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Kurzfassung II 

Kurzfassung 
Der Einfluss des Ausgangsmolekulargewichts, des Denaturierungsgrades, der Trans-
glutaminase- und UV-induzierten Quervernetzung auf die Wechselwirkungs-
Eigenschaftsbeziehungen von Molkenprotