B. hinsichtlich
des Herstellung-, Ablése- bzw. Trocknungsverfahrens, aufgrund der unterschiedlichen
Eigenschaften der einzelnen Proteine.

3.3.2.4 Spriihen (Beschichtungsmaterial zum Objekt)

In der industriellen Lackiertechnik ist das Spriihen von Beschichtungslésung mit Hilfe eines
Druckzerstaubers (Spritzpistole) kontaktfrei als feine Tropfchenwolke (Sprihnebel) auf das
zu beschichtende Objekt Standard. Das dort gebildete ,Trdépfenchgebirge” verlauft
anschlieBend auf der Oberflache zu einem glatten, geschlossenen Film. Die Erzeugung von
Tropfen kann pneumatisch, hydraulisch sowie elektrostatisch bzw. durch Zentrifugalkrafte
(Hochrotationszerstaubungs-Technik) erfolgen (s. Abb. 24 [Mischke, 2007] [Goldschmidt,
Streiberger, 2002].

Ausstrémen aus Disen Ausstrémen aus Dusen mit Hilfsgas
Q A%CS
0°%0
O oO
o O
Hydraulisch (airless) pneumatisch

Zentrifugalkrafte m*w?*r Elektrische Krafte F=Q* E
Abbildung 24: Verschiedene Zerstaubungstechniken nach [Goldschmidt, Streiberger, 2002]

a) Bei pneumatischen Systemen wird der Pistole Druckluft von bis zu 10 bar (0,5-1 bar =
Niederdruck bzw. 4-10 bar = Hochdruck) [Goldschmidt, Streiberger, 2002] zugefthrt. Der
dadurch erzeugte Unterdruck vor der Dlse saugt die Beschichtungslésung an und reif3t
sie mit sich (s. Abb. 25). Durch den Impulsaustausch kommt es zur Zerteilung des
Sprihstrahls in einen Strahl mit einer breiten TrdpfchengréBenverteilung. Der
Spruhstrahl gelangt mit hoher Geschwindigkeit auf das zu beschichtende Objekt,
kleinere Trépfchen werden durch die abprallende Spritzluft als Overspray fortgetragen
[Mischke, 2007]. Dieser Effekt ist beim sogenannten Niederdruckspriihen mit maximal
0,7 bar durch einen geringeren Trépfchenfeinanteil nicht so ausgepragt. Diese Systeme
sind hauptséchlich zum Versprihen von dinnflissigen Lacken und &hnlich nieder-
viskosen Massen mit einer kinetischen Viskositat von bis zu 7*10-5 m?s (dynamische
Viskositéat = 0,02 Pas) konzipiert [McElroy, 1987].
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Abbildung 25: Schnitt durch den zerstdubenden Teil einer Hochdruck-Spritzpistole
[Mischke, 2007]

Bei hydraulischen (Airless) Systemen wird das Beschichtungsmaterial selbst unter
hohem Druck (bis zu 400 bar) durch einen Schlauch in die Spritzpistole gepumpt. Durch
die Komprimierung mit anschlieBender schlagartiger Entspannung kommt es zur
Zerstdubung.  Der  resultierende  Spritznebel  besteht  ausschlieBlich  aus
Beschichtungsmaterial, wodurch sich in einem Arbeitsgang hdéhere Schichtdicken
erzeugen lassen. Im Unterschied zu pneumatischen Verfahren hat die Viskositat einen
geringeren Einfluss [Goldschmidt, Streiberger, 2002]. Diese Systeme eignen sich far
dickflissigere Farben, Lacke und andere Materialien [McElroy, 1987] und finden ihre
Anwendung in der Maler- und Lackierindustrie.

Bei Airmix-Systemen handelt es sich um eine Kombination aus den beiden o.g.
Verfahren, bei dem die Nachteile der pneumatischen Verfahren (geringer Wirkungsgrad /
hoher Overspray), sowie der hydraulischen Verfahren (bendétigter hoher Druck) reduziert
werden. Der Materialtransport erfolgt bei geringen Driicken unterstitzt durch Druckluft.
[Stoye, Freitag, 1996].

Als weitere Spriihverfahren seien noch das Elektrostatische Sprihen sowie die
Hochrotationszerstaubung genannt.

Beim Spriihen ist es méglich, eine zweite Komponente im AuBenmisch-Verfahren auBerhalb
der Sprihpistole oder im Innenmisch-Verfahren innerhalb der Sprihpistole zuzumischen
(vgl. Abb. 26) [McElroy, 1987].

Innenmischung AuBenmischung

Abbildung 26: Prinzip der Innen- und AuBenmischung nach [Goldschmidt, Streiberger, 2002]

35



Die TropfengréBe und somit die Beschichtungsqualitat kann Gber die Variation der Viskositat
und der rheologischen Eigenschaften, die Art der Spruhpistole und der Dulse, die
Temperatur, Luft- und Beschichtungslésungs-Flussrate sowie die Feuchtigkeit der Luft
beeinflusst werden.

Ein kritischer Faktor beim Verarbeiten von Protein-Lésungen ist die Trocknungstemperatur
und -zeit [Skurtys et. al., 2010].

Im Folgenden sind einige Beispiele fiir durch Sprilhen aus Proteinen hergestellte Uberziige
dargestellt. Leider enthalten die entsprechenden Literaturquellen nur unvollstdndig Angaben
zu Konzentrationen und Viskositaten der Beschichtungslésungen, bzw. den erzeugten
Schichtdicken bzw. Trocknungszeiten, -temperaturen und —dauer, etc..

- Gelatine-Uberziige auf Medikamenten (5-25%ig, Bloom-Wert bis 200,
Auftragsmenge: 10-75 mg/Tablette, Spriihen bei 60°C mit einem konventionellem
Spruh-Coating-System) [Daher et. al., 2000]

- Einbindung von Zytostatika in Gelatine-Gelen (15%ig in Wasser, Bloom-Wert 180,
2% Zucker, aufgespriihte Menge 0,2g/cm? bzw. 2 L/m2,) [Kaminsky, et. al., 2005]

- Protein-Uberziige zum Schutz von Lebensmitteln vor pathogenen
Mikroorganismen (www.researchfrontiers.uark.edu, 2012)

- Gelatine-Uberzug auf Fleisch zur Reduktion der Ol-Aufnahme beim Braten (25-
35%ige Gelatine-Lésung, Bloom-Wert 25-75, Sprihen bei 32-52°C, Trocknung
bei 121°C) [Olson and Zoss, 1985]

- Mulch-Filme aus Natrium-Caseinat oder Gelatine (gespriht mit einer Hand-
geflihrten Sprihpistole, Trocknung 12-48 h bei Raumtemperatur) [Ulrich et. al.,
2009] bzw. Soja-Protein (5-15%ig in 70°C warmen Wasser, pH 10-11, 2-10%
Glycerin) [Yusuf et. al., 2004]

Bei keinem der oben genannten Beispiele handelt es sich um kommerziell erhéltliche
Produkte oder etablierte Verfahren, sondern vielmehr um Ergebnisse aus
Forschungsarbeiten bzw. Patenten. Uberdies ist aufgrund der unterschiedlichen
Eigenschaften der einzelnen Proteine sowie der unterschiedlichen Anforderungen durch das
Endprodukt keine Standardisierung hinsichtlich des Herstellungs-, Ablése- bzw.
Trocknungsverfahrens maéglich.

3.3.2.5 Spezielle Applikationstechniken fiir hochviskose, faserhaltige Massen:
Gelcoat

Als Gelcoat wird ein Hartlack bezeichnet, der spater als Schutzschicht, z.B. auf Formteile
aus Glasfaserverstarktem Kunststoff (GFK), aufgetragen wird. Er besteht aus einem mit
Kieselsdure angedickten Kunstharz (meist ungesattigter Polyester UP) oder Epoxydharz,
dem oftmals faserige Bestandteile beigemischt werden. Unmittelbar vor dem Verspriihen
wird ein Héarter zugemischt (siehe Abb. 27) [www.phd-24.de, 2011]

Die Verwendung von Gelcoats stammt urspriinglich aus dem Bootsbau. Mittlerweile findet
man Gelcoats auch z.B. beim Bau von Schwimmbadern, Windkraftanlagen sowie Transport-
und Nutzfahrzeugen [www.buefa.de, 2011].
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Abbildung 27: Versprihen faserhaltiger Massen [www.directindustry.de, 2012]

3.3.2.6 Herstellung von freistehenden / selbsttragenden Folien durch Extrusion

Bei der Extrusion (extrudere (lateinisch) = hinausstoBen) wird die zu exrudierende Masse
unter Druck durch eine spezielle Dise gepresst und dabei geformt [Osburn, 2002]. In der
Folien-Herstellung konventioneller Kunststoffe ist die Extrusions-Technik weit verbreitet.
Auch die in Abbildung 9 und 10 dargestellten Wursthillen / Kollagenfolien werden auf diese
Weise hergestellt. Unterschied ist jedoch, dass das Extrusionsverfahren synthetischer
Kunststofffolien auf den thermoplastischen Eigenschaften der Polymere basiert, bei dem die
Polymere (ber ihre Glas-Ubergangstemperatur erhitzt und plastifiziert werden. Dieses
Verfahren hat den Vorteil, dass es Losungsmittel-frei arbeitet und nach dem Prozess keine
Trocknungsschritte erforderlich sind [Skurtys et. al., 2010], [Liu, Kerry, 2006], [Fishman et.al,
2004]. Proteine wie Pectin [Litu et. al., 2006], Starke [Finkenstadt, Willet, 2004], Soja-Protein
[Naga et. al, 1996] und Gelatine [Koepf et. al., 1994] kénnen nach speziellen
Vorbehandlungen ebenfalls thermoplastisch verarbeitet werden. Durch die Vorbehandlung
(z.B. Zugabe eines Weichmachers, der die Glaslibergangstemperatur senkt) wird bewirkt,
dass die Zersetzungstemperatur der Proteine vor der Glaslbergangstemperatur erreicht wird
[Han, 2005], [Krochta, 2002].

Die thermoplastische Verarbeitung des temperatursensitiven Kollagens wurde bisher nicht
thematisiert. Trotzdem wird auch bei der Herstellung von Kollagenfolien von einem
Extrusionsprozess gesprochen. Hierzu werden Kollagen-Suspensionen mit einem
Trockenkollagenanteil von 4-12% verwendet. Je nach Art der Prozessfihrung wird bei der
Kollagenfolienherstellung zwischen einer sogenannten Trocken- bzw. Nass-Technologie
unterschieden. Im Nachfolgenden sind die unterschiedlichen Prozessschritte der beiden
Verfahren aufgefihrt.

Prozessschritte bei der Trocken-Technologie nach [Osburn, 2002] > fuhrt zu dicken,
langen Fasern

1) Enthaaren der Rinderhaut

2) Trennung von Leder- und Fleischspalt

3) Alkalische Behandlung des Fleischspaltes, anschlieBende Ans&auerung auf pH 3,0
(Quellen der Fasern)

Zerkleinern zu einem ,Kollagen-Teig“ mit einem Feststoffgehalt von > 12%

Zugabe von Weichmachern und Vernetzern

Hochdruck-Extrusion in Form tubularer Wursthillen

Trocknen und Konditionierung, Neutralisation und/oder weitere Vernetzung

o

Jeas

~
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Prozessschritte bei der Nass-Technologie nach [Osburn, 2002] - fihrt zu diinneren
Fasern

—

Enthaaren der Rinderhaut

Zugabe von Weichmachern (Glycerin oder Sorbitol) und Vernetzern (Glutaraldehyd)
) Faltung (wie Akkordeon)
) Trocknung bis zu 13-18% Restfeuchte

)
2) Entkalken
3) Zerkleinern
4) Homogenisieren mit Sdure / Einstellen eines Feststoffgehaltes von 4-5%
5) Ggf. Zugabe von (Carboxymethyl)-Cellulose > Erhdhung der Festigkeit
6) Extrusion
7) Koagulation in einer Salzlake
8) Waschen
)
0
1

Bei einer Kombination der Trocken- und Nass-Technologie, der sogenannten Hybrid-
Technologie, wird die Kollagen-Hiille nach der Extrusion mit Ammonium-haltiger Luft gefullt.
Das Ammonium reagiert mit der S&ure und fuhrt zur Koagulation der Kollagen-Fibrillen.
Durch Schritte wie die Neutralisation und Koagulation kommt es zur Schrumpfung der
Kollagen-Fasern und somit zur Ausbildung festen Woursthillen, die dem Fullprozess
standhalten. Oftmals werden die Kollagensuspension auch mit Cellulosefasern co-extrudiert,
um Einfluss auf die Zerfall der Hullen beim Kochprozess nehmen zu kénnen [Osburn, 2002].
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3.4 Anwendungsgrenze synthetischer Folien bei der Neufahrzeug-Konservierung

Nicht alle Anforderungen an Verpackungsfolien kénnen mit konventionellen Kunststoffen
geldst werden. Ein konkretes Beispiel flr einen Bereich, in dem man nach einer Alternative
fir Folien aus Polyolefinen sucht, ist die Endkonservierung von Neufahrzeugen vor der
Auslieferung vom Hersteller zum Héandler oder Endkunden. Wé&hrend des Transportes wird
der frische Lack auf der Karosserie mit einer Schutzschicht versehen, um ihn fir eine zeitlich
begrenzte Dauer von maximal 6 Monaten vor mechanischen Einwirkungen und aggressiven
chemischen und klimatischen Umwelteinflissen beim See-, StraBen- und Bahntransport zu
schitzen (siehe Abb. 28).

Abbildung 28: Neuwagentransport per Auto [2T, 2011] SChIff [SPIEGEL 2008]bzw Zug
[N24, 2008]

Dabei soll der Lack u.a. vor folgenden Einflissen geschitzt werden: Kratzer, Steinschlag,
Funkenflug, RuBpartikel, Vogelkot, sowie saurer Regen oder Hagelbeulen. Bei einer
Handler-Inspektion wurden bei rund 13% der ungeschltzt gelieferten Wagen Schéaden
entdeckt, 59% davon waren Lackschaden, was einem Schadensanteil von 7% entspricht
[Tenmark, 2011]. Dies ist sowohl fir den Handler als auch fir den Kunden inakzeptabel. Der
Endkunde verlangt bei der Ubergabe ein optisch einwandfreies Fahrzeug mit makellos
glanzender Lackoberflache [Braess, Seifert, 2007]. Kleinste Kratzer oder Lackblessuren
fihren zu Reklamationen.

Die Automobilindustrie sucht nach einer ékologisch vertraglichen, I6sungsmittelfreien und
spritzbaren Fahrzeugkonservierung auf Basis nachwachsender Rohstoffe, die fur den Luft-,
Schienen bzw. Uberseetransport geeignet ist und die sich Uberdies leicht und ohne den
Einsatz zusatzlicher, umweltschadlicher Reinigungsmittel entfernen lasst, bei einem
Kostenrahmen von 20 Euro pro Fahrzeug [Bartel, 2010].

3.4.1 Folgen eines unzureichenden Fahrzeugschutzes

50% aller Neuwagen-Transporte der deutschen Autohersteller entfallen auf den
Bahntransport, der die gréBte Gefahrdung fir den Karosserielack darstellt [Schwarz,
Leisewitz, 1999]. Der Schienentransport ist der Grund daflr, dass Ford fir den Absatz in
Deutschland wieder Neufahrzeuge konserviert, nachdem das Unternehmen versucht hatte,
innerhalb Europas darauf zu verzichten [Schwarz, Leisewitz, 1999].

Infolge eines unzureichenden Schutzes kann es zu den Lackschaden bzw. Schadbildern
kommen, die in Tabelle 2 zusammengestellt sind.
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Tabelle 2: Lackschadensbilder aufgrund eines unzureichenden Transportschutzes mit
freundlicher Genehmigung der Fa. Spies Hecker (2010)
il ey

Anatzung durch sauren Verfarbung oder Anatzungen durch Ablagerungen und
Regen (schweflige Auflésung durch Insektensekrete Anbeizungen durch
Saure) Vogelkot (org. Saure) Baumharz

Kleberrickstande von Teerflecken Farbtonveranderung erstorg e Les
Folien durch UV-Strahlung  durch Rostpartikel

Kratzspuren durch Steinschlagschaden  Korrosion nach
unsachgemanBen Steinschlag in
Transport Verbindung mit

Streusalz/ Feuchtigkeit

3.4.2 Aktuelle Endkonservierungsmethoden und ihre Vor- und Nachteile

Wenn man die Absatzzahlen fir 2011 mit 62 Millionen verkauften Neufahrzeugen weltweit
betrachtet [Autogazette, 2010] wird das Potential flr biobasierende Folien fir den
Transportschutz in der Automobilindustrie deutlich. Bisher wurden fiir den Transportschutz
bereits viele Konzepte in der Automobilindustrie getestet. Tabelle 3 listet die verschiedenen,
derzeit eingesetzten oder im Test befindlichen MaBnahmen mit Anmerkungen zu
Materialbedarf, Kosten sowie Vor- und Nachteilen auf.
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Tabelle 3: Ausfihrungsformen des Transportschutzes von Neufahrzeugen in der Automobilindustrie

Ausflihrungsform Material Materialbedarf | Kosten /Auto Entkonservierung Nachteile Vorteile
[kg/Auto]
Paraffinwachs "° Paraffin in 0,3-0,75 kg2 bis | Material: Wachanlage  beim | groBe Mengen Abwasser, sprihbar
| __ Spezial- 2,4 kg' 0,5-1 €*bis 3€* | Spediteur Emissionen und

benzin als

Lésungsmittel bei Auftrag

Loésemittel Entkonservierung: | 3-6 L 5%iges und Entkonservierung®
10-20 pm 2 20-30 €* Lésungsmittel in 70-
85°C heiBem kein Schutz beim Transport
Wasser (400-1000 L | zum Handler, da Spediteur
| Wasser), entwachst’
Acrylatwachs® ‘ Acrylat in 1,2 kg® 0,5-1 €+ Waschanlage GroBe Mengen an Abwasser, | frei von Kohlenwasser-
E & Wasser stark alkalischer Reiniger, stoffen

z.B: Pfinder
Friapol 750

alkalischer Reiniger
notwendig (pH 13,5)°

800 L Wasser/PKW

hoher CSB des Abwassers
erfordert Vorbehandlung des
Abwassers,

Entfernbarkeit nicht
kontaktlos méglich >
mechanische Blrsten, die zu
Lackkratzern fihren kénnen

Polyolefin
50-80 pm 2

1kg® -2kg (5 m?)?

18-35 € je nach
Fahrzeugtyp®*

Manuell durch
Handler

Personal-, zeit- und
kostenintensiv,
Erddlressourcenausbeutung,
groBe Abfallmengen,
ZerreiBen der Folie beim
Abziehen fiihrt zu Lack-
Kratzern,

senkrechte Flachen meist
ungeschitzt

Keine Infrastruktur zur
Entkonservierung
notwendig
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Haubenplanen® ‘ Polypropylen/ | k.A. Material: Manuell durch Teuer, werden nicht Geringe
. ; Vinyl + 40-45 €° Handler wiederverwendet Nachbearbeitungskosten
S St tm Polyester beim Handler > Geld
SOFITEX® Manpower: flieBt zurlick an Hersteller
10€° Applikation: 10 min
freie Sicht durch Scheibe,
kurze Applikation und
Entkonservierung
k.A. < Vollschutz- Manuell durch Kein Vollschutz Kosteneinsparung durch
Hauben Handler manuelles Aufbringen der Teilschutz
Klebebander sind Klebebander
derzeit
preistreibend®
Polyurethan- | 1,4°1,7 kg* 25 € Manuell durch Aufwendige Trocknung®
| Dispersion Handler wZebra-Struktur” auf Lack
nach Ablésen®
PE-Textil- 50 €’ Manuell durch Teuer in der Herstellung Vollschutz
Laminat aus Handler Einfache Applikation
Schrumpf- hochwertiges
folie (PE), Erscheinungsbild
Schmelz- Windschutzscheibe frei,
kleber und ReiBverschluss
Polyester 3 min zum Aufbringen, 2-
3 min Schrumpfen

Quelle: 1 [Schucker, 1996], 2 [Schwarz, Leisewitz, 1999], 3 [Bartel, 2010], 4 [Jungmann, 2002], 5 [ATZ, 2002], 6 [Volkswagen, 2001] 7 [ tenmark, 2011], 8 [Pfinder, 2011], 9
[Carcover, 2011], 10 [Bunting, 2006]
*Preisangabe in DM umgerechnet in Euro
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3.4.2.1 Paraffinwachs- und Acrylatwachskonservierung

Wachsbeschichtungen haben zwar den Vorteil, dass sie einfach und blasenfrei aufgespriht
werden kdnnen, doch werden zum Auftragen und Entfernen des Wachses groBe Mengen an
Lésungsmitteln benétigt und es fallen enorme Abwassermengen an, die mit Tensiden und
Kohlenwasserstoffen belastet sind [ATZ, 2002]. Abbildung 29 zeigt, dass die
Wachskonservierung im Vergleich zur Folienkonservierung deutlich héhere Abfall-,
Abwasser und Abluftmengen liefert. Abbildung 29 veranschaulicht, dass man durch
gewachste Scheiben nicht sehen kann, weshalb das Wachs fir Rangierarbeiten von den
Scheiben entfernt werden muss. AuBerdem sind die Fahrzeuge beim Transport vom
Spediteur, der das Wachs abwascht, bis zum Kunden ungeschitzt. Aufgrund dieser
Nachteile hat Volkswagen zum Jahresende 2007 Wachs als Endkonservierung aus dem
Programm genommen [Volkswagen, 2007].

Konser: , Transport , etcneer S ges
pro Auto Abfall Abwasser Abluft =
Paraffin- Wachs 1,2 kg 0,02m®  0,550kg € |
Hydrowachs 1,2 kg [0,04m3 0,040 kg
Folie 1,0 kg 0,00 m3 0,000 kg
Spritzfolie [14kg | 000m?3 0,035 kg

Abb. 29 (links): Abfall-, Abwasser und Abluftmengen bei der Konservierung und
Entkonservierung mit unterschiedlichen Konservierungsmethoden nach Volkswagen (2001)
und Abb. 30 (rechts): Foto einer ,bewachsten“ Autoscheibe [Bunting, 2006]

3.4.2.2 Kunststofffolien-Konservierung

Vielfach haben sich Polyolefinfolien durchgesetzt, welche jedoch den Nachteil haben, dass
das Aufbringen und Entfernen der Klebefolien sehr personal-, zeit-, platz- und kostenintensiv
ist. Die Kosten belaufen sich auf rund 18-35 Euro pro Karosserie [Cordshagen, 2002],
[Bartel, 2010]. Die Firma Audi stellt in Ingolstadt taglich mehr als 4000 Autos her [Bartel,
2010]. Schon flir diese Fahrzeuge waren rund 120 Mitarbeiter im Drei-Schicht-Betrieb
beschéftigt, um sie mihsam von Hand zu bekleben [Cordshagen, 2002].

Abbildung 31: EinreiBen der Folien bei der Entkonservierung [Kurbads, 201 1]und Abblldung

32: Ablésen fehlerhaft applizierter Folien wahrend des Transportes [VW Audi, 2011]
43



Nach dem Transport kénnen die Folien oftmals nur noch in Fetzen von der Karosserie
abgezogen werden (siehe Abb. 31), was erneut sehr zeitaufwendig ist und die Gefahr des
Verkratzens des Lackes birgt. Fehlerhaft applizierte Folien fihren oftmals zu
Haftungsproblemen wahrend des Transportes (siehe Abb. 32). AuBerdem entstehen auch
bei einer Folienkonservierung mit 1-1,4 kg nicht unerhebliche Mengen an Abfall pro
Fahrzeug (siehe Abb. 29) [Volkswagen, 2001].

3.4.2.3 Haubenplanen- und Teilschutzhauben-Konservierung

Die dartber hinaus verwendeten Haubenplanen sind meist Einweghauben, da ein
Ricktransport aufgrund zum Teil betrachtlicher Entfernungen und somit eine
Wiederverwendung unwirtschaftlich ist [Volkswagen, 2001], [Bartel, 2010]. Somit fallen auch
hier zu entsorgende Abfalle sowie ein hoher Energie- und Ressourcenbedarf an. Mittlerweile
werden zur Kostenreduzierung meist Teilschutzhauben verwendet, bei denen wiederum die
notwendigen Klebebander zur Fixierung derzeit preisbestimmend sind.

In ihrer aufwendigen Ausarbeitungen liegt der hohe Preis der Haubenplanen begriindet. Die
Hauben werden von Hand aus einem mehrschichtigen Spezialmaterial genaht (s. Abb. 33),
sie bendtigen Aussparungen fur Auspuff und Kuhler, transparente Folien im Bereich der
Scheinwerfer und Windschutzscheibe sowie ReiBverschliisse fir Tankdeckel und Fahrertlr
um ein Betanken und Einsteigen zum Verladen zu erméglich (Abb. 33). Wie auch bei den
Kunststofffolien kommt es bei den Haubenplanen vielfach zu Beschadigungen und zum
AbreiBen der Hauben wahrend des Transportes.

Abbildung 33: Aufwendige Fertigung der Haubenplanen (Full body cover). Quellen: [Sinoc,
2011], [2T, 2011]
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3.4.2.4 Weitere Konservierungsmethoden (Spriihfolien und Schrumpffolien)

Alle weiteren Konservierungsmethoden, wie Schrumpffolien oder spriihbare Schutzfolien,
konnten sich bisher aus den verschiedensten Griinden nicht durchsetzen [Bartel, 2010].

3.4.3 Anforderungen an den Fahrzeugschutz [Bartel, 2010]

Bei der Entwicklung eines Transportschutzes sind umfangreiche Anforderungen zu
beriicksichtigen. Hierzu gehért neben dem Schutz des Lackes vor duBeren Einflissen, dass
die Folie mindestens 6 Monate auf der KarosserieauBenhaut verbleiben kbnnen muss, ohne
irreversible Oberflachenverédnderungen hervorzurufen. AnschlieBend muss die Folie ohne
ZerreiBen und vollkommen ruckstandsfrei von der KarosserieauBenflache wieder entfernbar
sein. Diesen Vorgang bezeichnet man als Entkonservierung. Der
Gebrauchstemperaturbereich betragt -40 bis +90°C [Wendel, Becher, Volkswagen, 2005]. Im
Folgenden ist das Anforderungsprofil der Firmen VW/AUDI auszugsweise aufgelistet (s. Tab.
6).

Tabelle 4: Anforderungsprofil an eine Neufahrzeug-Konservierung

Anforderung Vorgaben Prufverfahren
Erscheinungsbild Keine negative Beeintrachtigung
Gesamtdicke 60-80 um DIN 53370
Schutzdauer 6 Monate
Schutz vor RuB- und Insektenablagerungen, Eis, Schnee,

Nasse, Flugrost, Staube, Vogelkot,
Applikation Bevorzugt Spriihen bei 10-30°C, 2-60 bar
Viskositat 20-25 s (Wachse) PV 2.11
Trocknung 3-5 min bei 60°C
ReiBfestigkeit 20-40 N/25mm DIN ISO 527
ReiBdehnung > 450% DIN ISO 527-2
ReiBkraft (Folie) > 20N/mm? DIN ISO 527-2
Zugfestigkeit > 20MPa bzw. 40N/5cm (Hauben) DIN 527-3
Lackvertraglichkeit 120 h Kondenswasserkonstantklima DIN 50017-KK

3h bei 80°C Umluftwarmeschrank
Zyklus 2 Klimawechsellagerung, 16 h, -40°C PV14.06

Vertraglichkeit mit Klarlacken, Anbauteilen
Chemikalien- Otto- und Dieselkraftstoff: 10 bzw. 60 min VDA 621-412
vertraglichkeit Motor6l / Hydraulikél: 16 h

Getriebedl: 10 min

Bremsflissigkeit und Kiihlerfrostschutz:: 1 h
Scheibenreinigungsflissigkeit: 10 min
Natronlauge /Schwefelsdure: 24 h, 40°C
Baumharz / Pankreatin: 24h, > 35°C
Klebkraft 1,0 + 0,2 N/ecm DIN EN ISO 527-2
Transport/ Windkanal Ausreichende Haftung bei 160 km/h
LKW-, Eisenbahn- und Schiffs-tauglich
Keine Einschrankung bewegter Teile

UV-Besténdigkeit 600 h DIN ISO 4892-2
Bewitterung 9 Monate Freibewitterung Mitteleuropa
6 Monate Freibewitterung Arizona + Florida PV 3.13.2
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Abschélwiderstand

Entfernbarkeit
Recycling
Umweltvertraglichkeit
Lagerstabilitat
Wirtschaftlichkeit

Quellen: [VW, AUDI, 2005-1 bis 3], [VW, AUDI, 2008], [Bartel, 2010], [Pfinder, 2011]

500 h Florida-Simulation, 72 h KW-KK,
Ungealtert, RT nach 5 min: >0,8N/25mm
Ungealtert, RT, 72 h: >2, <5 N/25mm
ungealtert, -10°C, 5 min: 1,0 N/25mm
Ruckstandsfrei ohne Zerreiflen
recyclebar

PVC-, Schwermetall- und Brom-frei

3 Monate bei 5-30°C

20 Euro/Fahrzeug [Bartel, 2010]

DIN 50017-KK
DIN EN 1939
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ABSTRACT: Although collagen-based films have been
successfully used for packaging in the meat industry, their
potential as a replacement for synthetic packaging films in
other industries has not yet been widely investigated. This
may be due to the low water resistance of protein films.
The objective of this study was to systematically improve
water resistance in collagen-based films and to investigate
the influence of different crosslinking agents and cross-
linker concentration levels. In this study, the film’s water
resistance was determined gravimetrically as well as by
applying the Sircol™ Protocol. Although the reference col-
lagen film produced without any crosslinking agents
showed to have almost completely disintegrated after 2 h
at 80°C, it was possible to generate chemically crosslinked
films, which stayed intact after 2 h at 80°C and even main-
tained water resistance after 8 h at 60°C. The results of
this study showed that thermal crosslinking leads to

weaker bonds than the chemically crosslinking. Both assay
methods for the determination of the water resistance
yielded almost identical curves, except for films with an
added plasticizer, clarifying that the Sircol™ protocol is
not suitable to record data as a result of the dissipation of
the plasticizer. Furthermore, study results indicated that
the water resistance strongly depends on the amount of
added crosslinker and reaches a maximum at a concentra-
tion of 10% w/w, whereas compostability was nearly 90%
at 58°C within 38 days for a chemically crosslinked colla-
gen film plasticized with lecithin. However, increased
crosslinking significantly decreased the enzymatic degrad-
ability of the investigated films. © 2012 Wiley Periodicals, Inc.
T Appl Polym Sci 000: 000-000, 2012

Key words: collagen; films; water resistance; crosslinking;
biodegradable

INTRODUCTION

Although in the future it may not be possible to
entirely replace petroleum-based plastics with bio-
plastics, biopolymers have shown the potential to
reduce the consumption of synthetically produced
plastics in certain areas of application.! For manufac-
turing biopolymers, plant- or animal-based polysac-
charides, proteins and lipids as well as combinations
thereof can be used.? Currently, the food industry
uses collagen-based films and casings as a standard.
Edible collagen films represent the commercially
most successful protein films.>* It is estimated that
~ 80% of all produced sausage casings are made
from tubular collagen films.”

The raw material collagen is a natural and renew-
able resource,(‘ which can be obtained, for example,
as a byproduct from leather production’ and is
therefore readily available.® Furthermore, collagen is

Correspondence to: 1. Sommer (i.sommer@hs-mannheim.
de).

Contract grant sponsors: DBU Deutsche Bundesstiftung
Umwelt, Naturin Viscofan GmbH, Weinheim (Germany).

Journal of Applied Polymer Science, Vol. 000, 000-000 (2012)
© 2012 Wiley Periodicals, Inc.

highly biodegradable as opposed to petroleum-based
plastics, which are biologically inert for many years
or even decades and therefore are not or are only
partially compostable.® In addition, collagen as bio-
material is physiologically harmless and approved
for the food industry.® Films and coatings can be
manufactured by casting, spraying, or extruding.g
The fibrous structure of collagen films is responsible
for their beneficial mechanical properﬁes.4

However, films made from collagen as well as
other proteins show a high affinity to water.® In con-
tact with water, collagen chemically absorbs water in
the form of bound water and partly as capillary
wa.tt—z-r,1 which alters the properties of the film and at
worst, can lead to destruction of the film altogether.9
Alkaline amino groups and hydroxyl groups as well
as carboxyl groups have been shown to be responsi-
ble for the high degree of hyd.rophilicity.m

Studies exist regarding the effects of water absorp-
tion on mechanical properties’' as well as studies
that determine water s.nll;lbilit‘y5 of collagen films,
but a subject literature search shows the absence of
research on how to systematically improve water
resistance of collagen films. One study, Pukhova
et al.'? publicized research done on increasing water
resistance of collagen fibers during the spinning
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process by the use of Cr,O;. Literature search also
showed a remarkable absence of consistent terminol-
ogy. In similar context, different terms are used such
as water resistance,"® water solubility,"*'® water
absorption,'”'” water repellence,'* or water perme-
ability>'”"? but often not clearly defined. This
study defines water resistance as the film’s ability to
resist dissolution in contact with water or to dissolve
to a certain degree only.

Based on the fact that proteins, thus collagens
accordingly, consist of varying amino acids with dif-
ferent side chains, it has been shown possible to
modify the properties of protein films through
chemical modification of their side chains. The inter-
and intramolecular crosslinking with aldehydes,
such as glyoxal,® formaldehyde,>® and glutaralde-

hyde,>>'® respectively, as well as carbodiimide®*
shows positive effects®>” regarding water resist-
ance®'**%?! by forming a water-insoluble three-

dimensional network via covalent bridges between
protein chains. By comparison, physical treatments,
such as UV™ or dehydrothermal (DHT)crosslinking”
lead to crosslinked proteins, however, with signifi-
cantly less stable bonds.*

With respect to the use of protein films, other than
water resistance, attention also needs to be paid to
the brittleness, hence the low degree of elastic plas-
ticity of these films.” Plasticizers decrease brittleness
by decreasing intermolecular forces between poly-
mer coils, which leads to the loss of density of the
protein scaffolding”'” and thus to an increase in
material flexibility. However, with increasing levels
of plasticizer content, permeability is increased sub-
sequently due to the augmentation of the free vol-
ume/intermolecular spacing,” which is why great
detail has to be given to this as]gect with regards to
investigating water resistance.””” Furthermore, most
plasticizers are hygroscopic in nature, which hence
increase the water content of films.

Finally, an important reason for using renewable
resources is their biodegradability. Degradability in
this context is to be understood as enzymatic
degradability as well as compostability. Increasing
water resistance of collagen films by chemical cross-
linking may alter degradability and compostability,
therefore, it is important to pay attention to these
two aspects.

Motivation for this study was the realization that it
is most likely the nonbeneficial effect of water on the
properties of protein films that is responsible for the
limited use of the full potential of collagen films out-
side the meat processing industry. The object of this
study was to systematically examine how to improve
water resistance of collagen films. Therefore, a step-
by-step approach was chosen for the optimization.
Figure 1 shows the individual steps during the opti-
mization process. At first, it was examined whether
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Figure 1 Procedure for optimization of water resistance.

thermal or chemical crosslinking produces more
water resistant films. Afterward, three different cross-
linking agents and combinations thereof were com-
pared with regards to their capability to produce the
most water resistant film. Subsequently, it was tested
to what extent the behavior of a collagen suspension
acidified with hydrochloric acid (collagen suspension
A) would differ from a mass acidified with lactic acid
(collagen suspension B). As above, the better result
was selected for further testing and the appropriate
crosslinker concentration was ascertained. Afterward,
the influence of the plasticizer on water resistance
was determined. Finally, it was assessed whether the
improved water resistance of collagen films nega-
tively affected their compostability.

EXPERIMENTAL
Materials and reagents

Unless specified otherwise, all chemicals were
obtained in analytical grade from Roth (Karlsruhe,
Germany), Merck (Darmstadt, Germany), or VWR
(Darmstadt, Germany). Collagen film Cobiosh at
experimental stage (thermally crosslinked, 7401-4)
and hydrochloric acid (collagen compound A) as well
as lactic acid (collagen compound B) prepared from a
bovine connective tissue collagen matrix with 8.6%
(12%) dry collagen content, was provided by Naturin
Viscofan GmbH (Weinheim, Germany). Ethanedial
(glyoxal, G2} of 40% in aqueous solution for synthesis
was purchased from Merck (Darmstadt, Germany).
Methanal GPR Rectapur (Formaldehyde, FA) 36%
was purchased from VWR (Darmstadt, Germany) and
Pentane-1.5-dial(glutaraldehyde, G5) was provided
by Naturin Viscofan GmbH (Weinheim, Germany).
Aluminum sulfate hydrate crystals and lecithin >97%
for the biochemistry was obtained from Roth (Karls-
ruhe, Germany). Methyl 3-hydroxybenzoate 99%,
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IMPROVING THE WATER RESISTANCE

trans, trans-2.4-acid potassium salt hexadienoic (99%)
and ethyl 4-hydroxybenzoate 99% as a preservative
were obtained from Aldrich (Steinheim, Germany).
Deionized water was obtained from an in-house sup-
ply. Pronase from Streptomyces griseus with an activity
4,000,000, PU/g was obtained from VWR (Darmstadst,
Germany). Trypsin (2500 USP-U /mg) was purchased
from VWR (Darmstadt, Germany), protease A-01 and
A-08 (500 U/mg or mL) was purchased from ASA
Spezialenzyme (Wolfenbiittel, Germany). Phosphate
buffered saline (’PBS) BDH Prolabo, pH 7.2 was pur-
chased from VWR (Darmstadt, Germany).

OxiTop with MG 1.0 bottle for soil respiration
determination were obtained from WTW Wissen-
schaftlich  Technische  Werkstitten (Weinheim,
Germany). TESA Polyolefinfolie Bodyguard® 50530
PV7 (with EVA polyethylene-adhesive layer) was
obtained from FN Klebe und Schleifprodukte GmbH
(Ergolding, Germany). Compost with a grain size of
1-10 mm was purchased from a local composting
plant, Wagner GmbH (Frankenthal, Germany). Cel-
lulose for thin layer chromatography (< 20 pm) was
obtained from Aldrich (Steinheim, Germany).

Preparation of chemically crosslinked
collagen films

Unless otherwise stated, all concentration specifica-
tions are provided in % w/w (weight portion) and
are referring to the collagen dry matter content. For
the production of 350 g collagen suspension with a
dry collagen fraction of 2.5% (unless indicated other-
wise), 73 g (91.5 g) with a meat grinder minced colla-
gen suspension A (collagen suspension B) were
added to 274 g aluminum sulfate® solution (0.015%
w/w) and homogenized on Level 2 for 20 min with
homogenizer (Ultraturrax T50 Basic, Ika-Werke, Stau-
fen, Germany). Aluminum sulfate was used following
a recipe of Naturin Viscofan GmbH (Weinheim,
Germany). It reduces the viscosity of the collagen sus-
pension through reduction of the hydration shell
(reduces swelling) and therefore enables the use of
higher collagen contents, which further minimize the
drying time.** The collagen was left to soak over-
night. The following day, additives such as plasticiz-
ers were added to the collagen suspensions according
to test requirements (see corresponding experimental
section for more details). After mixing all additives,
the pH value was adjusted to 2.8 with 90% lactic acid
or hydrochloric acid. The resulting mass was homog-
enized with the homogenizer on Level 2 for an addi-
tional 30-45 min. To produce a film, it was proven to
be necessary to work with a level of 3 mm filled into
the casting molds (Teflon dishes, d =13 ¢cm, VWR,
Darmstadt, Germany or PP wells, manufacturer
unknown) and mixed with (if not stated otherwise)
10 g of a crosslinker solution (corresponds to 10%

w/w) and further degasified in a vacuum cabinet
(WTB Binder GmbH, Tuttlingen, Germany) at 5 mbar
for 20 min. The degassed compounds were dried over-
night in a warm-air compartment dryer (custom built).
Figure 4 shows the finished film. As reference film, a
collagen film manufactured out of a collagen suspen-
sion without the addition of crosslinkers was used.

Preparation of thermally crosslinked collagen films

The thermally crosslinked collagen film (Cobiosh
7401-4) was provided by Naturin Viscofan GmbH
(Weinheim, Germany). The film was prepared from
a bovine collagen (Type 1) through extrusion. After
drying at 50°C for 24 h in a circulating air oven, the
film was DHT crosslinked at 105°C for about 1 h.

Determination of water resistance of the collagen
films in accordance with DIN EN ISO 175

The water resistance of the test films was determined
in accordance with DIN EN ISO 175,25 Plastics determi-
nation of the effects of immersion in liquid chemicals.
Diverging from DIN EN ISO 175 for the test 100 mg of
collagen film (see corresponding experimental section
for more detailed information regarding amount of
crosslinkers) was incubated in 8 mL deionized water
for 1 h and 2 h, respectively (see experimental section),
at20°C, 40°C, 60°C, and 80°C. At the end of the test pe-
riod, undissolved film was separated from the test
fluid by centrifugation with a centrifuge (J2-HC, Beck-
mann Coulter GmbH, Krefeld, Germany) at 10,000 rpm
for 2 min, and the dissolved collagen content was
determined. For the determination of the dissolved col-
lagen fraction, two methods were used. For one, the
spectrometric assay of soluble collagen by using Sirius
Red dye reagent according to the Sircol™™ Protocol by
Biocolor Ireland®® and furthermore by gravimetrical
determination of decrease in weight of the collagen.

Sircol™ protocol

Collagen content in the supernatant was determined
according to the Sircol™ Protocol by Biocolor
Ireland.*® Instead of dissolving the dye in pipric acid,
deionized water was used according to Lee et aL,27
and the pH was adjusted to 2.0 with 1M HCL” The
extinction was measured in a photometer (CADAS
200, Hach Lange GmbH, Diisseldorf, Germany).

To determine the collagen concentration of the su-
pernatant, a calibration curve was created. The colla-
gen content of the probes was calculated according
to eq. (1), and the water resistance was calculated
according to eq. (2).

E[555 nm| + 0.0142
0.0186

collagen content ¢ [mg/100 mL] =
M
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where ¢ is the collagen content in mg/100 mL and
E is the extinction at 555 nm [ |.

Gravimetric detection

The gravimetric determination of the difference
between the collagen suspensions before and after
treatment was performed referring to Tint®™® with a
Precision Scale (II-150, SNUG Jadever Scale Co.,
Markham Ontario, Canada). For evaluation, the film
test specimens were weighted out precisely to 0.0005
g (my) at the beginning of the assay and then
weighed again (my) after incubation, decanting of
test fluid, rinsing, and drying. After quintuple deter-
mination, the average value was calculated out of
individual measurements.

Water resistance r was determined as follows
[eq. (2)]

water resistance r = mz /my * 100 (2)

where r is the water resistance in [%] and n1; and ni,
are the weights at the beginning, respectively, at the
end.

Compostability

Aerobic biodegradability of the collagen films was
investigated following the DIN EN ISO 14855-1,%
2007 protocol (Regulations for thorough aerobic bio-
degradability of plastic materials under controlled
composting conditions), with the polyolefin film as
reference material. After adjusting the water content
of the compost with tap water, the dry matter con-
tent was determined at 49.73% with a moisture ana-
lyzer (MA 35, Sartorius, Gottingen, Germany). The
ash, or respectively, the organic dry substance was
determined with an incinerator (ULTRA X 05, a&p
Instruments, Detmold, Germany) at 3.05/10 g and
1.93/10 g. Glass jars were used as composting con-
tainers with an inserted metal grille so that the com-
post could be ventilated evenly through a hose
attached at the bottom. The ventilation was per-
formed with COx-free air (which was produced via
induction into a 4M sodium hydroxide-filled wash
bottle as a trap. Diverging from DIN EN ISO 14855-1
first, 100 g of the wetted compost was placed onto
the ventilation grille of each container, then each of
the test films were placed onto the compost and
finally covered with another layer of 100 g of com-
post and sealed with a lid. The collagen films used
in the composting experiments were prepared from
the collagen suspension B. The suspensions con-
tained 2.5% dry-collagen, 20% w/w lecithin, 20% w/w
glycerol, 0.015% w/w aluminum sulfate, and 15%
w/w gelatin. Diverging from DIN EN ISO 14855-1,
the films used had a diameter of 7.5 cm and a thick-
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TABLE I
Information on the Soil
Parameter Value
Soil type Compost
Soil grain size 1-10 mm
Soil density 2kg/L

Soil volume 50 mL/100 g

ness of 110-124 pm (80 um polyolefin). The incuba-
tion was performed in a drying cabinet (FT 420 K,
Heraeus Holding GmbH, Hanau, Germany) at 58°C
+ 2°C in the dark. Once per day, the mixtures were
stirred up, the films removed, rinsed with deionized
water, gently dried, and their appearance (size,
color, swelling, and decomposition) documented.

Due to the fact that the experiments described
above only prove disintegration, which can be the
result of dissolution without degradation, the per-
centage of biodegradation based on the CO, produc-
tion as definite proof of composting was investi-
gated in parallel. Therefore, 1 L glass vessels were
filled with 100 g of the prepared compost (49.73%
dry matter content). Table I shows some characteris-
tic information on the soil and the testing
parameters.

The collagen films used in these experiments were
prepared from the collagen suspension B. The leci-
thin film contained 2.5% dry-collagen, 20% w/w lec-
ithin, 20% w/w glycerol, 0.015% w/w aluminum
sulfate, and 15% w/w gelatin. The noncrosslinked
film was prepared with the collagen suspension B
(2.5% dry-collagen). Furthermore, the Cobiosh film
(thermally crosslinked film) was investigated (for
detailed information concerning film composition
see Table II).

The film samples were positioned in the middle of
the soil. With the used sample sizes of 4.2 x 4.2 cm’
(9.4 x 9.4 cm?® for the chemically crosslinked film), it
was ensured that the oxygen content of the free gas
volume of each test device was sufficient to enable a
100% degradation of the films. The theoretical CO,
content (ThCO,) (see Table II) produced by total oxi-
dation of the material was calculated from®

ThCO; = TS Cyoy # -% (3)

where TS is the total dry matter (g) of the film
component in the film, C, is the proportion of TOC
in film component TS (g/g), 44 is the molecular
mass of CO, (g/mol), and 12 is the atomic mass of
C (g/mol).

In each bottle, a beaker containing 100 mL 1M
NaOH as COz-absorber was placed, and the vessels
were closed air-tight. The samples were incubated in
an incubation cabinet (FT 420 K, Heraeus Holding

51



IMPROVING THE WATER RESISTANCE

TABLE II
Film Composition and ThCO,
Film Dry matter Molecular Ciot ThCO, ThCO,
Flm component  content (g) formula (g/8) (g) (mol)
Noncrosslinked Collagen 0.13 (Cy2H24N5Oy) 0.48 0.225 0.005
Thermically Collagen 0.21 (C2H24N70y) 0.48 0.362 0.008
crosslinked
Chemically Collagen 0.10 (Cy2H24N70,) 0.48 0.175
crosslinked Lecithin 0.03 CysHeaNOKP 0.67 0065
Glycerin 0.03 C3HgO4 0.39 0.038
Gelatin 0.02 (CiooHisiO5eNa1) 050 0.037
Clyoxal 0.01 CH,04 0.41 0.020
Total 0.335 0.008
Cellulose Cellulose 0.23 C1oH»Opy 0.42 0.350 0.008

GmbH, Hanau, Germany) at a temperature of 58°C
+ 2°C. To maintain sufficient aerobic conditions,
vessels were flushed every 34 days for 10 min with
air, and the NaOH was replenished. The produced
carbon dioxide was absorbed in the sodium hydrox-
ide solution and determined every 34 days by titra-
tion with 1M HCl to phenolphthalein end point after
addition of 20 mL 0.5 mL BaCL, solution. Quantilgr
of carbon dioxide was calculated according eq. (4).

nCO» :% Vaon % (C_\Jaoﬂ—'mit - C.‘?LVHU) 4)

NaOH—fitr
Pwhere nCO; is the mass quantity of captured CO-
(mol), Vnaon is the volume of NaOH as absorber
(100 mL), cnaoriinit 1S the NaOH concentration in
absorber before test (1 mol/L), cucy is the concentra-
tion of HCI solution (1 mol/L), Vyc is the con-
sumed HCI solution in titration (mL), and Vna.otie
is the volume of NaOH absorber for titration (100
mL).

Percentage of biodegradation Dy was calculated
from accumulated amount of CO> using the follow-
ing formula (5). Respiration of a compost blank was
subtracted from the values of the sample.

~ n(COy)film sample — 1(CO;)soil blank .

bt #ThCO,

100
®)

*where Dr is the percentage of biodegradation
according to produced COs (%), n(CO2)f1m sample is
the accumulated CO, quantity released by the film
(mol), M{(CO2)seit blank is the accumulated CO, quan-
tity generated from soil (mol), and #ThCO, is the
level of theoretical CO» quantity (mol).

Enzymatic degradability

Enzymatic degradability of collagen samples was
tested according to a modified protocol described in

the literature by Angele et al.*' and Junqueira et al.
To determine the degradability, 40 g collagen sus-
pension B with a collagen content of 2% were
weighed into a 13 cm Teflon dish (VWR, Darmstadt,
Germany) and mixed with 8 mL deionized water,
respectively, with 8 mL crosslinker solution. The
crosslinker solution was prepared by bringing 2.5 g
glutaraldehyde (40%), 2 g glyoxal (50%), and 2.7 g
formaldehyde (37%) to 100 mL volume with deion-
ized water and another one with only 2.5 g glutaral-
dehyde (40%) to 100 mL volume with deionized
water, respectively (see experimental section). Using
8 mL of this solution on 40 g collagen suspension
resulted in a concentration of 10% w/w based on
the collagen dry matter content. For the lower cross-
linker concentrations, a 1 : 10 and a 1 : 100 diluted
solution were each prepared. All collagen suspen-
sions were dried in a warm-air (custom built) at
37°C for a 24 h period. Enzyme solutions with an
enzymatic activity of 6 U were prepared in 60 mL
PBS buffer and adjusted by addition of 1M sodium
hydroxide solution (trypsin and pronase — pH 7.5;
proteases — pH 10). For the degradability studies,
200 mg of dried collagen (in,) were weighed into an
Erlenmeyer flask, mixed with 60 mL enzyme solu-
tion, and incubated at 40°C (proteases, pronase) and
25°C  (trypsin), respectively, with the incubator
shaker KS4000i (IKA-Werke, Staufen, Germany) at
100 rpm for 2 h. The enzymatic reaction was
stopped by cooling to 4°C in a centrifuge (J2-HC,
Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, Germany) at
10,000 rpm for 10 min during which the undissolved
collagen film was separated. Subsequently, the pellet
(undegraded collagen film) was washed with deion-
ized water twice, centrifuged once more, and then
according to the gravimetrical determination proce-
dure by Tint*® left to dry overnight in compartment
dryer (custom built) at 37°C and weighed (11,). The
degradability was determined (%) according to eq.
(6). The decrease in weight of the corresponding
film masses that were incubated at 40°C for 2 h in
PBS buffer without enzyme addition (blank value)
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were subtracted from the determined dry weight of
the collagen film after enzymatic degradation.

degradability — 2
1

«100 (6)
where d is the degradability in (%) and m; and m»
are the weights at the beginning, respectively, after
2 h (each blank value adjusted).

RESULTS AND DISCUSSION

Influence of crosslinking method on water resist-
ance of collagen films

Water or moisture can change the properties of col-
lagen films and lead to their destruction. Minimal
research on how to systematically improve water re-
sistance of collagen films to increase the potential of
collagen films outside of the meat processing indus-
try has been published. As there is no universally
agreed on definition, the term water resistance is
defined for this study as the film’s ability to resist
dissolution in contact with water or to dissolve to a
certain degree only. In this study, a step-by-step
approach was chosen for the optimization of the
water resistance of collagen films.

At first, it was examined whether thermal or
chemical crosslinking produces more water resistant
films (see Fig. 1 Step 1), because Lew et al*® and
Abke™ reported that thermal crosslinking in com-
parison with chemical crosslinking leads to proteins,
however, with significantly less stable bonds. There-
fore, water resistance of a commercially available
collagen film (Cobiosh) compared with an untreated
collagen film (reference film made from collagen
suspension A) was tested as described in the materi-
als and methods section.

Figure 2 shows water resistance of the thermally
crosslinked collagen film in comparison with the ref-
erence collagen film at different temperatures, meas-
ured after 2 h by Sircol™ protocol and gravimetri-
cally. Both assay methods for the determination of
the chemical resistance yielded almost identical
curves.

Within the testing period, films produced from a
collagen suspension without the addition of any
crosslinking agents (reference film made from colla-
gen suspension A) were, up to a water temperature
of 37°C-40°C, almost 100% water resistant. Initially,
the resistance documented showed little change but
decreased significantly after exceeding the denatura-
tion temperature of >40°C (Fig. 2).

These findings may be explained by the gradual
loss of the triple-helical structure during gelatiniza-
tion as a consequence of a decrease of intra- and
intermolecular bindings with rising temperatures
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Figure 2 Water resistance of a thermally crosslinked col-
lagen film (Cobiosh) in comparison with the reference col-
lagen film at different temperatures after 2 h, measured
gravimetrically (1) and by Sircol™ protocol (2).

above the denaturation temperature.'” The helix-coil
conversion leads to the breakage of hydrogen bonds
between polypeptide chains, resulting in individual
chains or dimers and an increased solubility.®
Below the denaturation temperature, the triple heli-
cal structure of collagen (produced under mild
conditions) is almost intact.”® However, at water
temperature of 80°C, the reference film was fully
disintegrated within 2 h.

The water resistance of the Cobiosh collagen film
showed an almost 100% water resistance at 20°C (af-
ter 2 h). This result was found to be in good accord-
ance with values reported in the literature by Amin
and Ustunol.” For instance, Amin and Ustunol®
reported a solubility of natural collagen casings
(Brechteen Co., Chesterfield, MI) of 6.58% after
immersing in deionized water containing 0.02% w /v
sodium azide as biozid for 24 h at 20°C-23°C (about
0.5% in 2 h). With rising temperatures above 20°C,
the resulting data of the Cobiosh film indicated an
almost linear correlation between resistance values
and temperature. With a resistance of 70% at 80°C
after 2 h, the Cobiosh film was much more resistant
than the reference film.

Although the mechanism of DHT collagen cross-
linking is not completely understood, the improved
water resistance of the Cobiosh film is thought to be
related to the removal of water from collagen™ and
the formation of amide crosslinks between amine
and carboxyl groups. An alternative crosslinking
route is through the formation of lysino-alanine fol-
lowing dehydration of serine residues and subse-
quent reaction of the resultant dehydroalanine with
the e-amino-group of lysine.”” About 745 of the 3156
residues on the collagen molecule are involved in
the reaction, such as residues of aspartic acid, %lu-
tamic acid, serine, threonine, arginine, and lysine.*®
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Figure 3 Casted collagen film prepared with collagen
suspension A, dried at 37°C.

Sodium dodecylsulfate (SDS)-polyacrylamide gel
electrophoresis of heat cured collagen showed high-
molecular weight aggrggates and a decreased solu-
bility in water at 80°C.™ Determination of the num-
ber of free carboxyl and amino groups after DHT
treatment showed diminishing values.*

After that a collagen film (made from collagen
suspension A) crosslinked with a combination of G2,
G5, and FA (10% w/w) was prepared and tested as
described in the materials and methods section. Fig-
ure 3 illustrates such a casted collagen film. The
films were stable, pale yellow, transparent and had
a thickness of 150 pm.

Primarily responsible for the crosslinking of colla-
gen with aldehydes are the free g-amino-groups of
lysine, beside some others with minor s-,ig;l'tif'ica.nce.3'4
Assuming that a collagen molecule (Type 1) has
about 100 e-amino-groups® and that one molecule
hardener crosslinks two amino-groups, the theoreti-
cally necessary amount of crosslinker is about 0.8%
referring to dry matter content. Bowes and Cater™
used a significantly higher concentration. They cross-
linked collagen with formaldehyde (20% w/w),
glyoxal (10% w/w), and glutaraldehyde (12% w/w)
referring to dry matter content. On the basis of this,
an initial crosslinker concentration of 10% w/w refer-
ring to dry matter content for this study was chosen.

Figure 4 contrasts the water resistance of the dif-
ferently crosslinked collagen films (untreated, ther-
mally and chemically crosslinked) after 2-h testing
periods at different temperatures measured by Sir-
col™ Protocol. Compared with the results presented
in Figure 2, a chemical crosslinking with the cross-
linker combination consisting of G2, G5, and FA
(each 10% w/w) and the collagen suspension A pro-
duced collagen films, which were almost completely
resistant to water even after a 2-h incubation at
80°C, hence showing significantly improved resist-
ance compared with the thermally crosslinked film.
The inter- and intramolecular crosslinking with alde-
hydes shows positive effects regarding water resist-
ance™5?%2! by forming a water-insoluble three-

dimensional network via covalent bridges between
protein chains.

Kopp et al.* observed a decrease in solubility as a
function of crosslinking in collagenous material pro-
voked by a decrease in the water binding capacity.
A 7% decrease in solubility was reported by Micard
et al,*> who crosslinked gluten-films with formalde-
hyde and compared it with unmodified films.
Galietta et al.** observed the same reduction in solu-
bility for whey protein-based films.

Previous studies have shown that thermal cross-
linking such as DHT drying produces weaker bonds,
when compared with chemical crosslinking®*
although approximately seven times as many resi-
dues of the collagen are available for crosslinking
using dehydration procedures, when compared with
glutaraldehyde crosslinking.**® Abke reported stud-
ies, in which the results of thermal crosslinking were
compared with the results of chemical crosslinking.
Unfortunately, these investigations were difficult to
compare among themselves due to the different pro-
cedures used (differently prepared basic material,
different concentrations, temperatures, and methods
of determination to evaluate the degree of crosslink-
ing). Abke reported on the investigations of Wea-
dock et al., who compared the collagenase stability
of differently crosslinked (UV, DHT, glutaraldehyde)
bovine collagen among each other. Thermal cross-
linking led only to slightly improved collagenase sta-
bility, =~ whereas  glutaraldehyde  significantly
improved the collagenase stability. Abke also men-
tioned the studies of Pieper et al., who crosslinked
bovine collagen (Type 1) through DHT respective
chemical (with) 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide hydrochloride (EDC). The DHT treat-
ment did not show any influence on the collagenase
stability in contrast to the chemical crosslinking.™

-+GZ2G5FA10% (2) #nocross-linker (2) -+«Cobiosh (2)

water resistance [%]

a 20 40 80 80
temperature [°C]

Figure 4 Comparison of water resistance of differently
crosslinked collagen films (made from collagen suspension
A) after 2-h testing period at different temperatures meas-
ured by Sircol™ Protocol (2), FA = formaldehyde, G2 =
Glyoxal, G5 = glutaraldehyde, each 10% w/w.
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Due to the risk of collagen denaturation, resulting in
materials that are more susceptible to solution at the
same time, it is difficult to produce more bonds
through increasing the exposure time.*

As a result, it can be stated and confirmed that it
is possible to increase the water resistance of colla-
gen films by crosslinking as previously reported by
Courts and Homan* or Amin and Ustunol.” The
increased water resistance is attributed to the forma-
tion of additional covalent bonds, as Amin and
Ustunol® confirmed by SDS-polyacrylamide gel elec-
trophoresis (PAGE). Even Singh et al. [2001] investi-
gated gelatin crosslinking by measuring the solubil-
ity of the films. This procedure does not quantify
the degree of crosslinking at the molecular level and
does not provide information about the mechanism
or interactions. Nevertheless, it gives a crude idea
about the degree of crosslinking due to the fact that
solubility is linearly correlated to the extent of cross-
linking.” Besides water resistance measurements*®*
and SDSPAGE,” further analytical methods have
been r(igorted in previous literature. Courts and
Homan™ verified the crosslinking of gelatin with
improved watler resistance by measuring the changes
in viscosity and optical rotation. However, Carvalho
and Grosso*® determined the number of free amino
groups in the modified films, when compared with
the native film as indication for the occurrence of
polymerization.

Influence of crosslinking agent on water
resistance of collagen films

To study the influence of various chemical crosslink-
ing agents on water resistance (see Fig. 1 Step 2),
films made from collagen suspension A were pre-
pared as described in the materials and methods sec-
tion. For the crosslinking procedure, aldehydes such
as formaldehyde, glutaraldehyde, and glyoxal,
respectively, and combinations of these crosslinkers
were used in a concentration of 10% w/w. Therefore,
first the amount of crosslinker of 10% w/w was
selected following Bowes and Cater,”” who cross-
linked collagen with formaldehyde, glyoxal, and glu-
taraldehyde with amounts in a range from 10% to
20% w/w. The water resistance was measured at
80°C after 2 h gravimetrically as described above.

Table III summarizes the water resistance (%/2 h)
of crosslinked collagen films with different cross-
linkers. All crosslinkers, used in a concentration of
10% w/w, resulted in an increased water resistance
from 25% (reference film without the addition of a
crosslinking agent) to 92% after an 2 h incubation at
80°C water temperature (Table III).

Results show no significant difference between the
individual crosslinkers and their combination. How-
ever, the reason for the similar water resistances
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TABLE III
Water Resistance of Crosslinked Collagen Films
(Collagen Suspension A) with Different Crosslinkers
Measured Gravimetrically After 2 h at 80°C, FA =
Formaldehyde, G2 = Glyoxal, G5 = Glutaraldehyde,
Each 10% wiw

Crosslinker Water resistance (%)
Reference 248
G2G5FA 94.0
G2FA 93.5
G5FA 92.4
G2G5 93.2
G2 94.0
Gb 92.7
FA 92.7

obtained in this study is unclear, and the results
were not expected as Bowes and Cater reported a
considerably difference in the aldehydes ability to
crosslink collagen at optimal pH, concentration and
temperature with regard to the number of crosslinks
introduced, stability of the crosslink and the bond
energy.*** Generally, it is difficult to predict the
effectiveness of these crosslinkers as it is influenced
by many different factors. Primary responsible for
the crosslinking of collagen with aldehydes are the
free lysine-g-amino-groups forming bonds similar to
Schiff base, beside some others with minor signifi-
cance.* Marquié et al,” however, reported that
formaldehyde for example reacts not lysine specific.
Hence, the number of available residues in the colla-
gen molecule plays an important role.® Even the
reaction rate distinguishes them from each other.
Formaldehyde, for example, reacts in two different
rapid reaction steps. In addition, the amount of
crosslinker is of vital importance. With excessive
amounts of glyoxal, it was observed that part of the
reagent remains unbound resulting in a decreased
cohesion of the polymer matrix and reduced inter-
molecular forces and thus in a reduced resistance.”
Weadock et al. reported a production of intramolec-
ular crosslinks in collagen at low concentrations of
glutaraldehyde while higher concentrations pro-
duced intermolecular crosslinks, due to the forma-
tion of long polymeric glutaraldehyde chains. The
long chains cannot penetrate into the material. That
is why only the surface of the material is cross-
linked.* Moreover, the pH affects the reaction effi-
ciency. Glyoxal reacts preferentially at alkaline pFH,*
similar to glutaraldehyde, which shows an increas-
ing activity with rising pH from pH 4 to pH 9, with
a maximum around ph 8.’ However, Bendino®
reported an increasing reactivity of formaldehyde
with increasing acidity, particularly at pHs of 6.5
and less.

Due to its lower toxicity, glyoxal was selected as
crosslinking agent for subsequent studies.
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Figure 5 Comparison of water resistance of different col-
lagen suspension (LA = lactic acid, HA = hydrochloric
acid) measured gravimetrically (1) and by Sircol™ Proto-
col (2) after 2 h at 80°C, FA = formaldehyde, G2 = Gly-
oxal, G5 = glutaraldehyde, each 10% w/w.

Influence of collagen suspension preparation on
the water resistance of collagen films

The next step (see Fig. 1 Step 3) examined whether
there was a difference in water resistance between
differently pretreated collagen suspensions (collagen
suspension A acidified with hydrochloric acid and
collagen suspension B acidified with lactic acid).
Films were prepared from these two masses as
described in the materials and methods section, one
film each per mass untreated, one crosslinked with a
combination of the crosslinking agents G2, G5, and
FA (each 10% w/w referring to the collagen dry
matter content) and one crosslinked with G2 (10%
w/w) after resistance of the crosslinked films was
measured gravimetrically. With the samples of the
untreated films, both methods of determination were
used. Figure 5 enables a direct comparison of the
water resistance of untreated or crosslinked collagen
suspension A with collagen suspension B. The com-
parison of a mass treated with hydrochloric acid
(collagen suspension A) and a mass prepared with
lactic acid (collagen suspension B) produced without
the addition of a crosslinking agent, showed a
remarkably higher resistance of 55% for the collagen
suspension B, compared with collagen suspension A
with only ~ 20%-25%. However, the reason for this
is unclear. It is suspected resulting from a more
severe predamage of the collagen suspension A due
to the hydrochloric acid than the lactic acid and the
automated manufacturing process (the collagen sus-
pension B is not a standard product and therefore
has been produced manually), respectively, a longer
interim storage. However, these differences seem to
be of no consequence in case of the crosslinked films
as no differences concerning the water resistance

could be observed. This might be due to the surplus
amount of crosslinker (Fig. 5).

Based on these results and the fact that the colla-
gen suspension B possesses a lower corrosion poten-
tial, which is relevant when applied in contact with
metals, collagen suspension B was chosen for all fur-
ther experiments.

Influence of crosslinker concentration on the
water resistance of collagen films

Next, it was investigated how crosslinker concentra-
tions affect the water resistance of collagen films
(see Fig. 1 Step 4). For this purpose, collagen film
prepared from collagen suspension B was cross-
linked with glyoxal in different concentrations and
the water resistance was measured by Sircol™ pro-
tocol as described in the materials and methods
section.

Figure 6 outlines the water resistance of collagen
crosslinked with different glyoxal concentrations af-
ter 1 h at 80°C measured by Sircol™ Protocol. With
higher crosslinker concentrations, the water resist-
ance, determined by the Sircol™ protocol at differ-
ent crosslinking degrees, was increased and reached
asymptotically 100% at crosslinker concentrations of
10% w/w or more (Fig. 6).

Unfortunately, the findings are difficult to com-
pare with results reported previously in literature,
due to the different procedures used (different basic
materials, different crosslinker concentrations, tem-
peratures, and methods of determination to evaluate
the degree of crosslinking). Nevertheless, attempts
will be made to discuss the results. Marquié
l.,47‘50 who examined the lysine content and the
percentage of soluble matter of cottonseed flour
crosslinked with increasing amounts of glyoxal and
formaldehyde, reported a similar dependency on the
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Figure 6 Water resistance of collagen B crosslinked
with different glyoxal concentrations after 1 h at 80°C
measured by Sircol™ Protocol.
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crosslinker concentration, just like Renner [2003],
who investigated the crosslinking of gelatin with
vinylsulfon (0.1%-10% concerning the dry matter
content).”’ With increasing degree of crosslinking,
the number of available hydrophilic groups lowers,
resulting in a decreased solubility.”> Another possi-
ble reason for the found relations was discussed by
Moll et al.,” who observed that crosslinking of gela-
tin molecules is short term in the first stage. Due to
this fact, far-off molecules cannot react instantly. He
proposed the thesis that higher initial concentrations
of the crosslinking agent have improved access to re-
active groups. Furthermore, Carvalho and Grosso
examined the water resistance of crosslinked gelatin
films dependent on the amount of added crosslinker
(formaldehyde and glyoxal). They reported
decreased water solubility (after 24 h at 25°C) with
increasing amount of crosslinker.*®

Because of the brittleness of the films, the influ-
ence of a plasticizer was investigated next.

Influence of plasticizer on water resistance
of collagen films

The difficulty caused by the application of a plasti-
cizer to improve plasticity of collagen films is that
with increasing levels of plasticizer content, perme-
ability is increased subsequently due to the augmen-
tation of the free volume/intermolecular spacing.”"’
Furthermore, most plasticizers like glycerine are hy-
groscopic, hence increase the water content of
films.> Whether this is also true for lecithin as an
example was examined in the next step (see Fig. 1
Step 5). For these investigations, a collagen suspen-
sion B was mixed with lecithin (20% w/w), and
films were prepared from this mass by crosslinking
with G2 (10% w/w) as described in the materials
and methods section. Water resistance was deter-
mined gravimetrically by Tint, respectively, accord-
ing to the Sircol™ protocol.

Figure 7 shows a comparison of water resistance
curves of a plastified collagen film after a 2-h cook-
ing at different temperatures measured by Sircol™
Protocol and gravimetrically. The determination of
the resistance of these films at different temperatures
showed a clear downward trend or shift paralleled
in both gravimetric determination and the resulting
curve determined by Sircol™ Protocol. This shift
can be explained by the fact that the plasticizer was
released from the film during the cooking process,
which leads to a decrease in weight that was not
caused by the collagen material as it was previously
described for other plasticizers such as gelatin. The
detected loss of protein was significantly lower than
the loss of weight.”

Lecithin is a phospholipid consisting of a back-
bone of glycerol with two fatty acids and a choline
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Figure 7 Comparison of water resistance curves of a
plastified collagen film (made from collagen suspension B)
after a 2-h cooking at different temperatures measured by
Sircol™ Protocol and gravimetrically, lecithin (20% w/w),
Glyoxal (10% w /w).

phosphate group, which makes it water-soluble.’**

Possibly excess of lecithin, which is not chemically
incorporated into the polymer structure can cause
the fast release into water. The dissipation of lecithin
was not detected by the Sircol™ Protocol (Fig. 7).
The analysis of the Sircol™ results implies that this
procedure is not suitable to record data as a result
of the dissipation of the plasticizer and is therefore
limited to the detection of the collagen’s water resist-
ance only.

In search of elastic films with a high water resist-
ance, other plasticizers need to be investigated.
Plant-based plasticizers, such as castor oil or larch
resin® may possibly come into question here.

General: Comparison of water resistance of
differently crosslinked films depending
on reaction time

Finally, the chemical resistance of different collagen
tilms depending on their crosslinking type and con-
centration as well as their reaction time in water at
60°C was examined. To evaluate the film’s behavior
for an extended testing period, this study was con-
ducted at 60°C deliberately. At a water temperature
of 80°C, the reference film would have already been
completely disintegrated after 2 h. For this purpose,
the thermally crosslinked collagen film Cobiosh, the
untreated reference film made from collagen suspen-
sion B and collagen films prepared from collagen
suspension B crosslinked with 10% w/w G2G5FA,
respectively, 10% w/w G2 (for details see material
and methods section) were immersed in water for 7
h at 60°C, and the water resistance was measured af-
ter 1 to 7 h gravimetrically as described in the mate-
rials and methods section.

Figure 8 shows the water resistance as function of
the incubation period for differently crosslinked
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Figure 8 Comparison of water resistance of differently
crosslinked collagen films depending on the exposure time
at 60°C, measured gravimetrically, FA = formaldehyde,
G2 = Glyoxal, G5 = glutaraldehyde (each 10% w/w),
additive = lecithin (20% w/w).

collagen films. The untreated collagen film was com-
pletely destroyed within 7 h, whereby the resistance
declined proportionately to exposure time. The film
crosslinked with a G2 solution (10% w/w) and the
thermally crosslinked collagen film showed a similar
resistance of ~ 55% after 7 h. However, the decrease
in resistance of the Cobiosh film proceeded almost
linearly with increasing exposure time, whereas the
resistance of chemically crosslinked films decreased
more rapidly with longer reaction time. The films
crosslinked with the crosslinker combination consist-
ing of G2, G5, and FA (10% w/w) stayed stable
even after 7 h incubation period at 60°C. As there
was no change in resistance observed within the
study period, it is assumed that this film may as
well resist exposure far longer than 8 h and that the
resistance may be substantially higher at lower tem-
perature, respectively.

The results showed once again that it is possible to
increase the water resistance of collagen films by
crosslinking and that the degree of increase is affected
by the type of crosslinking and the amount of cross-
linker in case of a chemical crosslinking. Through
crosslinking, the formation of covalent bridges
between protein chains leads to a water-insoluble
three-dimensional network. Depending on the kind of
crosslinking procedure and the amount of crosslinker,
this network is more or less resistant to solubility.

Further studies are planned to explore the me-
chanical properties of the films after treatment with
water.

Compostability of differently crosslinked
collagen films

As compostability can be a decisive criterion for the
usage of biomaterials, it was examined to what

11

extent improved water resistance (increased degree
of crosslinking) affects the film’s biodegradability.
Therefore, collagen films from collagen suspension B
with different amounts of G2 as crosslinker (0%, 1%,
and 10% w/w) were prepared as described in the
materials and methods section and tested in accord-
ance with DIN EN ISO 14855-1* modified as afore-
mentioned. In the same manner, the compostability
of the reference material (cellulose) was examined.

Collagen films produced from collagen suspension
B showed rapid disintegration independently of
applied crosslinker concentrations. The reference
film as well as films with a crosslinker concentration
of 1% w/w was already fully disintegrated after 1
day only. The crosslinked films (10% w/w) had sig-
nificantly shrunk and were severely swollen after 1
day of composting and were completely disinte-
grated after another day. In this context, the results
have shown that increased crosslinker concentrations
and improved water resistance do not affect the dis-
integration of films decisively.

Due to the fact that the experiments described
above only prove disintegration, which can be the
result of dissolution without degradation, the per-
centage of biodegradation based on the CO; produc-
tion as definite proof of composting was investi-
gated as described in the materials and methods
section in parallel. The results are shown in Figure
9. Independently from the film samples the substan-
ces were degraded very rapidly in the first 4 days.
This result confirmed the monitored rapid dissolu-
tions of the films. In the following days, the rate of
biodegradation decreased significantly. The native,
noncrosslinked collagen film showed a percentage of
biodegradation of 40% after 38 days at 58°C. Accord-
ing to the DIN-CERTCO list (2004) concerning the
degradation properties of biopolymers and their
derivates, collagen is aerob and anaerob biodegrad-
able,”” but it is known as relatively resistant to
decomposition on the other hand.”® The proteolysis
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Figure 9 Biodegradability of differently crosslinked colla-
gen films.
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Figure 10 Enzymatic degradation by protease A-01 (1),
protease A-02 (2), and trypsin (3) of untreated (no cross-
linker), thermally (Cobiosh), and chemically crosslinked
(10% w/w Glyoxal) collagen B, measured gravimetrically,
protease A-01 and A-08 (500 U/mg or mL, 180 mg/60 mL
PBS buffer, pH 10, 40°C), trypsin (2500 USP-U/mg, 185
mg /60 mL PBS buffer, pH 7.5, 25°C).

rate depends beside others on moisture, tempera-
ture, and microorganism activity.” In soil, the prote-
olysis of collagen into proteoses, peptones, polypep-
tides, and amino acids results from bacteria,
enzymes, and fungi. Examples for proteolytic bacte-
ria are pseudomonas, bacillus, and micrococcus.”®
Continuing proteolysis leads to low or moderate mo-
lecular weight substances and gases such as carbon
dioxide. Carter et al”’ investigated the cadaver
decomposition in a controlled setting and found a
mass loss of 80% in 28 days at 29°C. In comparison
with the relatively moderate biodegradability of the
noncrosslinked collagen film, the biodegradability of
the thermically crosslinked film was significantly
hither (70%). This effect could be explained by the
fact that DHT crosslinking entails the risk of partial
denaturation/gelatinization of the e:ollagen5 charac-
terized by a gradual loss of the tri]qgle-helical struc-
ture’” and a better biodegradability.*” The even better
biodegradability of the chemically crosslinked colla-
gen film (about 90% after 38 days) is a result of the
rapid biodegradability of the lecithin and glycerol in
this film.®"** The experimental data for the reference
material indicated that cellulose is readily biodegrad-
able within 38 days. When interpreting the data, one
should keep in mind that estimation of decomposi-
tion by determining the COs-production ignores C
immobilized into the soil microbial biomass and lost
as partially degraded intermediates.®® As such, CO»-
respiration is not a direct measure of degradation.“

Enzymatic degradability of collagen films

As enzymatic treatment is another option for degra-
dation of films and therefore a good point for the
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usage of renewable resources, the optimized films
with improved water resistance were then compared
with the thermally crosslinked films, and respec-
tively, the reference film. For enzymatic degradation,
four different enzymes were selected in this study:
First, trypsin, a common digestive enzyme that
degrades proteins in the small intestines. Second,
pronase,”* the proteolytic activity of this nonspecific
protease is targeted toward native as well as denatu-
rated protein, which typically consists of neutral
proteases, chymotrypsin, trypsin, carboxypeptidase,
and aminopeptidase. And finally, the two alkaline
proteases A-01 and A-08, enzymes derived out of
the detergent industry, which are capable of degrad-
ing insoluble prnt{ail‘ls.ﬁ5 Latter mentioned enzymes
are particularly interesting in areas of application,
where the protection film can be removed simply by
washing off the collagen with enzymatic solutions.
Initially the enzymatic degradability by protease A-
01, A-08, and trypsin of untreated, thermally cross-
linked and chemically crosslinked collagen films
made from collagen suspension B was tested as
described in the materials and methods section. The
enzymatic degradability by the different enzymes
depending on the crosslinking, measured by
Sircol™ Protocol and gravimetrically, is shown in
Figures 10 and 11.

The study clearly supports a correlation between
the crosslinking and the enzymatic degradability of
collagen films. Both, the reference film without the
added crosslinker as well as the thermally cross-
linked film were degradable by the enzymes prote-
ase A-01 and A-08. Once again this is evidence for
the weaker bonds of thermally crosslinked collagen

mCobiosh  =nocross-linker  mcross-linked collagen film
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Figure 11 Enzymatic degradation by protease A-01 (1),
protease A-02 (2), and trypsin (3) of untreated (no cross-
linker), thermally (Cobiosh), and chemically crosslinked
(10% w/w Glyoxal) collagen B, measured by Sircol™ Pro-
tocol, protease A-01 and A-08 (500 U/mg or mL, 180 mg/
60 mL PBS buffer, pH 10, 40°C), trypsin (2500 USP-U/mg,
185 mg /60 mL PBS buffer, pH 7.5, 25°C).
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in  comparison  with crosslinked
collagen.™*

Trypsin showed a significantly lower degradation
at only 40%-60% in case of the reference film and
the thermally crosslinked film. The reduced degra-
dation by the enzyme trypsin can be explained by
the fact that collagen of Type I is highly resistant to
the proteolytic activity of trypsin.®® Nevertheless,
trypsin was able to slightly degrade the reference
film and the thermally crosslinked films. This result
can be explained by the fact that possibly the films
were slightly denaturated during their production
due to the high temperatures used in this process.*
Trypsin, however, requires denaturation of collagen
before it becomes active.***=8

The crosslinked films, however, showed signifi-
cantly lower degradation rates by using the enzyme
solutions (18% for the protease A-01 and less than
10% for the other two enzymes). The increased sta-
bility of the chemically crosslinked collagen film is
based on the formation of a stable network by inter-
and intramolecular crosslinks.****%” This crosslink-
ing inhibits the proteolytic enzymes by sterically
restricting them from reaction sites. In addition,
crosslinks inhibit permeation of the enzyme into the
film.*

The two different methods (gravimetric determi-
nation (Fig. 10) and determination by the Sircol™
Protocol (Fig. 11) resulted in almost identical values.

As degradability of collagen films treated with the
enzymes protease A-01, A-08, and trypsin was com-
paratively low (see Figs. 10 and 11), pronase was
used for further testing. It was suggested that pro-
nase, due to its composition of different proteolytic
enzymes, would deliver better levels of degradation.
Pronase consists of an aminoprotease, which cleaves
several amino acid residues from the N-terminus of
the collagen, carboxyprotease, which cleaves several
amino acids residues from the C-terminus of the col-
lagen and endoproteases like chymotrypsin, which
hydrolyses peptide bonds inside the molecule (at
least three amino acids residues far away from the
terminus).*” The following figure (Fig. 12) illustrates
the correlation between the enzymatic degradation
by pronase, depending on the crosslinking degree.

With an increasing degree of crosslinking,
adjusted by the amount of added crosslinking agent,
enzymatic degradation was clearly decreased. The
same effect was observed using both the crosslinker
combination as well as an individual crosslinker,
however, was more pronounced for the crosslinker
combination. Likewise, the treatment of the 10% w/w
G2G5FA  crosslinked film with pronase did not
result in a better degradability. It is suggested that
the optimizing procedure to improve water resist-
ance is responsible for this phenomenon. Angele
et al”! examined the enzymatic degradability of

chemically
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Figure 12 Enzymatic degradation of crosslinked collagen
by pronase E from streptomyces griseus (4,000,000 PU/g;
125 mg/60 mL PBS buffer; pIl 7.5) within 2 h at 40°C,
crosslinked with different amounts of glyoxal, respectively,
a combination of formaldehyde (FA), Glyoxal (G2), and
glutaraldehyde (G5) (0.1%, 1.0%, and 10% w/w collagen
based on dry matter content).

EDC-crosslinked bovine collagen by collagenase.
They observed a similar relationship between the en-
zymatic degradability and the content of crosslinker.

With increasing the degree of crosslinking by
increasing the amount of crosslinker, a more and
more stable network is formed by the inserted inter-
and intramolecular crosslinks.””%" This leads to a
progressive inhibition of the enzyme by sterically
restricting them from reaction sites and by reducing
the number of specific cleavage sites as well as
decreasing penetration of the enzyme into the
ﬁl_nl‘fié,.'iﬁ

The decreased enzymatic degradability of films
with improved water resistance clarify that both fac-
tors are mutually exclusive.

CONCLUSION

In this study, the dependency of water resistance of
collagen films on different processing factors during
crosslinking was investigated. Although a collagen
film without crosslinking was almost completely dis-
integrated after a 2-h cooking period at 80°C (water
resistance of 10%-20% after 2 h at 80°C), a thermally
crosslinked film (DHT, 1 h, 105°C) showed a signifi-
cantly higher resistance to water (water resistance of
up to 70% after 2 h at 80°C). Chemically crosslinking
of collagen with glutaraldehyde, glyoxal, and/or
formaldehyde (10% w/w based on the dry matter
content), however, led to the highest water resist-
ance (water resistance of up to 100% after 2 h at
80°C). It can be assumed that these films may even
resist far longer exposure times. For lower tempera-
tures, these results might even turn out more
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obvious, as the correlation between temperature and
resistance was demonstrated. With increasing tem-
perature, the water resistance decreases significantly.
However, at a concentration level of 10% w/w, no
difference between the tested glyoxal, glutaralde-
hyde, and formaldehyde, respectively, combinations
of this crosslinking agents was observed. Signifi-
cantly increased water resistances of noncrosslinked
films prepared from collagen suspensions treated
with lactic acid compared with films prepared from
hydrochloric acid treated masses were observed. The
type of acidifying makes no differences in case of
crosslinked collagen films. Glyoxal concentrations
below levels of 10% led to a significant decrease of
water resistance.

The two selected methods for determining the re-
sistance of the films (gravimetric and Sircol™ Proto-
col) clearly demonstrated a problem occurring when
using a plasticizer such as lecithin in terms of meas-
uring water resistance. The gravimetric determina-
tion yielded much lower resistance values than the
Sircol ™ process in which the dissipation of the plas-
ticizer could not be detected during measuring
process.

Finally, it was shown that the improvement of
water resistance of the collagen films by chemical
crosslinking did affect their degradability by enzyme
solutions. The degradability of chemically cross-
linked collagen films with lecithin as plasticizer was
nearly 90% at 58°C within 38 days.

The authors are very thankful to Dr. F. Maser and Chr. Link
for manufacturing of the collagen bulk material.
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The development of hew processing technologies is one of the keys to success in research focusing
on substituting commercially available synthetic plastics with biodegradable materials made from
renewable resources. Due to the relatively high viscosity of native, fibrous collagen suspensions,
the generation of films and coatings by spraying is not common, although it can be advantageous
in many fields of application. This study examined the sprayability of collagen suspensions utilizing
different viscosities, dry matter contents, pressures, nozzle sizes and spraying units. For comparison
purposes, a gelatin solution was sprayed. The best results were obtained from a gel coat spraying
unit working with a pressure of 180 bar, however spraying with an easy-to-use cup gun at 3—4 bar
was also possible. When mixing the collagen with lecithin as a plasticizer, imperfections such as
craters in the film surface were observed. However, the quality of the films, run-off behavior and
drying times are strongly dependent on the viscosity, or rather the dry matter content. High collagen
concentrations (=25 g kg~' dry matter content) congest the nozzles, while lower concentrations
(<15 g kg~' dry matter content) tend to run off the coated surface. It is generally possible to spray
viscous collagen suspensions (up to 700 mPaxs, 20 g kg~' dry matter content) to prepare coatings

and films even on vertical surfaces.

Keywords: Spraying, Collagen, Coatings, Films, Viscosity.

1. INTRODUCTION

Substituting commercially available synthetic plastics with
biodegradable materials made from renewable resources
has become a significant field of research."? The research
focuses on developing new materials and film-forming
methods, enhancing film properties and evaluating poten-
tial applications.> Numerous proteins, lipids and polysac-
charides or combinations of these materials have been
used for the production of biodegradable plastics for many
years.!'? These materials are characterized by their film-
forming ability, renewable nature and biodegradability
over a reasonable time period.'* However, only a few pro-
teins have been developed for commercial use. Among
these proteins, collagen is a promising material which pos-
sesses a series of interesting features for producing pack-
aging films and protective coatings.”

*Author to whom correspondence should be addressed.
Email: LSommer @hs-mannheim.de
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The food industry uses collagen-based films and casings
as standard to prevent shrinkage loss and to increase juici-
ness and permeability of smoke.® Collagen casings are the
most commercially successful of the protein films. In med-
ical applications, collagen is an interesting material for use
as a drug delivery system or in tissue engineering due to
its biodegradability and weak antigenecity.®

Today more than 25 different types of collagen are
described in literature. Throughout the article the word
“collagen” refers to bovine hide collagen consisting mainly
of type T and small amounts of type IIT collagen (Maser F,
pers. comm.).

Collagen is a fibrous, water-insoluble protein composed
of a triple-helical bundle of three parallel, left-handed
helices, each consisting of approximately 300 repeats of
the trimer sequence (Glycine-X-Y), where X is often
the amino acid proline and Y is often hydroxyproline.
A typical characteristic is the high content of glycine
(1/3), proline and hydroxyproline, which together define
the architecture of the triple helix.>7 The structural unit
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of collagen (“tropocollagen”) has a molecular weight of
about 360 kDa® and a density of 1.3-1.4 g cm™ (dried in
air).” Collagen is produced from a by-product of the meat
industry (flesh split)'’ under mild conditions so that it is
predominantly native, which means that the triple-helical
structure is virtually unchanged and the resulting fibril-
lar structure produces films with beneficial mechanical
properties.'! Yet without the addition of plasticizers, these
films are brittle due to the extensive interactions between
protein chains through hydrogen bonding, electrostatic
forces and hydrophobic interaction.*'> With increased
hydration they become increasingly flexible.” Extruded
collagen films are transparent with slight opacity.” In low
relative humidity environments they have good oxygen
barrier properties which are, however, substantially lower
than those of numerous plastic films.>'* They exhibit high
water vapor permeabilities and can serve as a carrier for
flavor and antimicrobials.” In addition, collagen is physio-
logically harmless and approved for the food industry."

Most free-standing collagen films are formed by extru-
sion of the viscous collagen suspension with a dry matter
content of 44-100 g kg~' in a neutralizing coagulation
bath, followed by washing and drying. Examples are col-
lagen casings and wraps for meat products.” In addi-
tion, coatings can be applied by solvent casting®* 13,
dipping® '*'%'" or brushing™'*'® of the dispersed mate-
rial and subsequent drying/solvent evaporation and solidi-
fying. During this process the structures associate through
hydrogen, ionic, hydrophobic and covalent bonding to
form protein films.** However, all these methods have
several advantages and disadvantages depending on the
application. Casting, for example, harbors the risk of sed-
imentation effects when drying fluids containing particles,
resulting in non-uniform films.'® Dipping and brushing
methods make it difficult to maintain a consistent quality.'?
Spraying, though, results in more uniform films and is
possible for dual applications (subsequent coating with a
cross-linker).'®

However, besides the spray coating of drugs with gelatin
solutions, only limited information is available on spraying
protein solutions to produce films and only a few appli-
cations have been successfully implemented.”® Besides
gelatin, corn zein is one of just a few proteins which are
sprayed and used commercially."

Another example is reported by Hettiarachchy (Het-
tiarachchy N (http://researchfrontiers.uark.edu/7630.php)),
who investigated sprayed protein film as a protective film
against food pathogens. Olson and Zoss (1985) patented a
sprayed gelatin film for meat which reduced oil absorption
upon frying.”* Other studies deal with mulch films based
on sodium-caseinate or gelatin sprayed with a hand-held
system 2122

The motivation for the present study was that the spraya-
bility of collagen suspensions can be advantageous for
applications of collagen films in or outside the meat pro-
cessing industry, where, for example, products have to be
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protected from physical, chemical or biological damage;
thin and uniform layers are needed; only one part or side of
a product or a large area is to be coated; and where a con-
tactless application is needed.'” In addition, spray applica-
tions show promise due to their effectiveness, low material
consumption, economy and the high quality of the layers
achieved. Furthermore, it is possible to use patterns and to
coat difficult-to-access areas. The object of this study was
to investigate the sprayability of fibrous collagen suspen-
sions under different conditions. Therefore, the influence
of different spray guns, nozzles, pressures, viscosities and
dry matter contents was investigated.

2. EXPERIMENTAL DETAILS
2.1, Collagen Suspension Preparation

Raw collagen material from cattle split (130 g kg-1 type-1
dry collagen content with minimal type-3 content) pre-
pared with the following processing steps: washing of the
flesh split; sodium-hydroxide treatment (16-170 hours);
acidification with hydrochloric acid (pH 2.8-3.0) — rind,
mechanical grinding; was purchased from Naturin Visco-
fan GmbH (Weinheim, Germany). For the production of
the collagen suspensions with different dry matter contents
(see Table I), minced raw collagen material was added to
deionized water containing aluminum sulfate and lecithin
and glycerol as a plasticizer (for detailed information see
Table I). Aluminum sulfate was used according to a recipe
from Naturin Viscofan GmbH. It reduces the viscosity of
the collagen suspension and therefore enables the use of
higher collagen contents, which will further minimize the
drying time (Maser E pers. comm.). The suspension was
homogenized at level 2 for 20 min at 200 rpm using a
homogenizer. After overnight swelling the pH value was
adjusted to 2.8 with hydrochloric acid. The resulting sus-
pension was homogenized using the homogenizer at level
2 for an additional 30-45 min and further degasified in a
vacuum cabinet at 5 mbar for 20 min. The total dry mat-
ter content was identified using a moisture analyzer. Five
measurements were conducted for each suspension and the
arithmetic mean value of the results was reported.

2.2, Gelatin Solution Preparation

To produce the gelatin solution with a dry matter content
of 120 gkg', 60 g gelatin (200 g Bloom, pH 5.8, viscosity
3.0 mPaxs at 60 °C and 66.7 g kg", Gelita AG, Eberbach,
Germany) was dissolved while stirring for 30 minutes in
500 ml deionized water at a temperature of 70 °C. The
solution was degasified in a vacuum cabinet at 5 mbar for
20 min at 50 °C. The temperature of the solutions was
maintained at 50 °C in a warm-air compartment dryer until

spraying.
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Table I. Composition of the collagen suspensions with different dry matter contents.

Suspension no.

Composition 1 2 3 4 5 6 Reference
Collagen (130 g kg™") [g] 159.0 106.0 90.8 79.5 70.6 63.6 192
Lecithin (990 g kg™") [g] 4.1 2.8 24 2.1 L8 1.7 i
Aluminum sulfate (>970 g kg=') [g] 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 02
Glycerol (850 g kg™') [g] 4.7 32 27 24 2.1 1.9 0
Deionized water [g] 832.0 887.9 904.0 9159 925.4 932,7 798
Total mass [g] 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Total dry matter content [g kg™'] 29 20 17 15 13 12 25
Collagen dry matter content [g kg™'] 21 14 12 10 9 8 25

2.3. Film Thickness Measurement

The thickness of the dried films was measured after dry-
ing in a warm-air compartment dryer using a micrometer
screw. The thickness of the wet films was measured using
a caliper (0.01 mm resolution). Five measurements were
conducted for each film and the arithmetic mean value of
the results was reported.

2.4. Viscosity Measurement

The viscosity at variable shear rates from 1 to 1000 s~ of
the collagen suspension and gelatin solutions with different
dry matter contents was measured using a rotational vis-
cometer in accordance with DIN 53019 DIN® (167 rpm,
shear velocity 1000 s=!) at 25 °C. 100 measuring points
were taken in each case and the mean value was estab-
lished from these values.

2.5. Spray Application

Spraying tests were conducted using a Spraymaster RP
(SATA GmbH & Co. KG, Komwestheim, Germany) cup
gun and a gel coat spraying unit with an airless spray gun
(Wolfangel GmbH, Ditzingen, Germany) at different pres-
sures and with different nozzle sizes (see Table II). For
the spraying tests with gelatin the paint cup was heated
to approx. 70 °C in a warm-air compartment dryer to pre-
vent gelation from occurring prematurely. The suspensions
were sprayed onto a silver-grey metallic painted Volkswa-
gen Golf hood and onto painted test plates (John Deere,
Mannheim, Germany). For the two-component spraying
tests, glyoxal G2 (ethandial) was used as a hardener
(10 g kg! in water).

Table IL  Spraying conditions.

Parameter Cup gun (SATA)? Gel coat unit (wolfangel)*!
Principle Pneumatic Hydraulic (airless)

Spray gun Spraymaster RP 2KAF08

Nozzle type Two-component nozzle One component nozzle
Nozzle opening size 1.3 and 1.7 mm Vario nozzle

Pressure 0.1-1.7 bar (3-4 bar’) 180 bar

Feed tank Pressurized paint cup External

External mix with second
component possible

Special features

J. Biobased Mater. Bioenergy 6, 1-11, 2012

2.6. Drying Time Evaluation

The drying time of the collagen films was determined
using a moisture analyzer. For evaluation, the volume of a
collagen suspension with a dry matter content of 25 g kg™
which is necessary for a wet film level of 1 (6.7 ml), 1.5
(10 ml) or 3 mm (20 ml) was filled into an aluminum tray
and the suspensions were then dried to a constant weight
at 37, 45, 60 or 80 °C.

3. RESULTS AND DISCUSSION

In order to evaluate the sprayability of collagen suspen-
sions, different influencing factors such as viscosity, dry
malter content, nozzle size and pressure were tested.

3.1. Dependency of Viscosity on Dry Matter Content

The viscosity, based on the concentration of dry matter
content and the related rheological behavior, has a decisive
influence on the processability of collagen suspensions and
the quality of sprayed films. On one hand, viscosity must
be low enough to prevent the risk of blocking the nozzle
and to enable pumping and uniform mixing.'® On the other
hand, the situation differs with respect to the desired film
thickness: The thicker the film should be, the more vis-
cous the coating solution has to be in order to prevent the
material from running off vertical surfaces.'® Moreover,
the viscosity influences the stability of the solution (abil-
ity to keep insoluble ingredients in suspension) and the
formation of smooth and uniform film surfaces.'® A min-
imum and maximum concentration need to be set to pro-
duce intact and mechanically stable films. Therefore, the
viscosity of collagen suspensions with different total solid
contents at a shear rate of 500 s~ was examined in accor-
dance with DIN 530197 as described in the experimental
section. The dependency of viscosity on the total collagen
solid content is illustrated in Figure 1. It was observed
that increasing the percentage of dry collagen leads to a
proportional increase in the viscosity (Fig. 1). Based on
their viscosity value and appearance, collagen suspensions
with a dry content of 5-20 g kg™ most resemble motor
oil with 05 Paxs.” In comparison, gelatin solutions are
less viscous. Gelatin solutions with a comparable viscosity
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Fig. 1. Dependency of the viscosity [mPass] of collagen suspensions
(pH 2,8) and whey protein (pH 6,5)* on the dry matter content [g kg™']
measured with a rotational viscometer Rheometer Physica UDS 200 at a
shear rate of 500 s™' and at a temperature of 25 *C.

have a dry matter content of 10-25%, depending on the
Bloom value, temperature, pH and shear rate (Parmentier
GmbH (http://www.parmentier.de/gelatine/kennzahl. htm)).
By comparison, Alizadehfard (1995) reported a viscos-
ity of a whey protein solution (dry matter content of
300 g kg™') of 52 mPaxs at a shear rate of 500 s~ For
most cast edible films in the literature, dry matter contents
of about 200-350 g kg ' with viscosities of 1-10 mPa#s
are reported.’ The viscosity of a collagen suspension
(700 mPaxs, dry matter content of 12 g kg=!) at a shear
rate of 100 s~! is three times higher than the viscosity of a
sprayable powder-slurry clear coat with 200-250 mPaxs.*!
As such, it should even be possible to spray collagen using
painting robots from the automotive industry.

In addition to viscosity the solid content also influences
the dry and wet film thickness. For example, if a solu-
tion with a dry matter content of 100 g kg~! is sprayed
in a thickness of 500 pum, a dry film thickness of 50 um
is achieved.'® With the same dry film thickness and a
500 g kg™' solution, the desired wet film thickness of
100 pm is too low to guarantee good process control-
lability. Figures 2 and 3 depict the shear stress depend-
ing on the shear rate. Unfortunately, it was not possible
to measure the viscosity of the collagen suspension with

450
400 |
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shear stress [Pa]

800 1000

shear rate [1/s]

Fig. 2. Shear stress [Pa] depending on the shear rate of collagen sus-
pensions with different dry matter contents (1 =29 gkg™',2=20gkg ',
3=17gkg',4=15gkg ", 5=13gkg', 6 =12 g kg™') measured
with a rotational viscometer Rheometer Physica UDS 200 at a tempera-
ture of 25 °C.
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Fig. 3. Viscosity [Pa*s] depending on the shear rate of collagen sus-
pensions with different dry matter contents (from top to bottom: sample
1 =29 g kg™', sample 2 =20 g kg~', sample 3 =17 g kg~', sample
4=15gkg™', sample 5= 13 g kg, sample 6 = 12 g kg™") measured
with a rotational viscometer Rheometer Physica UDS 200 at a tempera-
ture of 25 °C.

the highest dry matter content (25 g kg ') because colla-
gen fibers and clusters were pressed out of the cone-plate
measuring system. The suspensions exhibited a structural
viscous/pseudo-plastic behavior, comparable with mayon-
naise or tomato puree.”” Viscosity decreased with increas-
ing shear rate as a result of broken hydrogen bonds,
whereas the shear stress increased. This has a positive
impact on the spraying process as the pressure, which is
needed to maintain the fuid Aow, rises only slightly.”’

3.2. Sprayability and Maximum Layer Thickness
Before Run-Off Depending on Viscosity

The maximum wet layer thickness on vertical surfaces is
mainly defined by the viscosity of the sprayed suspen-
sion (among other factors such as surface tension and
density).?? In order to determine the maximum film thick-
ness before run-off, collagen suspensions of different col-
lagen dry matter contents were sprayed with a cup gun
at a pressure of 1.7 bar and a nozzle size of 1.7 mm
onto a silver-grey metallic painted Volkswagen Golf auto-
mobile hood. Thickness measurements were conducted as
described in the Experimental section. Figure 4 shows the
maximum layer thickness before run-off was examined.

0.5
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Fig. 4. Maximum layer thickness of a sprayed collagen film on a ver-

tical surface before run-off was examined depending on the viscosity of
the collagen suspension.

J. Biobased Mater. Bioenergy 6, 1-11, 2012

66



Sommer et al.

With increasing viscosity the maximum layer thickness
increased almost proportionally. Collagen solutions with a
viscosity of approximately 0.2 Pa*s (13 g kg™' total dry
matter content) could be applied to a maximum thickness
of 1 mm before run-off was observed, whereas doubling
the viscosity (20 g kg=! dry matter content) led to an
increase in layer thickness by a factor of 2.5 before run-
off was observed. According to equation 1 (dependency of
flow velocity on viscosity and film thickness), at an iden-
tical flow velocity a maximum layer thickness of about
1.8 mm was expected. The deviation can be explained by
the measurement uncertainty during layer thickness deter-
mination.

gpx*sin e
Vi = M
yl
Vo = flow velocity of the film surface
g = gravity
p = densily

a = angle of inclination to the horizontal
7 = dynamic viscosity
x = film thickness

Nevertheless, the equation clearly shows the following
relationship (see Eq. (1)). With increasing film thick-
nesses, the flow velocity of the film surface increases
excessively. Local differences in viscosity, always with
attendant surface irregularities, lead to unequal flow veloc-
ities and hence to what are known as runs and lips (TU
Darmstadt  (http://kunststofftechnik.tu-darmstadt.de/files/
skript_tutorium_kunststofftechnik_dki.pdf). Such run-off
behavior of collagen suspensions with different dry matter
contents is shown in Figure 4. For the purposes of inves-
tigation, collagen suspensions with decreasing viscosities
were sprayed with a Spraymaster RP cup gun at a pressure
of 1.7 bar and a nozzle size of 1.7 mm onto a silver-grey
metallic painted Volkswagen Golf automobile hood. The
run-off behavior was examined fen minutes after spray-
ing. Figure 5 illustrates the run-off behavior of sprayed
collagen film depending on the viscosity. In terms of the
quality of the sprayed films and the risk of run-off, the
best results were obtained with collagen suspensions with

Preparation of Bio-Based Films and Coatings by Spraying of Native, Fibrous and Viscous Collagen Suspensions

a dry matter content of 17-20 g kg™'. An increase in vis-
cosity through slight surface drying counteracts this effect.
If this is not sufficient, thickeners can prevent run-off to
a certain extent (TU Darmstadt (http:/kunststofftechnik.
tu-darmstadt.de/ files / skript_tutorium_kunststofftechnik _

dki.pdf).

3.3. Dependency of the Dried Collagen Layer
Thickness on the Application Volume

Film thickness can modify film properties such as bar-
rier performance or mechanical properties. After the films
are dry, different layer thicknesses are therefore required
depending on the field of application. Based on the low dry
matter content and the high viscosities of the collagen sus-
pensions, relatively thick layers have to be sprayed on the
surface in order to achieve a sufficient minimum thickness
after drying. In order to determine the correlation between
application volume and resulting dry layer thickness, dif-
ferent amounts of a collagen suspension with a dry matter
content of 25 g kg™' were sprayed with a Spraymaster
RP cup gun at a pressure of 1.7 bar and a nozzle size
of 1.7 mm onto painted steel test plates. Film thicknesses
were measured after drying in a warm-air compartment
dryer as described in the Experimental section. Figure 6
shows how the dry layer thickness depends on the wet
layer thickness. The dry layer thicknesses increase propor-
tionally as the wet layer thicknesses increase. In order to
achieve a collagen layer thickness of 150 pm after dry-
ing, it was necessary to spray a layer with a thickness of
approximately 3 mm of a collagen suspension with a dry
matter content of 25 g kg~ onto the surface. Theoretically,
only a dry layer thickness of 75 pm was expected (wet
film thickness multiplied by the percentage of the solids).'s
Embuscado et al.'® reported an ideal wet film thickness for
biopolymer films in the range of 250-760 um depending
on the viscosity and polymer solution, resulting in a final
dry film thickness of 38-76 um. Thinner dry films are dif-
ficult to produce (difficulty obtaining a uniform coating,
risk of over-drying) and difficult to handle after drying

Fig. 5. Run-off of a sprayed collagen film depending on the viscosity (from left to right: 20 ¢ k™', 17 g kg™, 15 g ke™', 13 g kg™', 11 gkg™),

photos taken 10 minutes after spraying,
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Fig. 6. Dependency of the dry layer thickness on the wet layer thickness
of a sprayed collagen suspension with a dry matter content of 25 g kg™
after drying at 37 °C over night.

(weak and fragile films, not enough strength to peel them
off in one piece).'®

As the processed, dried films require a minimum thick-
ness, it must be considered that with increasing water
content and decreasing dry collagen concentration while
retaining an equal film thickness, larger volumes must be
sprayed onto the surface and dried, causing longer drying
times. Doubling the film thickness results in quadru-
ple drying times due to the twofold quantity of water
and the twofold length of diffusion path according to
Fick’s method (TU Darmstadt (http://kunststofftechnik.tu-
darmstadt.de/ files/ skript_tutorium_kunststofftechnik

dki.pdf).

3.4. Drying Time Depending on the Film Thickness
and Dry Matter Content

As the results showed, spraying of native fibrous colla-
gen suspensions is only possible with a water content of
approximately 980 g kg™' (20 g kg™! dry matter content).
In order to achieve a certain dry film thickness, large vol-
umes have to be sprayed onto the surface. Drying these
films results in long drying times and potentially higher
costs.'® The drying time of collagen films (3 mm wet
layer thickness) at different temperatures was investigated
according to the methods described in the Experimental
section. Figure 7 shows the drying times for a 3 mm-thick
film at different drying temperatures. With increasing tem-
perature, the required drying time decreased significantly
(from about 7 hrs at 37 °C to less than 3 hrs at 80 °C).
However, increasing the temperature above 37 °C resulted
in a growing number of dark colored, brittle, uneven
and shrunken films, as previously observed by Genna-
dios (1995)."4 When collagen is heated, the intramolecular
hydrogen bonds which stabilize the native structure are
dissociated, resulting in the transition from helix to coil.”®
Consequently, it is not possible to increase the drying tem-
perature to more than 37 °C (denaturation temperature)®
due to the risk of denaturation of the collagen molecule.
Figure 8 depicts the drying time depending on the wet
layer film thickness. Doubling the film thickness (from
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Fig. 7. Drying time of a collagen film with 3 mm thickness prepared
from a 25 g kg™' collagen suspension at different drying temperatures
(37, 45, 60 and 80 °C).

1.5 to 3 mm) resulted in quadruple drying times (from
about 3.75 to 7.5 hrs) due to the twofold quantity of water
and the twofold length of diffusion path according to
Fick’s method (TU Darmstadt (http:/kunststofftechnik.tu-
darmstadt.de/ files / skript_tutorium_kunststofftechnik_dki.
pdf). In comparison, solvent-based coatings have signifi-
cantly shorier drying times based on the fact that ethanol,
for example, is more volatile than water.* Gennadios
(1995) reported drying times for ethanol-based coatings of
20-30 min at ambient temperatures, whereas waler-based
films required drying times of 1624 h."

3.5. Quality of Sprayed Collagen Films Depending on
the Spraying Device and the Pressure

Besides viscosity and other factors such as surface tension,
the quality of a sprayed film also depends on the process
pressure, nozzle shape and nozzle design, as they affect the
flow rate, size of droplets and spraying distance, among
other factors.'® Tn order to examine the sprayability of col-
lagen suspensions with two different devices and different
pressures, a collagen suspension containing lecithin and
glycerol as plasticizers (dry matter content of 20 g kg™")
was produced as described in the Experimental section. At
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Fig. 8. Drying time of a collagen film with 1, 1.5 or 3 mm thickness
prepared from a 25 g kg™' collagen suspension at a drying temperatures
of 37 °C.
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first the sprayability was tested using a Spraymaster RP
cup gun at a pressure of 0.5-1.7 bar and a nozzle size of
1.3 or 1.7 mm respectively. In the tests a two-component
nozzle with extemal mixing was used, as it is described
as particularly suitable for viscous fluids and is not sus-
ceptible to clogging.” * This nozzle type is self-priming,
which is advantageous when working with viscous fluids
as the fluid does not need to be accelerated. Pneumatic
spraying systems use the energy of the pressure gas to
atomize the fluid. The fineness of the spray jet is affected
by the ratio of gas and fluid mass fow.*!

Nevertheless, spraying at pressures of less than 1.7 bar
and respective nozzle sizes of less than 1.7 mm resulted
in clogged nozzles, inhomogeneous spray jets and unsatis-
factory surface qualities. These findings can be explained
as follows. The collagen bulk material used (120 g kg™!
dry matter content) consists of dispersed and suspended
fibers in waler. Because of its relatively high viscosity it
was very difficult to dilute with water, mix with other com-
ponents such as lecithin (plasticizing agent) and achieve
homogenous suspensions with standard laboratory instru-
ments. The temperature sensitivity of collagen was a cru-
cial problem. During homogenization, care needs to be
taken to ensure that only slight energy (heat) is generated
to prevent denaturation of the collagen. The denaturation
temperature of collagen depends, among other things, on
the water content of the sample, the pH and the tissue from
which the collagen was extracted. Denaturation effects
have been observed by Zhang et al.® from 37.5 °C on .°
Despite intensive and careful mixing efforts it was not
possible to achieve homogenous collagen-lecithin suspen-
sions. The remaining inhomogeneities in the form of clus-
ters resulted in clogged nozzles and craters (see Fig. 9).
When these clusters strike the layer applied, the liquid
coaling material migrates away from the impact site and a
crater is generated.” The clogging behavior is affected by
the inhomogeneities, energy input and ratio of minimum
cross flow-section to average droplet size.*

Figure 10 (top, left) depicts the appearance of the
sprayed film (pressure = 1.7 bar, nozzle size = 1.7 mm)
on a painted test plate. Due to the inhomogeneities (fiber

Fig. 9. Craters in the sprayed collagen film caused by inhomogeneities
(collagen-lecithin clusters) in the suspension.
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and lecithin clusters) present in the suspension and the rel-
atively low pressure of 1.7 bar, the quality of the sprayed
film was unsatisfactory. There were many crater-like holes
on the surface, which lower the protective effect and the
mechanical resistance of the resulting film enormously.
Lecithin was chosen as a result of another study, the objec-
tive of which was to improve the water resistance of colla-
gen films. In achieving this objective, common plasticizers
such as glycerine are obstructive due to their good water
solubility and their hygroscopic nature. If water resistance
plays a tangential role, many of the problems reported,
such as inhomogeneous suspensions and films (“craters”),
could be avoided by using glycerine as a plasticizer.™

Even varying the spray jet (wide spread (see Fig. 11 left)
and standard spray jet (see Fig. 11 right)) did not cause
a significant improvement in the quality of films. With a
wide-spread spray jet, the differences in the applied fluid
volume between the center and the edge are smaller.®

Based on these poor results, spray experiments
with the cup gun and a pressure of 3-4 bar (accord-
ing (o the manufacturer'’s specifications the pres-
sure is limited to 1.7 bar (SATA GmbH & Co. KG
(http://sata.com/uploads/tx_pxspecialcontent/27508.pdf))
and a collagen suspension without the cramping lecithin
were conducted with the support of Wolfangel GmbH.
The resulting quality of the film surface is shown in
Figure 10 (top right). The film exhibited an orange-peel
effect but the number of craters was significantly reduced
and close to zero.

As a next step the sprayability of the collagen-lecithin
suspensions (20 g kg™' dry matter content) was lested
with a hydraulic (airless) gel coat spraying unit and a
spray gun with a one-component variable nozzle (Wolfan-
gel GmbH, Ditzingen, Germany) at a pressure of 180 bar.
With this system, which is suitable for viscous paints, lac-
quers and materials, the fluid is pumped without an addi-
tional pressure gas.*® As the suspension leaves the nozzle
it expands due to the high energies, resulting in the for-
mation of small drops (H. Rohenkohl, A. Mechelhoff, D.
Jansen (http://veu.de/files/abschlussbericht_99z.pdf)). One
advantage of this system is that the drops of fluid strike the
surface with a lower impact velocity (most of the energy
is required to atomize the fluid).*” The results of these
experiments are shown in Figure 10, bottom. The picture
on the left shows the quality of the layer achieved after
one-component spraying of a collagen-lecithin suspension.
Due to the higher pressure of the gel coat spraying unit
and the variable nozzle size, the quality of the sprayed
collagen layer was again improved. Clusters were trans-
ported with the spray jet, thus preventing clogging of the
nozzle. Although there were again more craters caused
by the lecithin-collagen clusters, the overall appearance of
the film was much better. The surface showed no orange-
peel effect and was therefore much smoother and more
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Fig. 10. Top: Test plate coated with a cup gun Spraymaster RP and a nozzle size of 1.7 mm. Left: collagen-lecithin suspension (15 g kg™" total
dry matter content), pressure = 1.7 bar. Right: collagen suspension without lecithin (20 g kg™' total dry matter content), pressure = 3—4 bar. Bottom:
Test plate coated with a collagen-lecithin suspension (15 g kg™' total dry matter content) with a gel coat spraying unit and an airless spray gun,
pressure = 180 bar, vario nozzle. Left: 1-component spraying. Right: 2-component spraying (second component = 10 g kg™' Glyoxal solution).

uniform. The variable nozzle made it possible to adjust
the nozzle opening during the spraying process. Blockages
in the nozzle were cleared by opening the nozzle briefly
by hand. The simultancous spraying of a second compo-
nent (10 g kg ™' glyoxal solution) with a round-jet nozzle
(externally mixed) led to very smooth and uniform films

K

Fig. 11. Standard spray jet (left) and wide spread spray jet (right).

8

without craters, as depicted in Figure 10 (bottom right).
Collagen-lecithin clusters were removed from the spray jet
by the spray jet of the second component. The result is
expected to improve further if the collagen compounds are
sieved first to avoid heterogeneities or if a different plas-
ticizer is used. Lecithin was chosen as a result of another
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study, the objective of which was to improve the water
resistance of collagen films.

3.6. Quality of Sprayed Gelatin Films as a
Comparison

By way of comparison, a gelatin solution with a dry mat-
ter content of 120 g kg™ was prepared and sprayed with
a Spraymaster RP cup gun at a pressure of 1.7 bar with a
nozzle size of 1.7 mm onto a silver-grey metallic painted
Volkswagen Golf automobile hood, as described in the
Experimental section. Figure 12 (left and right) shows
the spraying process and reveals the problem of spraying
gelatin solutions due to the effect of gelation. Although
the paint cup was heated to approx. 70 °C in a warm-air
compartment dryer to prevent early gelation before being
filled with the 50 °C gelatin solution, the gelatin spray
mist gelled in the air (air temperature was about 15 °C),
resulting in a white, spongy and porous film as depicted
in Figure 13 (left and right). The gelation during cool-
ing is a result of the formation of triple helices which are
stabilized by hydrogen bonds.*” Depending on the gelatin
concentration, the gelation temperature is in the range
of 18.5-28.4 °C for a 100 g kg~' gelatin solution.”
During spraying/gelation air bubbles are trapped in the
gelatin droplets resulting in the white color of the films

Preparation of Bio-Based Films and Coatings by Spraying of Native. Fibrous and Viscous Collagen Suspensions

(see Fig. 13 left). These findings may be explained by
the fact that the air bubbles reflect the light completely.™
Aside from requiring more from the spraying technique
due to the aforementioned risk of gelation, gelatin has the
advantage that run-off is prevented through the gelation
of the solution on the surface; moreover, heating the sus-
pension accelerates the drying process. The surface of the
sprayed gelatin film was relatively uneven due to gelation
of the droplets in the air before striking the surface (com-
pare Fig. 13 right).

3.7. Quality of Peeled-Off Gelatin and Collagen Films

After drying the sprayed collagen and gelatin films it
was possible to peel the films off the coated surface.
The appearance of the resulting free-standing films is
shown in Figure 14. The collagen films were transpar-
ent with slight opacity and much thinner and smoother
than the gelatin films, which were white, spongy, and
porous. The white color of the gelatin is based on the fact
that the film contained air bubbles which reflect the light
completely.”® Compared to the collagen film, the gelatin
film was significantly thicker. Due to the fact that the
gelatin films did not contain a plasticizer, they were much
more brittle than the collagen films. Mechanical properties
such as tensile strength have not yet been investigated due

Fig. 12. Gelling of a 50 °C hot gelatin solution (120 g kg~' dry matter content) during spraying with a preheated cup gun Spraymaster RP (SATA
GmbH & Co. KG, Kornwestheim, Germany) at a pressure of 1.7 bar and a nozzle size of 1.7 mm onto a silver-grey metallic painted Volkswagen Golf

automobile hood.

4 i J.ﬁiﬁ.ﬂﬁ.&m

Fig. 13. White, spongy and porous gelatin film after drying (left) and uneven surface quality of the sprayed gelatin film (right).
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Fig. 14. Appearance of the peeled-off gelatin (left) and collagen (right)
film after spraying with a cup gun Spraymaster RP at a pressure of 1.7 bar
and a nozzle size of 1.7 mm and drying at room temperature.

to the imperfections of the collagen films caused by the
inhomogeneities of the suspensions.

4. CONCLUSION

The results indicate that it is possible to spray native
fibrous collagen suspensions plasticized with lecithin with
a total dry matter content of 12-20 g kg™" and a viscosity
of 200-700 mPaxs for the preparation of films.

However, due to the relatively high viscosities of the
native collagen suspensions combined with their tem-
perature sensitivity, it was difficult to homogenize the
suspensions and to dry the resulting films without any
denaturation defect. Furthermore, residual inhomogeneities
such as lecithin or collagen fiber clusters lead to craters in
the film surface.

The outcomes made clear that the use of native col-
lagen suspensions implies numerous limitations in terms
of homogenizing (high viscosities of the suspensions),
preparing the suspension and drying the films formed after
spraying (preventing denaturation. The problems described
could be solved by using denaturated collagen and differ-
ent plasticizers. Collagen in a native state, however, has
the advantage of being more stable in terms of microbial
degradation (it is highly resistant to the proteolytic activ-
ity of trypsin® and it is known to be relatively resistant
to decomposition® compared with denaturated collagen).!
Moreover, the resulting films prepared with native colla-
gen possess improved mechanical properties due to their
fibrillar structure."!

A further problem and a major cause of the inhomo-
geneities and poor quality of the films was the use of
lecithin as an additive. Lecithin was added to the sus-
pension in order to improve the suppleness of the result-
ing films, according to another study which aimed to
improve the water resistance of collagen films. The result
of this study was that common plasticizers such as glyc-
erine are obstructive to achieving the objective due to

10
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their good water solubility and their hygroscopic nature.
In application fields where the water resistance plays a
tangential role, it is possible to avoid the problems
reported (“craters” and “clogging”) by using glycerine as
a plasticizer.™

With regard to the possible film layer thickness for
a collagen suspension of 20 g kg™' dry matter content
on a vertical surface (painted steel) before run-off was
observed, values of approximately 2.5 mm were measured
(resulting in a dry layer thickness of about 130 pm).

The high water content of the collagen films (about
980 g kg') caused long drying times of approximately
6 hrs at 37 °C for a layer thickness of 2.5 mm. Due to the
temperature sensitivity of the collagen it is not possible to
increase the drying temperature.

By comparison, a gel coat spraying unit working with a
pressure of 180 bar and a variable nozzle with a cup gun
at a pressure of 3-4 bar and a nozzle size of 1.7 mm pro-
duced the best results among the gel coat systems. After
drying sprayed collagen and gelatin films it was possible
to peel the films off the coated surface. The resulting col-
lagen films were transparent with slight opacity and much
thinner and smoother than the gelatin films, which were
white, spongy, and porous due to gelation of the gelatin
solution in the air during spraying. Because the gelatin
films did not contain a plasticizer, they were much more
brittle than the collagen films.

In summary, spraying collagen suspensions {o achieve
protective collagen films on difficult-to access surfaces
is an promising approach with some limitations, such
as their susceptibility to microbiological attack, smell
upon decomposition, low water resistance and long drying
times.
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4.3 Collagen-based packaging films for nonfood applications and their comparison with commercial polyolefin
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Abstract

The potential use of collagen as packaging film was investigated. Various chemical
properties (permeability, resistance to chemicals, and weathering) and physical
properties (resistance to puncture impacts, tearing, and temperature) of cast
films were compared with those of a polyolefin (polypropylene block copolymer)
car body paint protection film. The collagen films showed excellent resistance to
nonpolar substances (oil and fuel mix) and they had tensile strengths (27 N.v’mmz)
similar to those of polyolefin films (38 Nlmmz). The collagen films tested, how-
ever, were brittle (elongation at break = 34%) and exhibited a high solubility in
polar substances like deionized water (total soluble matter = 20 wt% at 20°C,
40wt% at 60°C after | h). Due to the low water resistance their usage as pack-
aging films is anticipated to be restricted to indoor applications or to applications
which require water solubility.
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Introduction

The range of requirements and functions (protection, inertness, lightweight,
transparency, versatility, etc.) that packaging films have to meet is very exten-
sive and, in some cases, diverging.' The functions are dictated, among other
things, by the films themselves, the storage and transport methods, market
forces, consumer behavior, and the environmental concerns.” The necessary
functions include inter alia the protection against physical, chemical, or bio-
logical phenomena, depending on the area of the use.? The duration of the
protective effect extends from production to the end use. In addition, food
packaging films have to meet particularly tough requirements in terms of
optical, gas barrier, and microbiological properties, as well as physical han-
dling properties. such as abilities to be easily welded and sealed.' Other
industries usually place greater importance on other properties as well, such
as chemical resistance, mechanical properties, or service life.? Conventional
plastics may not meet all packaging requirements. Application of body paint
protection films for new vehicles during transportation is a field which needs
new films alternative to the conventional polyolefins. In this application, the
body is covered with a protective film against potential paint damage by
mechanical or environmental factors.? Polyolefins are commonly used as
paint protection films, in addition to special waxes, which can have an envi-
ronmental impact, such as waste water generation and emission of surfactants
and hydrocarbons when washed off. Most importantly., the paint protection
films require high application and labor costs, which are estimated to be
around €35-40 per car (the application of the films requires high labor
costs as well. A total of 120 workers working in three shifts were needed to
manually cover the vehicles produced only in Ingolstadt, Germany, facility of
Audi AG).>® The films have to be later manually peeled off from the car
body, which is very time-consuming and risks the paint being scratched.
Adhesion problems are also commonly observed, especially if the films were
applied incorrectly. A sprayable liquid film prepared from renewable
resources and which can be stripped off with warm water can be very
useful in addressing the above-mentioned technical and environmental chal-
lenges and can reduce the labor cost.®

Collagen films are biodegradable, sprayable, and they possess a series of
interesting features for the production of packaging films. Collagen is a
fibrous protein consisting of a triple-helical bundle of three parallel, left-
handed helices. Each strand consists of approximately 300 repeats of the
trimer sequence (glycine-X-Y), where X is often the amino acid proline and
Y is often hydroxyproline. Characteristic is the high glycine content of 33%.
The ring structure of proline and hydroxyproline prevents rotation.” The
molecular weight is about 360 kDa® and the density of collagen dried in air
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varies from 1.3- 1.4 g/em®.? Collagen substances produced under mild condi-
tions are predominantly native, which means that the triple-helical structure is
virtually unchanged and the resulting fibrillar structure results in films with
improved mechanical properties.'” Without addition of plasticizers, these films
are brittle due to the extensive interactions between protein chains through
hydrogen bonding, electrostatic forces, and hydrophobic interaction."’

Suspended collagen fibrils are almost insoluble in cold and warm water.
Noncross-linked collagen films tend to swell in humid environments. Collagen
chemically absorbs water in the form of hydration water and partly as cap-
illary water. 12 Responsible for the high degree of hydrophilicity are the alka-
line amino groups and acidic hydroxyl groups as well as carboxyl groups."
Based on the fact that collagen consist of varying amino acids with different
side chains, it is possible to at least partially overcome the low water resis-
tance by forming covalent bonds by chemical or physical cross-linking.'*'®
Other properties can also be tuned with additives such as processing agents,
functional additives, stabilizing agents, dyes, and fillers."” Moreover, protein
films made from collagen are impermeable to nonpolar substances.'® Besides,
collagen is also a leather industry by-product and is therefore readily avail-
able."” Although numerous studies have already been carried out on gelatin
and films made from gelatin,”®?" the potential of collagen as packaging film
outside the meat industry has not yet been widely researched'” although col-
lagen is widely used in meat packaging.??

The objective of this study was to investigate the potential of collagen films
as packaging films in the automotive industry. Conditioned bovine collagen
acidified with lactic acid was cast into films and coatings following the addition
of stabilizing additives and cross-linking agents. The main focus was
on improving the water insolubility of the collagen films. After drying, the
chemical and physical properties were examined in accordance with
European standard (Europiische Norm), International Organization for
Standardization (EN ISO) testing procedures and compared with a polyolefin
film (polypropylene block copolymer) used in car paint protection.

Materials and methods

Collagen bulk material prepared with lactic acid from cattle split (8.6% type 1
dry collagen (DC) content with minimal type 3 content) was purchased from
Naturin Viscofan GmbH, Weinheim, Germany. Crystalline aluminum sulfate
hydrate and lecithin (=97%) for biochemistry were obtained from Roth
(Karlsruhe, Germany). Lactic acid (90%), glycerol (85%), hydrochloric
acid 1mol/L, and sodium hydroxide (NaOH) were obtained from VWR
(Darmstadt, Germany). Methyl 3-hydroxybenzoate (99%) was obtained
from Aldrich (Steinheim, Germany). Glyoxal G2 40% in water for synthesis
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was purchased from Merck (Darmstadt, Germany) and all other chemicals
were analytical grade and purchased from Roth, Merck, or VWR. Polyolefin
film (polypropylene block copolymer ) Bodyguard™ 50530 PV7 with polyethy-
lenevinylacetate (EVA) adhesive layer (from TESA) was obtained from FN
Klebe und Schleifprodukte (Ergolding, Germany) and used as the benchmark
film, the properties of which are presented in Table 1. Vehicle transmission oil
(MTF-LT.2), hydraulic oil (CHF 118, 83290429576). and engine oil (SAE
0-W-40 Quality Longlife-04, purchased from BMW AG, Munich,
Germany) were mixed in equal volumes to produce the test fluid 1 (oil mix-
ture). Equal volumes of super unleaded petroleum as per DIN EN 228 and

Table |. Characteristic values of the polyolefin (TESA Bodyguard™ 50530 PV7) bench-

mark film?*2*
Parameter® Value
Basic material About 50 pm.
a. 50% block copolymer Daplen FFC 2012 (PCD;

12% ethylene content).
. 25% homopolymer Daplen KF 201 (PCD).
. 6.3% Lupolen 1840 H (low density polyethylene).
. 8.4% titanium dioxide.
. 0.3% tinuvin (UV-stabilizer additive).

o e O

Melt index = 5 (a)°, 8 (b)®, 1.5 ()€ g/10 min
Adhesion promoter About 5-10 um.
MNovolen 2309L and EVAc copolymer Escorene Ultra UL
00728
Adhesive layer About 20-25 pm.
Polyethylenevinylacetate.
Melt index = 3 g/10 min®

Thickness 80 um
Adhesion force on steel 0.8 N/em
Elongation at break 800%
Tear-out force 30.4 N/cm
Tensile strength 38 N/mim?
UV-resistance? 36 weeks

“Unfortunately, it was not possible to get more detailed information concerning the molecular weight,
distribution, density, and tinuvin grade from TESA SE, Hamburg (Germany). For further information,
see Patent DE 19923780.%*

“Test temperature = 230°C, weight = 2.16kg.

“Test temperature = 190°C, weight = 2.16 kg.

“Xenotest 1200, 55°C, 3000 h.
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diesel fuel as per DIN EN 590 (from a Shell gas station) were mixed to
produce the test fluid 2 (fuel mixture). Deionized water was used as the
test fluid 3. Test fluid 4 ‘1% NaOH solution’ was produced from
NaOH purum p.a. (pro analysi) 98% obtained from Roth (Karlsruhe,
Germany) in deionized water and test fluid 5 ‘1% sulfuric acid (H.SOy4)’
was produced from 90% H,SO, Rodipuran® obtained from Roth
(Karlsruhe, Germany).

Production of the collagen test specimens

To produce 1200 g collagen suspension, 0.095g hydrated aluminum sulfate®
(0.015w/w% (DC) and 3.4g glycerin (plasticizer 1) were dissolved in 50¢g
deionized water and 3 g lecithin (plasticizer 2, 20% w/w {DC}) was dissolved
in 100 g deionized water. A total of 0.758 g methyl-para-hydroxybenzoic acid
(preservative, 10% w/w (DC)) was dissolved in 50 g deionized water and all
three solutions mixed together and homogenized with 195.75 g water using an
Ultraturrax T50 basic homogenizer (IKA Werke, Staufen, Germany).
Aluminum sulfate was used following a recipe of Naturin Viscofan GmbH
(Weinheim, Germany). It reduces the viscosity of the collagen suspension and
therefore enables the use of higher collagen contents, which will further min-
imize the drying time.”® Added to this solution was 174.4 ¢ minced collagen,
prepared from cattle split using a special procedure and acidified with lactic
acid, with a DC content of 8.6%. The pH value was set to 2.8 (pH-meter 763
Multi-Calimatic, Knick Elektronische Messgerite GmbH & Co. KG, Berlin,
Germany) with 90% lactic acid solution and left to swell overnight.

The swollen compound was homogenized using an Ultraturrax T50 basic
homogenizer (IKA Werke, Staufen, Germany) at Level 2 (2000rpm for
3045 min) and 600¢g deionized water was added gradually and the compound
was warmed to 35°C. A total of 22.5mL of 10% gelatin solution (15% w/w in
relation to the DC content) was produced as an adhesive agent, allowed to
swell for 40min and then dissolved at 80°C. After cooling to 28-35°C, the
gelatin solution was homogenized with the collagen for 20-30 min at Level 2
(2000 rpm). The collagen—gelatin compound was degassed in a vacuum cab-
inet WTB (Binder, GmbH, Tuttlingen, Germany) at 36°C and 5mbar for
20min and had a final DC content of 1.25%.

To produce films, the volume required to give a fill level of 3mm was
poured into casting moulds (Teflon dishes, d = 13cm, VWR, Darmstadt,
Germany or PP basins, manufacturer unknown) and the cross-linking agent
(glyoxal G2) with 10% w/w in relation to the DC content was stirred in the
form of a 1% solution. The compound was dried for 24h at 37°C in a warm-
air drying cabinet (built in-house). The test specimens were cut from the
finished films using a cutter (9 mm).
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For coating the painted test plates (John Deere, Mannheim, Germany), an
area of 6 x 6cm? was taped off using sealing tape (9 x 5mm, JES Collection,
J. E. Schum GmbH, Wiirzburg, Germany) in order to create an edge bound-
ary for the compounds and a type of trough. The collagen compound
required to generate a 3mm fill level was mixed with the cross-linking
agent (glyoxal G2) with 10% w/w in relation to the DC content in the
form of a 1% solution and poured onto the test sheets. After drying in the
warm-air drying cabinet (built in house) at 37°C over 24 h, a cutter (9 mm)
was used to cut carefully along the edge of the sealing tape and the tape was
removed. To produce reference plates, a 6 x 6cm? polyolefin film was cut out
using a cutter, applied to the plates without creating any bubbles, and pressed
down firmly.

Film thickness

The film thickness was measured with a micrometer screw (Hommel Hercules
Werkzeughandel GmbH & Co. KG, Viernheim, Germany). Five measure-
ments were conducted for each film and the arithmetic mean value of the
results was reported.

Weight per unit area

The weight per unit area of the films (g/m?) was determined by weighing five
10 x 10¢em? films with a laboratory scale SNUG 1I-150 (Jadever Scale CO.,
Markham, Ontario, Canada). The arithmetic mean of the measurements was
reported.

Permeability or retention to test fluids in accordance with 1SO 6179

The impermeability or the retention to the test fluids was determined gravi-
metrically in accordance with ISO 6179 for elastomer films.>*?” In contrast to
the procedure outlined in ISO 6179, a piece of collagen film (7 x 7em?) was
stuck to a permanently elastic sealing tape (Patafix Propower, UHU, Biihl,
Germany) on the bottom edge of a reducer (glass) and placed on absorbent
laboratory paper (7 x 7cm?). The reducer was filled with 10mL test fluid.
Figure 1 illustrates the test setup. The fluid contact area was about 7em?.
The weight (m,) of the filled vessel + Patafix and film was recorded to an
accuracy of 0.0005 g. The flask was placed with the film facing downward on
absorbent laboratory paper at room temperature and prevented from tipping
over by affixing it to a stand. The weight of the lost test liquid was recorded
after 1h (t) by weighing the flask with the film and liquid again (m») and
examining the blotting paper (dry/damp/wet) and the test film (dissolved,
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reducer (glass)
test liquid

elastic sealing tape
collagen film
absorbent paper

Figure 1. Test setup for determination of water permeability of collagen film.

swollen, wet).>*?" All substances were tested with the collagen films and the
polyolefin benchmark films. The tests were repeated five times and the arith-
metic mean value of the test results was reported. The relative permeability
p was calculated as follows (Equation (1)):

_(m =)

pP= e (n
Where:
» | = Relative permeability (mg/m” x h)
my | = | Weight at the beginning | (mg)
my | = | Weight after 1h (mg)
t = | Test period (h)
A | =] Area (mm?)

It should be noted that the influence of the film thickness was not taken
into account.

Film solubility of the test films (total soluble matter) to test fluids
in accordance with EN ISO 175

The solubility of the test films (total soluble matter) was determined in
accordance with EN ISO 175.°° The film solubility was determined by
immersing the film in different test fluids and weighing the remaining film
after drying (note: solubility of the film does not include solubility of the
collagen fibrils). The total insoluble matter (TIM; insolubility) of the films
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was defined as the ability of the films not to dissolve or only to dissolve to a
certain percentage upon contact with the test fluid. In contrast to the pro-
cedure outlined in EN ISO 175 for the test, a 6 x 6 cm film of those dried at
37°C over 24h in an oven was weighed to an accuracy of 0.0005g (m;) and
immersed for 1 h at different temperatures (20°C, 37°C, 55°C, and 85°C) in
10mL of the test fluid in an oven under air. Note that no testing at tem-
peratures higher than 20°C was performed with the fuel-mix due to the
highly inflammable nature of the test substance. In order to approximate
the thermal effects, one specimen was stored at higher temperatures without
being immersed in a test fluid. After the immersion test, the test liquid was
centrifuged out (at 5000 rpm for 5min) and the specimen was rinsed with
deionizer water (in the case of the oil-mixture test substance, petroleum was
used for rinsing). The films were then dried at 37°C and weighed (m5). Five
specimens were tested and the arithmetic mean value was reported. The
percentage of TIM (wt%) of the film was calculated from a following equa-
tion (Equation 2):

TIM ="/, % 100 (2)
Where:
TIM | = | Total insoluble matter (wt%)
m = | Weight at the beginning of the test (img)
ms = | Weight after 1 h (mg)

According to this definition, a film with TIM = 100% would be the most
insoluble film and TIM = 0% would mean the most solubility.

In addition, a qualitative assessment of the change in the films’ visual
appearance was carried out (none, barcly noticeable, small, moderate, large
change). In addition, a filter paper soaked with the respective test fluid was
laid on the coated test plates for 1h at 23°C. The filter paper and coating film
were then removed and the plates rinsed with deionized water, after which the
paint surface was assessed using the FTM 16 FINAT test method no. 16
chemical resistance — spot method (none, small, moderate, large change to
the condition of the paint).*”

Weathering in salt spray mist in accordance with EN I1SO 9227
or alternating climate in accordance with EN ISO 6270-2
The salt spray tests (saline solution with 1 g/mL sodium chloride (NaClyand a

conductivity of <20uS/cm, pH value 7) were conducted with a coated,
painted test plate or a coated glass plate and a free-hanging collagen film in
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a salt spray cabinet at 35 + 2°C in accordance with EN ISO 9227 over
2weeks in a salt spray chamber S 1000 A-TR (Gebr. Liebisch GmbH &
Co. KG, Bielefeld, Germany). Every 24 h the plates and coatings were visually
examined and a photo was taken.

The alternating climate tests were carried out in an alternating cli-
mate cabinet in accordance with EN ISO 6270-2°! KFW or EN ISO
50017 AHT over 2weeks in a alternating climate cabinet KSE 300
(Gebr. Liebisch GmbH & Co. KG, Bielefeld, Germany). The cycles
consisted of: (a) 8h 40 + 3°C at 100% relative humidity, then the
heating was switched off and the cabinet opened, (b) 16h with the
climate cabinet open at 18-28°C, relative humidity below 100%, (c)
new cycle. Every 24h the plates and coatings were visually examined
and a photo was taken.

Temperature resistance based on the tensile strength,
breaking force, and elongation at break (Nlmmz) in accordance
with EN ISO 527-3

The temperature resistance of the films was assessed based on the tensile
strength and elongation at break in accordance with EN ISO 527-3.%2
Breaking force is considered as the force required to break the films, which
are subjected to a certain tensile force. The tensile strength is a material
characteristic, which specifies the maximum tensile force achieved in relation
to the original cross section of the material. The elongation at break, also
known as the ultimate elongation, specifies the percentage by which the films
elongate before they break.

The measurements were taken using a universal testing machine UTS 3 as
per [SO 5893 (Zwick GmbH & Co. KG, Ulm, Germany). A piece of collagen
film was placed in a freezing cabinet ECC-1085-5 VI2 (Buddeberg,
Mannheim, Germany) for 72h at —40°C or in a drying cabinet (Haracus
FT 420K) at 70°C. In addition, one film was exposed to ultraviolet (UV)
radiation in accordance with ISO 4892-2. In contrast to the procedure out-
lined in EN ISO 4892-2 a UV lamp Ultra-Vita Lux Osram 300W (Osram
GmbH, Munich, Germany) was used for 72h at room temperature (25cm
irradiation distance). After 24 h stored at room temperature, the specimens
were stored overnight in a climate cabinet at 20°C and 60% relative humidity.
Subsequently, 10 dog bone-shaped test specimens with the dimensions speci-
fied in Figure 2 were punched out of the films.

The tensile strength (N/mm?), breaking force (N/cm) and elongation at
break (%) were measured with a test velocity of 100 mm/min and compared
with the values of an untreated film.
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Figure 2. Dimensions of a punched test specimen for determining the tensile strength.

Adhesion in accordance with EN 1SO 2409: Paints and varnishes —
crosscut test

The adhesion was tested in accordance with the testing standard EN ISO
2409: paints and varnishes — crosscut test.” It is used to assess the resistance
of a coating to separation from a substrate when a right-angle lattice pattern
is cut into the coating. The collagen and polyolefin coated test plates (see
production of the collagen test specimens) were used for this after tempera-
ture exposure at —<40°C in a freezing cabinet ECC-1085-5 V12 (Buddeberg,
Mannheim, Germany) and 70°C in a drying cabinet (Haraeus FT 420K) at
70°C for 72h. A cutter (9 mm) was used to make six vertical and six horizon-
tal cuts into the coating, penetrating through to the substrate. The distance
between the cuts was approximately 2 mm. Adhesive tape (25 mm) was then
affixed to the lattice pattern of cuts, pressed down firmly, and torn off again at
an angle of 60 degrees. The testing standard defines five crosscut classifica-
tions, which were used to assess the appearance of the surface after the test.

Instrumented puncture test (puncture resistance) in accordance with
EN ISO 6603-2 or ISO 7765-2

The puncture resistance was determined using a drop impact tester of the type
Fractovis (Ceast GmbH, Martinsried, Germany), in accordance with EN ISO
6603-2 or ISO 7765-2.***° For testing the behavior of the material under
impact stress, test specimens were cut to 60 x 60mm. The force-deformation
diagram was recorded during puncturing of the film with a striker (1.89kg)
with a constant velocity of 4.4m/s and the data were analyzed with the soft-
ware DAS4Win. The height of fall was 0.99 m and the potential energy of the
striker was 18.3J. As important results of the puncture test, the mean values
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of the following measurements were specified: maximum force (N), deforma-
tion at maximum force (mm), and puncture energy (J).

Tear resistance in accordance with EN ISO 53363

The tear resistance test in accordance with EN I1SO 5336 was conducted
using a universal testing machine 1456 (Zwick GmbH & Co. KG, Ulm,
Germany) as per EN ISO 7500-1. The method can be used to determine the
tear behavior of predamaged films based on the tear resistance (7,) under
tensile stress and quasi-static test conditions. Trapezium-shaped test speci-
mens as per EN ISO 53363 were cut out with a cutter and a slit was cut in
the center perpendicular to the direction of the force. The specimens were
placed in a climate cabinet overnight at 20°C and 60% relative humidity. The
test was conducted at 23 & 0.5°C and a testing velocity of 100 £ 10 mm/min.
Five tests were conducted for each of the two film types and the mean value of
the results was taken. The tear resistance was calculated as T, (N/mm) = force
F (N)/specimen thickness (mm).

336

Results and discussion
Collagen test specimens

In order to evaluate the mechanical and physical properties of collagen films
and coatings, conditioned bovine collagen with added stabilizing additives
and cross-linking agents was cast into films and coatings followed by
drying in a warm air compartment dryer as described in the materials and
methods section. The 150 um thick collagen film featured a relatively good
see-through clarity as shown in Figure 3. Figure 4 shows an example of the
collagen and polyolefin coating on the painted test plate. The bottom-most
layer is a metal plate painted in color green. There appears to be five collagen
films (sample 1-4 and 6) on the metal plate. The white-colored square sample
is the polyolefin film (sample 5; Figure 4).

The collagen formed stable films or coatings, which contained no bubbles
or imperfections and therefore could be used for the chemical and mechanical
characterization.

Film thickness

The knowledge of the film thickness is important for the calculation and
evaluation of several mechanical film parameters. Table 2 summarizes the
thicknesses of the test specimens used for the individual test methods. The
thicknesses of the individual collagen test specimens varied considerably in
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hochschule mannheim
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Figure 3. Cast collagen film (collagen film on top of the university logo).

Figure 4. Painted test plate coated with collagen film (sample 1-4 and 6é) and polyolefin
film (sample 5).
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Table 2. Thicknesses of the test films used for the different test methods (data in all
rows, except the first row (polyolefin), relate to the collagen films)

Thickness, d (um)  Standard deviation, o (um)

Polyolefin film

Used for the different test methods 80 |
Collagen films

Tensile test

UV-light 149 29
—40°C 188 24
23°C 157 28
70°C 151 32
Puncture test 170182 9-15
Tear resistance 200 13
Permeability and resistance test 151 13
Weathering

Alternating climate (painted test plate) 100 13
Alternating climate (glass plate) 1é 5
Alternating climate (film) 149 12
Salt spray cabinet (painted test plate) 86 7
Salt spray cabinet (glass plate) 110 12
Salt spray cabinet (film) 140 4

some instances. The lack of thickness uniformity was attributed to four
factors:

e the oven shelves, where cast films were placed for drying, were not totally
level thus causing settling toward the lower section during drying,

e a strecam of warm air was used for drying, which blew over the damp
collagen compound from one side, forcing the compound to the other side,

e the polypropylene casting mold was concave,

e there were individual heterogeneities in the collagen fiber composites.
The collagen compounds will be sieved first to avoid this in future.

Basis weight

The film basis weight can be used to determine the film thickness or yield. The
collagen film basis weight was measured as described in the Materials and

Sommer and Kunz 43

250

200
y =48,288x+ 11,207

150

m collagen film

100 poalyolefin film

basis weight [g/m?]

w
(=]

80 124 155 193
film thickness [um)]

Figure 5. Basis weight of collagen and polyolefin films with different film thicknesses.

methods section. Figure 5 shows the basis weight of the collagen films in
accordance with EN I1SO 53370 (23°C) depending on the film thickness com-
pared with the basis weight of the polyolefin film.

The collagen film and the polyolefin film basis weights were determined for a
film thickness of approximately 80 pm. The cast collagen film density (0.759 g/
cm3) was significantly lower than the polyolefin film density (0.970 g,fcm3) or
other plastics (polypropylene = 0.85-0.92¢ ,fcmB, low density polyethylene =
0.89-0.93 g/cm®, and high density polyethylene = 0.94-0.98 g/cm?®).>” The
determined collagen film density is different from the results of Podrazky,
who reported a 1.3-1.4 g/em® density for air-dried collagen.” These findings
may be explained by the various additives in the film-forming solution.

Permeability or retention to test substances in accordance
with ISO 6179

Impermeability or retention is the ability to prevent certain test substances
from permeating through the films. To protect the new vehicles paint from
chemical impact, the impermeability of the protecting films is important.
Furthermore, the film mechanical properties can change due to absorption
of test liquids. That is why the impermeability/permeability of the collagen
films and the polyolefin film was tested as described in the Materials and
methods section. The test liquids were selected based on the automotive
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Figure 6. Visual inspection of the collagen film during the permeability test with differ-
ent test fluids at 20°C, sodium hydroxide (NaOH; 1%), sulfuric acid (H,SO4; 19%).

industry requirements. Figure 6 shows the results of the visual inspection of
the collagen film during the permeability test with different test fluids.

While the blotting paper was still completely dry in the permeability tests
of the collagen films immersed in the oil mixture and the fuel mixture, polar
substances such as NaOH, sulfuric acid, and deionized water permeated after
around 20min. For the acid and alkaline substances, the blotting paper was
completely wet after around 35 and 50 min, respectively (Figure 6). The poly-
olefin film (only half as thick as the collagen film) was completely imperme-
able to all test substances during test period.

Figure 7 illustrates the permeability (mg/m?> x h) of a collagen and
polyolefin film for different test fluids. The gravimetric determination of
the permeability values for the collagen film gave the highest permeability
values for the screen wash and deionized water at 260-340 g/m> x h. The
permeability for a 1% NaOH solution was 140g/m? x h and for the 1%
sulfuric acid solution it was 30 g/m” x h. The polyolefin film (only half as
thick as the collagen film) also exhibited complete impermeability here
(Figure 7).

While the collagen films showed very good impermeability to nonpolar
substances, their impermeability to polar substances was limited, what
restricts their use outdoors without further optimization but makes them
very interesting for use in contact with nonpolar substances. These results
confirm the published statements concerning the impermeability of collagen
to nonpolar substances'® and its affinity to water.*®

Sommer and Kunz 45

® 300 collagen film
m polyolefin film

0 P — — P — —

6'\\'\-

&+
o~
S

& & o) £
X @
o

=~ T
& o .g\f‘

test fluid

Figure 7. Permeability (mg)‘ml % h) of a collagen and polyolefin film for different test
fluids at 20°C, sodium hydroxide (NaOH; 1%), sulfuric acid (H,SO4; 1%).

Film insolubility/solubility of the test films (total insoluble/soluble
matter) to test substances in accordance with EN ISO |75

Another important requirement for the usage of collagen films as packaging
material is their insolubility in chemicals. So far there are no data published in
the literature concerning the solubility of collagen films. The TIM was exam-
ined in accordance with EN ISO 175%® with the above mentioned amend-
ments. Figure 8 illustrates the TIM of the collagen and polyolefin film
against the different test fluids after testing 1h at 20°C.

While the TIM of the collagen films at 20°C for the oil mixture and the fuel
mixture was more than 95 or 90%, respectively, the TIM to all other test
substances was only around 80%. The polyolefin film also exhibited a weight
loss of up to 10% for the oil mixture, fuel mixture, screen wash, and sulfuric
acid, which was probably caused by the film adhesive layer dissolving or
detaching, as no changes to the film itself were noted (Figure 8).

Figure 9 depicts the visual appearance of the collagen films after treatment
with different test fluids for 1h. Visually, the collagen film changed most
markedly if immersed in deionized water, screen wash, and NaOH solution.
After 1 h of soaking time, the film had turned pale yellow/opaque (Figure 9).

In addition to that Figure 10 shows the TIM of the collagen film in
different test fluids at different temperatures.
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Figure 8. Total insoluble matter (%wt/h) of a collagen and polyolefin film at 20°C in
different test fluids, sodium hydroxide (NaOH; 1%), sulfuric acid (H,SO4; 1%).

Figure 9. Collagen film after treatment with different test fluids for | h (from left to
right: control film [without treatment], oil-mix, fuel-mix, screen wash fluid, deionized
water;, sodium hydroxide [NaOH; 1%], sulfuric acid [H2504; 1%]).

When investigating the temperature dependency of the solubility to the
different test substances, it was found that the TIM of the collagen films
decreased for all polar test substances as the temperature increased (only
around 60% TIM after 1 h). The TIM to the oil mixture, however, remained
unchanged at more than 95% (Figure 10). At 55°C, the collagen films dark-
ened and rolled in on themselves after treatment.

Figure 11 shows in comparison the TIM of the polyolefin film in different
test fluids at different temperatures. Compared to the collagen film, the poly-
olefin film also exhibited rising solubility as the temperature rose (Figure 11).
As mentioned above, these observations were probably caused by the EVA
adhesive layer or the adhesion promoter, which is part of the film, dissolving
or detaching, as no changes to the film itself were noted.
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Figure 10. Total insoluble matter of the collagen film in different test fluids at different
temperatures, sodium hydroxide (NaOH; 1%), sulfuric acid (H,SO4 1%).
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Figure 11. Total insoluble matter of the polyolefin film in different test fluids at differ-

ent temperatures, sodium hydroxide (NaOH; 1%), sulfuric acid (H,SOy; 1%).

However, in the resistance tests on the coated, painted plates, no changes
to the paint beneath the collagen or polyolefin coating were observed for any
of the tested substances. Unfortunately, there are no comparable data pub-
lished concerning the resistance of collagen against technical fluids.
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The resistance tests confirmed the results of the permeability tests, which
supposed that the use of collagen in the presence of polar substances is
restricted without further optimization, although it appeared to be resistant
against the nonpolar substances.

Weathering tests — salt spray test in accordance with EN SO 9227

To simulate realistic climatic conditions, such as they would be during trans-
portation during winter under the influence of deicing, salt weathering tests in
a salt spray chamber were conducted in accordance with EN ISO 9227.%0
Figure 12 images the appearance of the polyolefin film at the start (left)
and after 11 days in a salt spray cabinet (right). As expected, the polyolefin
film exhibited no changes during the 2-week period in the salt spray cabinet.
This result is not surprising as the polyolefin film is used as a body paint
protection film against salt impacts, beside others, for several weeks.*

Figure 13 shows in comparison the test plate coated with collagen (top),
glass plate (center), or free-hanging collagen film (bottom) after 0, 1, 4, 7, and
11days (from left to right) in a salt spray cabinet. While the polyolefin film
exhibited no changes, the collagen coatings underwent a considerable change
after just 1 day, swelling up and turning white (Figure 13). From the 7th day
onward, the collagen gradually peeled oftf completely, starting at the edges.
After 11 days the test was stopped. The free-hanging collagen film had also
swelled badly after 1 day and rolled in on itself. After 11 days, it had dissolved
completely (Figure 13).

The results appear rather surprising as sausages in collagen casings are
stored in salt brines for several months. However, the reason for this is

Figure 12. Polyolefin film at the start (left) and after | | days in a salt spray cabinet
(right) in accordance with DIN EN 1SO 9227.
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Figure 13. Test plate coated with collagen (top), glass plate (center), or free-hanging
film (bottom) after O, I, 4, 7, and || days (from left to right) in a salt spray cabinet in
accordance with DIN EN ISO 9227.

unclear, it may be due to the added lecithin in the subject collagen films or the
differing cross-linking methods (edible sausage casings are thermally cross-
linked). This supposition needs to be tested in further investigations.

Alternating climate test in accordance with EN SO 6270-2 KFW

To simulate realistic climatic conditions without the influence of salt weather-
ing tests in an alternating climate cabinet in accordance with EN [SO 6270-2
KFW?' over 2 weeks were conducted. As expected, the polyolefin films exhib-
ited no changes during the alternating climate tests. In comparison to
Figure 14 that shows the appearance of the test painted plates coated with
collagen (top), glass plate (center), or free-hanging film (bottom) after 0, 1
(only bottom row), 7, 14, and 20days (from left to right) in an alternating
climate. The painted plates coated with collagen withstood the treatment for
approximately 1week, although the mechanical properties changed during
this time: the films became softer and less resistant.

Patzsch®® also examined the resistance to weathering of enzymatically
cross-linked gelatin films at 12-20°C and 60-70% relative humidity. Even
these films were only resistant for 5days and moreover got moldy. For the
collagen films, the latter could have been prevented by adding biocides. In the
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Figure 14. Test plate coated with collagen (top), glass plate (center), or free-hanging
film (bottom) after 0, | (only free hanging film), 7,14, and 20 days (from left to right) in
an alternating climate in accordance with DIN EN ISO 6270-2 KFWV.

literature thymol, for example, has been added successfully to polycaprolac-
tone as an antimicrobial additive.*

The results showed that plates coated with collagen can withstand weather-
ing, at least for a short time (~7 days). The mechanical properties of weath-
ered films need to be tested in individual cases. Currently, the collagen films
are not suitable for longer storage periods outdoors.

Beside Figure 14, the shrinkage of collagen films on glass or painted sheet
steel under alternating climate is illustrated as a function of time in Figure 15.
Whereas almost no shrinkage was noticed during the first 7 days, the films
shrank rapidly from the 7th day onward. After 14 days, the collagen coatings
had shrunk by 15% but were still adhering to the plate. After 21 days, the
shrinkage had progressed further and one corner had become unattached. It
was a different case with the coated glass plate: here the adhesion was not as
intense as on the painted plate, meaning that shrinkage was observed from the
first day. After just 7days, the adhesion had been lost completely in some
places. The film became very wavy and lay in folds on the substrate. The free-
hanging film had rolled up after just 1 day. This process continued until the
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Figure 15. Shrinkage of collagen films on glass or painted sheet steel under alternating
climate.

end of the treatment and the film discolored over time to a dark yellow-
orange (Figures 14 and 15).

Mechanical properties — temperature resistance based on the tensile
strength, breaking force, and elongation at break (Nf‘mmz) in
accordance with EN ISO 527-2

Figure 16 shows the stress—strain diagram of the reference collagen film,
stored at 23°C. In the tensile tests on collagen films with different pretreat-
ment (storage temperature) the stress—strain diagrams for the collagen films
exhibited an almost linear curve shape. In terms of their behavior, the colla-
gen films were brittle (Figure 16).

Figure 17 shows the stress—strain diagram of the polyolefin film in com-
parison to Figure 16. The polyolefin films exhibited the typical flow charac-
teristics of plastics with very high strain wvalues, which tend to stretch
(Figure 17). Comparing Figure 16 with Figure 17, it is noticeable that the
breaking strain of collagen film (about 12%) is similar to the strain at yield
(peak) of the polyolefin film."'

Figure 18 illustrates the tear-out force and tensile strength of differently
treated collagen films compared with a polyolefin film. To estimate the influ-
ence of temperature and UV-light on the mechanical properties, the tensile
strength of the films was measured according with EN ISO 527-2%7 after
storage at different temperatures, respectively, after UV-radiation. The break-
ing force of the collagen test specimens stored at 23°C or those stored at 70°C
determined from the stress—strain diagrams was 41 N/em — approximately
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Figure 16. Stress—strain diagram of the collagen film (23" C storage) measured in
accordance with DIN EN ISO 527-2.
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Figure 18. Tear-out force and tensile strength of differently treated collagen films com-
pared with the polyolefin film (black columns = tear-out force, grey columns = tensile
strength) measured in accordance with DIN EN ISO 527-2.

Table 3. Elongation at break, tear-out force, and tensile strength of treated collagen
films compared with those of a benchmark polyolefin film

0,0

50,0

100,0

Elongation at Tear-out force Tensile strength
Treatment break (%) (Nfem) (Nfrnmz)
uv 19 29 20
-40°C 33 50 27
23°C 34 41 27
70°C 16 40 26
Polyolefin 800'* 30'® 38'*

150,0 200,0 250,0

S [%]

Figure 17. Stress—strain diagram of a polyolefin film (23°C storage) measured in
accordance with DIN EN ISO 527-2.

25% higher than that of the polyolefin test specimens at 30 N/em as given by
the manufacturer (compare Table 17%). The UV exposure of the collagen films
caused the breaking force to decrease to 29 N/cm, while storage at —40°C led
to an increase of almost 20% in the breaking force to 50 N/cm for the collagen
films.

Storage at +70°C and —40°C had no effect on the tensile strength of the
collagen film test specimens. However, the tensile strength of 27 N/mm®
was 29% lower than that of the polyolefin film at 38 N/mm?> as stated by
the vendor (compare Table 17?). Because of the high elongation (800%) of
the polyolefin film, it was not possible to determine the tensile strength with
the present universal testing machine.

The UV-light exposure reduced the tensile strength by around 25% to
20N/mm?> (Figure 18 and Table 3). Additionally, it was noticed that the
temperature treatment at 70°C led to a discoloration of the collagen films
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ranging from pale yellow to dark orange. The breaking force and the tensile
strength of the collagen films were of a similar order of magnitude to those of
the polyolefin film.

Table 3 summarizes the elongation at break, tear-out force, and tensile
strength of treated collagen films compared with a polyolefin film. The elon-
gation at break of collagen films (~19%) were significantly lower than that of
the benchmark polyolefin film (~800%) (compare Table 17%). After UV-light
exposure or storage at 70°C, the elongation at break of collagen films dropped
to around 2% (Table 3).

One approach to overcome the brittleness of the collagen films is to add
plasticizers to the film forming solution.'! Plasticizers reduce the intermole-
cular forces along the polymer chains and increase the polymer chain mobility
and the film flexibility.*> However, in the present work the main focus was on
the water resistance of the collagen films. The use of plasticizers such as
glycerin is undesirable when the water insolubility of the films is to be
improved.''*?*? This is the reason why only a small amount of plasticizer
was used.

Adhesion in accordance with EN 1SO 2409: Paints and varnishes —
crosscut test

Figure 19 shows the appearance of the collagen films after crosscutting (top)
and polyolefin films after crosscutting and peeling off the adhesion tape
(bottom), 70°C treatment (left) and —40°C treatment (right). Neither the col-
lagen films nor the polyolefin films exhibited sufficient adhesive strength in the
crosscut tests. While the collagen films peeled away from the substrate when
the cuts were made and achieved a crosscut classification of five in accor-
dance with EN ISO 2409 (Figure 19 top), the polyolefin film became detached
from the substrate, when the adhesive tape had been applied and
removed (Figure 19 bottom). Most of the paint was also removed in the
process (crosscut classification 4). This effect was observed more strongly at
the high testing temperature than with the specimen stored in the freezer. The
reason for this might be an increase of adhesion force after high-temperature
treatment of the polyolefin film®* and a decrease of paint adhesion on the steel
surface (painting could have been of less quality due to a manual painting
process).

In retrospect, the crosscut test seems to be too hard to fulfill since the
polyolefin film failed the test, as well. The adhesion force on steel is stated
to be 0.8 N/cm for the polyolefin film as given by the vendor (compare
Table 1).2* Unfortunately, no comparable values for the collagen film can
be provided.
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Figure 19. Appearance of the collagen films after crosscutting (top) and polyolefin
films after crosscutting and peeling of the adhesion tape (bottom), 70°C treatment (left)
and —-0°C treatment (right).

Instrumented puncture test (puncture resistance) in accordance with
EN ISO 6603-2 resp. ISO 7765-2

Table 4 summarizes the puncture impact behavior of the collagen films and
Figure 20 depicts the appearance of the collagen film (left) and polyolefin film
(right) after instrumented puncture test. The results of the puncture test
showed that in case of the polyolefin film the height of drop of 0.99 m was
not sufficient to puncture the film due to its very high elasticity. Only a defor-
mation of the film could be caused (Figure 20 right). Without puncturing the
film and the sudden drop in force it is not possible to evaluate the puncture
test. Nevertheless, it can be said that the necessary puncture force of the
collagen films (1133 N/mm) was only slightly lower than those of a low den-
sity polyethylene (LDPE) film with 10 pm thickness (1333 N/mm) as given by
Otto et al.** Figure 20 shows the instable crack formation of the brittle col-
lagen film. Moreover, remarkably for the biofilms was the statistical
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Table 4. Puncture impact behavior of collagen films

Max. force (N/mm) 1133
Deformation at max. force (mm) 6.27
Puncture energy (J/mm) 24

Figure 20. Collagen film (left) and polyolefin (TESA Bodyguard® 50530 PV7) film
(right) after instrumented puncture test with a striker (1.89 kg) with a constant velocity
of 4.4m/s and a height of fall of 0.99m.

spreading of the specific mechanical values caused by the heterogeneity of the
material.

As a result, collagen films are only slightly more sensitive to impact load-
ings caused by objects with small dimensions such as stone-chipping than
LDPE films. Surprisingly, the automotive industry does not specify a punc-
ture resistance for their protective films.**

Tear resistance in accordance with EN ISO 53363

Figure 21 illustrates the forcestrain diagram for collagen films (d = 200 pm)
determined during the tear resistance test. Figure 22 shows the force—strain
diagram for the polyolefin film (4 = 80 pm) in comparison to Figure 23. The
typical tear behavior of a brittle film in the tear resistance test using the
collagen film as an example is shown in Figure 23. Lastly, Table 5 summarizes
the tear resistances of the films.
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Figure 21. Force—strain diagram for collagen films, when determining the tear
resistance in accordance with DIN 53363.
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Figure 22. Force—strain diagram for polyolefin film (d = 80 um), when determining the
tear resistance in accordance with DIN 53363, different color codes = multiple test
specimens of same sample lot.
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Figure 23. Typical tear behavior of a brittle film in the tear resistance test using the
collagen film as an example.

Table 5. Tear resistance of a collagen and polyolefin film

Film Tear resistance (N/mm)
Collagen 8.8
Polyolefin 271.7

The results showed that considerably less force is required to tear a colla-
gen film (Figure 21) than the polyolefin film (Figure 22). The tear resistance of
the collagen films was 8.8 N/mm. only 3% of that of the polyolefin film
(Table 5). Concerning the tear resistance even Patzsch® determined relatively
low values for different protein films (35 N/mm).** The measured polyolefin
film tear resistance is in partial contrast to the results of Nentwig,*® who
reported a tear resistance of 8-20N/mm for polyolefin films.*® The higher
tear resistance of the Bodyguard polyolefin film from TESA is most probably
due to the specific composition, the processing conditions and the
orientation.®

The stress—strain diagram of the collagen films showed large fluctuations
caused by the irregularities within the films (Figure 21).

Conclusion

Due to the high requirements of the automotive industry and the brittleness
and limited resistance of the collagen films to polar substances their usage as
body paint protection films for new vehicles during the transportation is
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restricted without further optimization. However, other applications are con-
ceivable, where a good dissolving or stripping behavior with water, sprayabil-
ity, biodegradability, or resistance to nonpolar substances is needed.
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5 Diskussion

Im Folgenden werden die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse, Uber die in den
angefertigten Publikationen enthaltenen Diskussionen hinaus, ganzheitlich gewdrdigt und die
Fehlerbehaftung, der Zielerreichungsgrad und ein Ausblick fur weitere Forschungs- und
Entwicklungsarbeiten betrachtet.

5.1 Eignung von hinsichtlich Wasserbestandigkeit und Verarbeitbarkeit
verbesserten Kollagenfolien fiur die Konservierung von
Neufahrzeugen

Aufgrund steigender Erddlpreise sowie der bestehenden Entsorgungsproblematik
herkémmlicher Kunststoffe gewinnen Biokunststoffe immer mehr an Bedeutung. Ein Beispiel
fir einen solchen Biokunststoff sind die in der Fleischindustrie schon bereits seit Jahrzehnten
erfolgreich bei der Herstellung von Wirstchen und Schinken verwendeten Kollagenfolien. Als
Ursachen, warum diese Folien nicht auch in anderen Bereichen eingesetzt werden, werden
ihre geringe Wasserbesténdigkeit sowie eine auf die Extrusion beschréankte Verarbeitbarkeit
angesehen. Aus dieser Einschrankung ergaben sich zweit offene, wissenschaftliche
Fragestellungen, die im Rahmen dieser Arbeit geklart werden sollten, und die als wesentlich
fir die ErschlieBung neuer Anwendungsfelder von Kollagenfolien auBerhalb der
Fleischindustrie angesehen werden. Zum Einen sollte die Wasserbesténdigkeit durch eine
geeignete Vernetzungstechnik verbessert und zum Anderen die Verarbeitung zu Folien und
Uberziigen mittels einer Sprithapplikation evaluiert werden. Die Praxistauglichkeit dieser
Folien wurde anhand des konkreten Beispiels der Neufahrzeugkonservierung bewertet.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Kollagenfolien einen hohen Anzahl von Anforderungen der
Automobilindustrie, zum Teil zur Uberraschung einiger Experten, geniigen, einige
Anforderungen konnten jedoch nicht erfiillt werden: gravierend war dabei der Salzsprihtest,
bei dem sich die Folien innerhalb kirzester Zeit auflésten. Viele Erkenntnisse und
Erfahrungen kdnnen jedoch bei der ErschlieBung anderer Anwendungsfelder hilfreich sein.
Tabelle 5 zeigt, welche Anforderungen in welchem MaBe erflllt werden konnten, bzw. wo die
Schwachen und noch weiterer Optimierungsbedarf liegen. Nicht alle Vorgaben der
Automobilindustrie konnten im Rahmen der Arbeit geprift werden. Diese sind durch den
Eintrag n. b. (nicht bestimmt) gekennzeichnet.

Tabelle 5: Anforderungen an eine Transportschutzfolie zur Konservierung von
Neufahrzeugen sowie Erfiillungsgrad durch Kollagenfolien

Prafkriterium Vorgabe erfullt? | Erreichter Wert
[VW/AUDI 2005, 2006]
Applikation Sprihen Ja
Vollschutz Ja
Trocknungszeiten 3-6 min Nein 24 h
Erscheinungsbild hochwertig, (Ja) opak
faltenfrei Ja
Bestandigkeit
Kraftstoffe 60 min, RT (Ja) > 90%
Mineraldle 10 min, RT (Ja) > 95%
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Scheibenreiniger 10 min, RT (Ja) > 80%
Natronlauge 24 h,40°C Nein < 29% nach 60 min
Schwefelsaure 24 h, 40°C Nein < 22% nach 60 min
Witterungsbestandigkeit | 6-9 Monate Nein < 1 Woche
Lackvertraglichkeit k.A. Ja
Mechanische Kennwerte
Festigkeit 8-16 N/cm Ja, 41 N/cm
ReiBkraft > 20N/mm?2 Ja 27 N/mm2
Dehnung > 450% Nein 19 %
Haftung 1,0 + 0,2 N/cm n.b
WeiterreiBfestigkeit k. A. Nein. 8,8 N/mm
Entkonservierung automatisch n. b.
Umweltvertraglichkeit kompostierbar Ja > 80% in 38 Tagen
nachwachsend Ja
nicht toxisch Ja
Kosten < 20-30 € /Auto Ja <20€”*
Lagerstabilitat 3 Monate, 5-30°C | n. b.
* 5. Tabelle 7

Im Folgenden werden nochmals die kiinftigen ,Herausforderungen® gewurdigt.

1. Trocknungszeiten

Der hohe Wasseranteil der Kollagenmassen erfordert eine hohe Trocknungsleistung.
Beispielsweise missen zur Erzeugung einer 1 m2 groBen und 100 um dicken Folie rund 3 L
Kollagenmasse (3 mm Dicke im feuchten Zustand) aufgetragen werden. Bei einem
Trockenanteil der Kollagenmassen von 2,5 % entspricht dies rund 2,9 L Wasser, die
abgefuhrt werden mussen. Hochleistungstrockner z.B. aus dem Bereich der Bautrocknung,
die in einem &hnlichen Temperaturbereich arbeiten (Arbeitsbereich von 0-40°C) schaffen
eine Entfeuchtungsleistung von bis zu 120 L/ 24 h (5L/h) [KS Technische Austrocknung
GmbH, 2012]. Fur die Trocknung einer 1 m2 groBen Kollagenfolie wéaren also ca. 30 min
notwendig. Trocknungszeiten von 3-6 min, wie sie im Anforderungsprofil von VW und AUDI
gefordert werden, sind daher allein durch Verwendung eines Hochleistungstrockners nicht zu
erreichen. Eine weitere Reduzierung der Trocknungszeit kdnnte jedoch durch
Trocknungshilfsstoffe und eine kontinuierliche Erhéhung der Trocknungstemperatur wahrend
des  Trocknungsprozesses erreicht werden, da bekannt ist, dass die
Denaturierungstemperatur des Kollagens mit abnehmendem Feuchtegehalt steigt [Kopp
et.al. 1989], [Maser, 2010].

2. Bestandigkeit gegen polare Substanzen und Witterungsbesténdigkeit

Die Wasserbestéandigkeiten unvernetzter bzw. kommerziell erhaltlicher, thermisch vernetzter
Kollagenfolien (Cobiosh) lagen bei 0 % bzw. rund 55% nach einer siebenstindigen
Inkubation in 60°C heiBem Wasser. Durch eine chemische Vernetzung mit einer
Kombination von drei Vernetzern (Formaldehyd, Glutaraldehyd und Glyoxal (10 % bezogen
auf den Trockenkollagenanteil) konnte in der vorliegenden Arbeit die Wasser-Bestandigkeit
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auf knapp 100 % (nach einer siebenstindigen Inkubation in 60°C warmen Wasser) erhéht
werden. Dies entspricht anndhernd einer Verdoppelung der Wasserbestandigkeit bezogen
auf die thermisch vernetzte Folie (s. Abb. 34).

Trotz dieser deutlichen Steigerung machen die Bewitterungsergebnisse (siehe Publikation 3)
deutlich, dass ein wesentlicher Bestandteil weiterer Forschungsaktivitdten die Erhéhung der
Bestandigkeit von Kollagenfolien sowie die Charakterisierung der mechanischen
Eigenschaften nach einer Bewitterung umfassen muss, sofern nicht andere
Anwendungsfelder gesucht werden, in denen die Léslichkeit der Folien eine untergeordnete
Rolle (Innenbereich) spielt, oder aber gewiinscht ist.

Da die durch die Automobilindustrie vorgegebene Witterungsbestandigkeit zu weniger als
3% erreicht wurde, scheint es jedoch eher unrealistisch, allein auf Basis von Kollagen die
Vorgaben erflllen zu kénnen.

100

S )] o]
o o o

water resistance [%/7h]

N
o

no cross-linker Cobiosh G2 10% + G2G5FA 10%
additive*

o

type of cross-linking

Abbildung 34: Verbesserung der Wasserbestandigkeit durch eine chemische Vernetzung im
Vergleich zu unvernetzten bzw. thermisch vernetzen Kollagenfolien nach 7 h bei 60°C

3. Dehnung

Die Kollagenfolien erreichten mit einer Bruchdehnung von 19% nur 4 % der
Bruchdehnungswerte der Polyolefinfolie. Es wird jedoch vermutet, dass die in dem
Anforderungsprofil geforderten Dehnbarkeiten auf den materialtypischen Werten der
Polyolefinfolie basieren, ohne dass diese zwingend erforderlich sind.

4. WeiterreiBfestigkeit

Bezlglich des WeiterreiBwiderstandes konnten die Kollagenfolien mit 8,8 N/mm nur 3 % des
Wertes der Poylolefinfolien erreichen. In dem Anforderungsprofil von VW und AUDI werden
jedoch keine Angaben zur WeiterreiBfestigkeit der Folien gemacht, obwohl eine mangelnde
WeiterreiBfestigkeit bei den derzeit eingesetzten Polyolfinfolien beanstandet wird [Bartel,
2010]. Die Erfallung einer bestimmten WeiterreiBfestigkeit ist allerdings nur dann notwendig,
wenn die Folien von Hand bei der Entkonservierung abgezogen werden missen. Da an
andere Lbésungen, wie ein Abwaschen mittels einer Enzym-haltigen Waschldsung gedacht
ist, spielt die WeiterreiBfestigkeit keine Rolle.

In Form einer Verbundfolie bzw. durch das Ausrichten der Fasern, wie es bei extrudierten
Folien gemacht wird [Osburn, 2002], bzw. in Analogie zu faserverstarkten Kunststoffen,
durch das Einarbeiten von Jute- oder Zellulosefasern, kénnte der WeiterreiBwiderstand
verbessert werden.
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5.2 Fehlerbetrachtung

Auch bei sorgféltiger Planung und Bestimmung von physikalischen GréBen kommt es zu
mehr oder weniger groBen Messabweichungen (Messfehlern). Trotz Mehrfachbestimmung
werden die gemittelten Werte sehr wahrscheinlich vom ,wahren Wert“ abweichen. Der Fehler
eines Messwertes ist immer identisch mit der Abweichung vom wahren Wert [Bantel, 2000].
FiOr die Bewertung eines Messergebnisses ist es wichtig, die Aussagekraft der Messung
anhand der Fehlerquellen zu kennen. Mit Hilfe der Fehlerbetrachtung soll eine bestmdgliche
Annaherung an den ,wahren Wert“ (Messergebnis) erreicht und das MaB der Abweichung
(Messunsicherheit) ermittelt werden [Naumann, 1991]. Der wahre Wert liegt mit einer
gewissen Wahrscheinlichkeit innerhalb des durch die Messunsicherheit definierten Bereiches
[Bantel, 2000].

Grobe Fehler kénnen durch eine sorgféltige Planung der Untersuchungen, Bedienung und
Uberpriifung der Messgerdte sowie Protokollierung der Messdaten, aber auch eine
Plausibilitatskontrolle weitestgehend ausgeschossen werden. Die daneben existierenden
systematischen Fehler wurden durch MaBnahmen, wie der Vermeidung von mangelhaften
Kalibrierungen oder Nullpunkteinstellung, bestmdglich minimiert. Zur Reduzierung zufélliger
Fehler wie Einstell- und Ableseungenauigkeiten wurden Mehrfachbestimmungen (n>5)
durchgefihrt und aus den Messwerten der arithmetische Mittelwert bestimmt [Naumann,
1991].

Beziiglich der beiden ausgewahlten Messmethoden zur Bestimmung der
Wasserbestandigkeit ist Folgendes anzumerken. Die Sircol-Bestimmung dient laut Protokoll
der Bestimmung von Saure- oder Pepsin-léslichem Kollagen des Typs 1 bis 5. Der Farbstoff
bindet dabei an Gly-X-Y in der Helix unabhéngig vom Kollagen Typ. Es ist jedoch nicht
geeignet fir die Bestimmung von unléslichem Kollagen. Im Falle des zur Folienherstellung
verwendeten Kollagenmaterials handelt es sich jedoch zum gréBten Teil um unlésliches
Kollagen. Nur ein geringer Prozentsatz in den Massen ist |6slich. Der Anteil an I8slichem
Kollagen in den Folien dlrfte jedoch homogen verteilt gewesen sein. Die Messung der
relativen Anderung der Konzentration an Idslichem Kollagen in dem bei der Inkubation
verwendeten Wasser bzw. enzymhaltigen Puffer dirfte daher eine Aussage Uber den
Zerstérungsgrad der Folien zulassen. Diese Annahme wurde dadurch bestatigt, dass die
nach dem Sircol-Protokoll ermittelten Werte denen der gravimetrischen Messungen mit
einem Fehler von maximal 11 % (bezogen auf den Mittelwert) entsprachen. Bei dem
Vergleich der beiden Messverfahren fiel jedoch auf, dass die Messwerte des Sircol-
Protokolls grundsétzlich etwas geringer waren, als die gravimetrisch ermittelten Werte. Dies
kdénnte seine Ursache darin haben, dass eine thermische Denaturierung laut Sircol-Protokoll
zu einer verringerten Bindung des Farbstoffes an das Kollagen fuhrt [Blocolor, 2010]. Es
ware aber auch denkbar, dass mit der gravimetrischen Methode auch das Herausldsen
anderer Komponenten aus den Folien (z.B. Vernetzer) mit erfasst wurde.

Fehler bei der Durchfihrung des Sircol-Protokolls konnten anhand der gefundenen
Messwerte bei der Bestimmung der Kalibriergerade ausgeschlossen werden. Hierzu wurden
entsprechend dem Protokoll Doppelbestimmungen durchgefthrt. In dem Protokoll wird der
notwendige Waschschritt als Hauptfehlerquelle bei unzureichender Ubung angegeben. Die
ermittelten Messwerte wichen jedoch um weniger als 5% vom Mittelwert ab und entsprachen
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somit dem empfohlenen Wert von < 5% [Biocolor, 2010]. Die Regressionsrechnung lieferte
fir die Kalibriergerade ein sehr hohes BestimmtheitsmaB von R? = 0,9969.

Dem hingegen sind die Abweichungen der Messergebnisse vom Mittelwert (bis zu 15%
bezogen auf dem Mittelwert) bei der gravimetrischen Bestimmung der Wasserbesténdigkeit
vermutlich dem Spllprozess zuzuordnen. Beim Spllen wurden die Ubrig gebliebenen
Folienreste nach dem Inkubieren der Folien aus dem Wasser entnommen und vorsichtig
gespult, um anhaftende Reste abzuspllen. Es ist nicht auszuschlieBen, dass dabei teilweise
kleinste, noch festsitzende Partikel von der Folie gelést wurden.

Bei der Berechnung der theoretisch mdéglichen CO,-Bildung bei der Kompostierung der
Kollagenfolien wurde von einem mittleren Gesamtkohlenstoffgehalt der Kollagenmassen von
48% ausgegangen. Dies ist nur ein Schatzwert. AuBerdem wurde bei der Interpretation der
Abbaubarkeit tber die ermittelte CO.-Produktion der Anteil an Kohlenstoff, der in der
Biomasse immobilisiert wurde bzw. in partiell abgebaute Zwischenprodukte umgewandelt
wurde, nicht mit erfasst. Die tatsachlichen Abbaugrade durften daher etwas hdéher liegen.
SchlieBlich kdnnte es auch trotz sorgféltiger Berechnung des theoretischen
Sauerstoffbedarfs und der entsprechenden Anpassung des freien Gasvolumens zu einer
Limitierung der Sauerstoffversorgung gekommen sein, da das freie Gasvolumen nur alle 3-4
Tage ausgetauscht wurde. Ein weiterer, minimaler Fehler ist durch die Tatsache entstanden,
dass das freie Gasvolumen mit Raum-Luft ausgetauscht wurde und nicht mit COo-freier Luft.
Der Fehler belauft sich jedoch aufgrund des CO,-Gehaltes der Luft auf maximal 0,04 %. Die
DIN-Norm sieht eigentlich eine Bellftung des Bodens durch ein Gitter mit CO,-freier Luft vor.

Bei der Bestimmung der Viskositdt der Kollagenmasse mit dem hdchsten
Trockenkollagengehalt wurden die Grenzen der Anwendbarkeit eines Rotationsviskosimeters
zur Viskositatsmessung erreicht. Es kam zu einem ,Herausdricken® der faserhaltigen
Massen aus dem Kegel-Platte-Messspalt und somit zu stark fehlerbehafteten
Scherspannungen (Abweichungen > 25%) bei hohen Scherraten.

Die groBten Fehler bei der Beurteilung der Spriihbarkeit der Massen beruhten jedoch
einerseits auf der Subjektivitdt der Beurteilung der Schichtqualitadten sowie andererseits auf
der Bestimmung der Schichtdicken im ungetrockneten Zustand. Hier lagen die
Abweichungen der Messwerte untereinander bei bis zu 40 % bezogen auf den Mittelwert.

Bei der Bestimmung der Schichtdicke nach dem Trocknen gab es deutliche Abweichungen
vom erwarteten Wert. Das Trocknen einer 3 mm dicken Schicht mit einem Trockenanteil von
2,5% fuhrte zu einer Endschichtdicke von 150 um. Theoretisch ware eine Foliendicke von 75
um zu erwarten gewesen (= Nassfilmdicke * Trockensusbtanzanteil). Dies entspricht einer
Abweichung von 100%. Neben der Messunsicherheit bei der Bestimmung der Nass- und
Trockenfilmdicke kénnen auch in der Folie enthaltene Hohlrdume die Ursache sein.

Auch bei dem Vergleich der Kollagenfolien mit einer Polyolefinfolie aus dem
Transportschutzbereich variierten die ermittelten Foliendicken innerhalb einzelner
Versuchsreihen sehr stark (siehe Tabelle 7). Innerhalb einer Folie der GroBe von 51cm x
37cm kam es zu Abweichungen von bis zu 32 um (21%). Hierflr gibt es die folgenden
Grinde. Die Bbéden im Trockenschrank, auf denen die Gussformen zum Trocknen platziert
wurden, waren nicht vollstandig nivelliert. AuBerdem fUhrte der Warmluftstrom, der von einer
Seite zur anderen Uber die zu trocknenden Massen blies, zu einer Mitbewegung des
Materials. Teilweise waren auch die Gussformen leicht konkav geformt. SchlieBlich flhrten
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auch individuelle Heterogenitaten in den Kollagenmassen bedingt durch Faser-Agglomerate
zu diesen Schwankungen.

Betrachtet man die Foliendicke aller hergestellten Priffolien so ergibt sich mit einer mittleren
Foliendicke von 144 um eine Abweichung von 6 um (4%) (bereinigt um den AusreiBBer
~Salzsprihkammer lackiertes Blech®) von der theroretisch erwarteten Foliendicke von 150
um. Die Abweichung der Foliendicken untereinander lag bei 23 % (bereinigt um den
AusreiBer ,Salzsprihkammer lackiertes Blech). Die Ursachen fur diese groBen
Abweichungen wurden bereits beschrieben. Hinzu kommt, dass beim Beschichten der
Bleche durch Abkleben mit einem Dichtungsband Guss-Formen generiert wurden, deren
tatsachliches Volumen nicht genau bestimmt werden konnte.

Tabelle 7: Foliendicken und Abweichungen der einzelnen Priifkorper

Versuchsreihe Dicke [pum] Abweichung [%]
Zugfestigkeit

uv 149 20
-40°C 188 13
23°C 157 18
70°C 151 21
DurchstoBfestigkeit 176 7
Permeabilitat und Bestandigkeit 151 9
Bewitterung

Wechselklima (lackiertes Blech) 100 13
Wechselklima (Glasplatte) 116 4
Wechselklima (freistehend) 149 8
Salzsprihkammer (lackiertes Blech) 86 8
Salzsprihkammer (Glasplatte) 110 11
Salzsprihkammer (freistehend) 140 3

Auf der Inhomogenitat der Probenkérper basieren auch die Fehler der Messungen der
mechanischen Eigenschaften, wie Zugfestigkeit, Bruchdehnung, DurchstoBfestigkeit und
WeiterreiBfestigkeit. Zu ihrer Ermittlung wurden jeweils 5-10 Probekdrper vermessen und
aus den Messwerten das arrithmetische Mittel und die Standardabweichung berechnet. Die
Abweichungen betrugen hier bis zu 35% (die Werte wurden jedoch nicht um AusreiBer
bereinigt). Auch die Inhomogenitat der Foliendicke bzw. Lufteinschlisse in Form von Blasen
sowie unsaubere Schnittkanten kénnen die Messungen beeintrachtigt haben, da dinnere
Stellen Schwachstellen darstellen.

SchlieBlich unterlag die Bewertung der Witterungsbestandigkeit, der Gitterschnittpriifung und
der Permeabilitéat der Kollagenfolien einer subjektiven Betrachtung. Da die Bewertung jedoch
nur von einer einzigen Person vorgenommen wurde, ist eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse
legitim.

AbschlieBend kann festgehalten werden, dass die Charakterisierung der Kollagenfolien und -
Uberzlge trotz der genannten Fehler und Fehlerquellen fir das in der Arbeit verfolgte Ziel als
ausreichend genau angesehen werden. Die erzielten Erkenntnisse wurden dadurch nicht
unverhaltnismaBig beeintrachtigt.
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5.3 Ausblick

5.3.1 Weiterflihrende Losungsansatze

Die Arbeit zeigt Wege zur Verbesserung der Eigenschaften von Kollagenfolien bzw. zur
ErschlieBung neuer Anwendungsfelder auf. Tabelle 8 listet konkrete Vorschlage und
Lésungsanséatze fur weiterfhrende Forschungs- und Entwicklungs-Themen auf (ohne
Anspruch auf Vollstandigkeit und Praxistauglichkeit).

Tabelle 8 Lésungsansatze zur Verbesserung der Kollagenfolien

Problematik Lésungsansatze

Wasserbestandigkeit | Vernetzer aus Fototechnik testen, wenn gute Bestandigkeit gefordert
Anwendungsfelder fur Folien mit guter Wasserl6slichkeit suchen
Andere Weichmacher evaluieren

Einarbeiten von hydrophoben Materialien wie z.B. Olivendl

Coating mit hyydrophoben Schichten wie z.B. Zein oder Bienenwachs
Homogenisieren Verwendung von Glycerin als Weichmacher

Verwendung von denaturiertem Kollagen

Vorgeschaltete Siebung der Massen

Kuhlvorrichtung beim Homogenisieren

Trocknungszeiten Sukzessive Anhebung der Trocknungstemperatur,

Verwendung von Trocknungshilfsstoffen

Verwendung von denaturiertem Kollagen

Kosten Anderer Weichmacher, z.B. Glycerin

Im Hinblick auf die Erhdéhung der Wasserbestandigkeit kann die Einarbeitung von
hydrophoben Materialien, wie Kim (2001) und Liu (2006) bei Proteinfolien mit Hilfe von
Olivendl realisiert haben, bzw. das Coating mit Zein oder Bienenwachs, wie es von Pol
(2002) bzw. Patzsch (2010) angewendet wurde, ein Lésungsansatz sein. Lirong et. al. (2011)
vernetzten Kollagenlésungen erfolgreich mit Procyanidin, einem Pflanzenphenol und konnten
eine abnehmende Wasserdampfdurchlassigkeit der Folien bewirken [Lirong et. al., 2011].
Die Wasserdampfdurchléssigkeit korrespondiert mit der Wasserbesténdigkeit in der Weise,
dass der Permeationsprozess des Wassers durch einen L&sungs-Diffusions-Prozess
beschrieben werden kann. Das permeierende Wasser 16st sich auf der einen Seite der Folie,
diffundiert hindurch (bei den absorbierten Wassermolekilen handelt es sich um geléstes und
gebundenes Wasser) und evaporiert auf der anderen Seite [Warken-Kopatz, 2007],
[Debeaufort et.al., 1998]. Weitere Forschungsansatze bestehen in der Verwendung von
Vernetzern, die bei fotographischen Aufzeichnungsmaterialien auf Basis von Gelatine
angewendet werden [Jerens, 1991].

Bisher wurde lediglich die Wasserbestandigkeit der Folien bewertet, nicht aber die
mechanischen Eigenschaften nach einem Kontakt mit Wasser. Bei einem Kontakt mit
Wasser diffundieren Wassermoleklle in das Innere der Folien und bewirken
Kettenspaltungen. Dies fihrt zu einem Verlust der mechanischen Eigenschaften [Otto et. al.,
2000]. Je nach Anwendungsfall missen daher die mechanischen Eigenschaften bewitterter
Folien geprift werden.
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Lecithin stellt hinsichtlich der Filmherstellungskosten den teuersten Rohstoff dar. Es wurde
als Weichmacher zugegeben, da in einer anderen Studie im Rahmen eines DBU-Projektes
gezeigt werden konnte, dass es die Geschmeidigkeit der Folien verbesserte ohne die
Wasserbestandigkeit der Folien in dem MaBe herabzusetzen, wie es z.B. durch Glycerin,
aufgrund seiner guten Wasserbestandigkeit und hygroskopischen Eigenschaften die Folge
ist. Spater wurde Lecithin jedoch als einer der Hauptursachen fur die schlechte Qualitat der
Oberflachen nach dem Sprihen ausgemacht. Fur eine Sprihapplikation sind andere
Weichmacher sinnvoller, die sich einfacher in die Kollagenmatrix einarbeiten lassen, so dass
die Bildung von Clustern in der Beschichtungslésung bzw. Kratern in den resultierenden
Filmen ausbleibt. Im Falle von Folien, die keine gute Wasserbestandigkeit aufweisen
mussen, spricht nichts gegen die Verwendung von z.B. Glycerin.

Die in der Arbeit gemachten Erfahrungen, im Umgang mit Kollagenmassen verdeutlichen,
dass der Gebrauch von nativen Kollagen-Suspensionen zahlreiche Limitierungen hinsichtlich
der Herstellung der Massen und der Trocknung der resultierenden Folien sowie des
Handlings hochviskoser Massen mit sich bringt. Native Massen haben eine hohe Viskositat,
was sich bei der Verarbeitung vielfach als nachteilig erwies, auch der Trockensubstanzgehalt
kann durch die Viskositat der Massen nur sehr gering gewahlt werden, was zu enormen
Trocknungszeiten fuhrt. Diese konnen jedoch durch eine sukzessive Erhdéhung der
Trocknungstemperatur ~ wahrend des  Trocknens verringert werden, da die
Denaturierungstemperatur von Kollagen mit abnehmendem Wassergehalt steigt [Kopp et.
al., 1989]. Reduziertere Wassergehalte ermdglichen eine dichtere Annaherung der
Kollagenfasern und schitzen so vor deren Zusammenfall in Hohlrdume [Miles et. al., 2005].

Auch die Verwendung von Trocknungshilfsstoffen ist ein weiterer Ansatz. Wahrend natives
Kollagen die Vorteile bietet, dass es bestandiger gegen eine mikrobielle Abbaubarkeit ist und
aufgrund seiner Fasern zu mechanisch stabileren Folien fuhrt, kdnnten durch die
Verwendung von denaturiertem Kollagen die Problematiken, die sich aus den hohen
Viskositaten bei niedrigem Trockensubstanzgehalt ergeben, gelést werden.

5.3.2 Lang- und kurzfristige Ziele

Die genannten MaBnahmen konnten entscheidend dazu beitragen, in Zukunft neue
Anwendungsfelder fur Kollagenfolien zu finden. Die Realisierung einer Transportschutzfolie
im Automobilbereich auf Basis von Kollagen ist jedoch aufgrund der unzureichenden
Witterungsbestandigkeit der Folien langfristiger anzusiedeln.
Anwendungsfelder im Innenbereich oder aber, in denen eine gute Wasserldslichkeit und
Kompostierbarkeit der Folien erforderlich ist, scheinen schneller und mit einem geringeren
Optimierungsaufwand realisierbar.
Bereiche, in denen eine gute Wasserldslichkeit und Kompostierbarkeit der Folien erforderlich
ist, findet man z.B. in der Landwirtschaft in Form von verrottbaren Mulchfolien, Saatbandern,
Saatgutverpackungen oder Anzuchtschalen, aber auch Uberall dort, wo wasserlésliche
Etiketten eingesetzt werden (z.B. Mehrwegflaschenetikettierung, Preisetiketten, etc.). Durch
den Einsatz von Kollagenfolien kénnte in diesen Bereichen ein Zusatznutzen gegentber den
herkdmmlichen Folien geschaffen werden, weil sich z.B. der Abléseprozess der Etiketten bei
den Mehrwegflaschen vereinfacht und umweltfreundlicher gestaltet (Waschlésung enthalt
nur warmes Wasser statt NaOH). Saatbander aus Kollagen hatten den Vorteil, dass sie
einen Dunger darstellen und der Auflésungsprozess beschleunigt werden wirde. Ferner
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kénnen Kollagenfolien fir wasserlésliche Verpackungen (z.B. als Waschmittel-Dosierhilfe)
genutzt werden. Die gute Bestandigkeit der Folien gegen Fette und Ole kann Verpackungen
von fettigen Lebensmitteln auf Basis von Silikon- oder Paraffin-beschichteten Papieren
ersetzen (z.B. Chipstiten, Hahnchentiiten oder Konfektpapier).

AbschlieBend lasst sich sagen, dass kollagenbasierende Produkte aufgrund der vielen
funktionellen Gruppen und der damit verbundenen chemischen Variationsméglichkeiten
sowie der biologischen Herkunft und Abbaubarkeit einen deutlichen Mehrwert gegenlber
konventionellen Polymeren und somit das Potential haben, die Produktpaletten in
klassischen und neuartigen Anwendungsbereichen zu erganzen [Bourtoom, 2008], [Krochta,
2002].
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6 Zusammenfassung

Das Ubergeordnete Ziel der vorliegenden Dissertation war es, einen Beitrag zur Substitution
mineralblbasierender Kunststofffolien und zur ErschlieBung neuer Anwendungsgebiete von
Kollagen zu leisten. Kollagen fallt in Form von Spalt in groBen Mengen bei der
Lederherstellung als Nebenprodukt an und wird seit Jahrzehnten erfolgreich in der
Fleischindustrie angewendet. Aus nativen Kollagenmassen wurden unter Zugabe von
Additiven Folien durch GieBen bzw. Sprihen erzeugt und fir eine beispielhafte Anwendung
in der Automobilindustrie mit einer Polyolefinfolie verglichen. Polyolefinfolien werden zur
Konservierung von Neufahrzeugen beim Transport vom Hersteller zum Handler eingesetzt.
Aufgrund der Tatsache, dass diese jedoch von Hand appliziert und auch wieder entfernt
werden missen, wurde in den letzten Jahren vermehrt nach Alternativen gesucht.

Durch die Verbesserung der Wasserbestandigkeit der in der Arbeit erzeugten, chemisch
vernetzten Kollagenfolien im Vergleich zu kommerziell erhéltlichen, thermisch vernetzten
Kollagenfolien sowie durch die Md&glichkeit einer Sprihapplikation von Kollagenmassen
konnten Erkenntnisse fur die ErschlieBung neuer Anwendungsfelder fir Kollagenfolien
auBerhalb der Fleischindustrie gewonnen werden.

Im Bereich der Fahrzeug-Konservierung kénnen Kollagenfolien aufgrund der hohen
Anforderungen hinsichtlich der Witterungsbesténdigkeit nicht ohne Weiterentwicklung
eingesetzt werden. Dennoch bieten die auf Basis nachwachsender, biologisch abbaubarer
Rohstoffe hergestellten Folien einige Vorteile, wie die Mdglichkeit der Sprihapplikation, die
Abwaschbarkeit mit warmen, wasserbasierenden Waschldésungen sowie die biologische
Abbaubarkeit. Einer weiteren Optimierung bedarf es derzeit noch hinsichtlich der
Trocknungszeiten sowie der Sprédigkeit der Folien. Fir Anwendungsfelder im Innenbereich
bzw. bei denen eine gute Wasserloslichkeit oder eine gute Bestandigkeit gegeniber
unpolaren Substanzen gefordert wird, sind Kollagenfolien eine &uBerst interessante
Alternative zu synthetischen Kunststoffen.

Teil 1 ,,Wasserbestandigkeit“: Vor dem Hintergrund eines 6-monatigen AuBeneinsatzes
bei der Konservierung von Neufahrzeugen und der nur geringen Wasserbestandigkeit von
Kollagenfolien wurden verschiedene Einflussfaktoren auf das Verhalten der Folien
gegeniber Wasser anhand des Auflésungsgrades unter definierter Wasserung mit Hilfe
zweier Verfahren (gravimetrisch nach Tint [Tint, 1961], Sircol-Protokoll [Biocolor, 2010])
beurteilt. Beide Nachweisverfahren lieferten fir Kollagenfolien ohne Weichmacher nahezu
identische Ergebnisse. Bei Verwendung eines Weichmachers konnte anhand einer
Parallelverschiebung der Kurven beider Verfahren der Nachweis erbracht werden, dass es
neben einer Auflésung der Folien zu einem Herauslésen des Weichmachers (Lecithin) kam.

Beziiglich des Einflusses verschiedener Vernetzungsparameter konnten folgende
Abhangigkeiten beobachtet werden: Durch eine chemische Vernetzung mit einem Aldehyd (c
= 10% w/w TK) konnte die Bestandigkeit einer Kollagenfolie von 0% fir eine unvernetzte
Folie auf anndhernd 100 % erhdht werden (bei einer zweistlindigen Inkubation in Wasser bei
80°C). Thermisch vernetzte Handelsware (DHT, 1h, 105°C) erreicht nur eine Bestandigkeit
von 70%. Ein Unterschied zwischen den unterschiedlich angeséuerten Kollagenmassen bzw.
den verschiedenen Aldehyden konnte bei einer Konzentration von 10 % w/w (TK) nicht
festgestellt werden. Glyoxal wird jedoch aufgrund der geringeren Toxizitdt bevorzugt.
Unterhalb einer Vernetzerkonzentration von 10 % w/w (TK) nahm die Wasserbestandigkeit
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der Folien stark ab. Trotz der erhdhten Wasserbestandigkeit von chemisch vernetzten
Kollagenfolien war die Kompostierbarkeit sehr gut (90% bei 58°C in 38 Tagen).

Teil 2 ,,Spriithbarkeit“: Neben dem bisher ausschlieBlich zur Herstellung von Kollagenfolien
kommerziell etablierten Extrusionsverfahren konnten erstmals Folien aus faserhaltigen,
viskosen Kollagenmassen durch Versprihen erzeugt werden. Die besten Ergebnisse wurden
mit Kollagenmassen mit einem Trockenkollagenanteil von 1,2-2,0% und Viskositaten von
200-700 mPa*s mit einer Gelcoatanlage und einem Druck von 180 bar im Airless-Verfahren
erzielt. Aber auch mit einer einfachen Becherpistole und einem Druck von 3-4 bar ist die
Herstellung von stabilen Folien und Uberziigen auf kompliziert geformten Oberflachen
maoglich. Unterhalb von einem TK-Gehalt von 1,5% liefen die Massen von senkrechten
Flachen ab. 2,0%-ige Lésungen konnten bis zu einer Dicke von 2,5 mm aufgespriht
werden, bevor ein Ablaufen an senkrechten Flachen auftrat. Nach dem Trocknen waren die
Folien rund 130 um dick und stabil genug, um sie an einem Stlick von den beschichteten
Blechen abziehen zu kénnen. Probleme bereitete das als Weichmacher zugegebene
Lecithin. Die nach dem Homogenisieren verbliebenen Lecithin-Cluster fihrten bei héher
viskosen Massen (TK > 2,5 %) zu Kratern in der Schicht bzw. Verstopfungen der Diisen.

Im Vergleich zu den Kollagenfolien (transparent, opak) waren gespriihte Gelatinefolien weiB,
deutlich dicker und hatten eine schwammartige, porése Struktur (bedingt durch ein
vorzeitiges Gelieren der Gelatinelésung in der Luft trotz einer Vortemperierung).

Teil 3 ,Anwendbarkeit bei der Fahrzeug-Konservierung“: Viele der in dem
Anforderungsprofil aufgelisteten mechanischen und chemischen Eigenschaften konnten die
Kollagenfolien vergleichbar oder sogar besser als die derzeitig eingesetzten Polyolefinfolien
erfullen. Hierzu z&hlen u.a. die automatisierbare Applikation eines hochwertigen, faltenfreien
Vollschutzes mittels Sprihen, die gute Lack- und Umweltvertraglichkeit sowie die
Preisvorgabe. Auch die Permeabilitdt und Bestandigkeit gegenliber unpolare Substanzen,
wie Ol und Kraftstoff, waren sehr gut. Praxisndhere Bewitterungstests in einer Salzsprih-
bzw. Wechselklimakammer verdeutlichten jedoch, dass die Kollagenfolien ohne eine weitere
Optimierung nicht fir einen AuBeneinsatz mit Salzwasserkontakt geeignet sind. Einem
Wechselklima hielten die Folien zumindest kurzzeitig (7 Tage) stand. Eine trockene
Bewitterung im Bereich von -40 bis +80°C flhrte zu keinerlei Dimensionsanderungen.

Die mechanischen Prifungen verdeutlichten, dass zum ZerreiBen vorgeschadigter
Kollagenfolien eine um 97% geringere Kraft erforderlich ist als fir Polyolefinfolien. Eine
bereits geschadigte Kollagenfolie ist damit nicht ausreichend stabil gegen ein WeiterreiBBen
verursacht durch den Fahrtwind oder beim manuellen Entkonservieren des Autos.

Die Kollagenfolien waren insgesamt wenig elastisch und eher sprdde. Die Bruchdehnung lag
mit 19% nur bei 4 % der Bruchdehnungswerte der Polyolefinfolie. Auch beim
DurchstoBversuch (Steinschlag-Simulation) waren die Kollagenfolien gegenlber einer
StoBbeanspruchung wesentlich empfindlicher als die Polyoelfinfolie. Die notwendige
Schadigungskraft im Falle der Kollagenfolie war jedoch nur unwesentlich geringer als
Literaturwerte fir eine 10 um starke Folie aus LDPE.

Die Untersuchung der Zugfestigkeit lieferte mit der Polyolefinfolien vergleichbare Werte (27
bzw. 38 N/mm?), sie verringerte sich jedoch durch eine vorgeschaltete UV-Behandlung,
wahrend eine Temperaturbehandlung bei -40°C bzw. 70°C keinen Einfluss hatte.
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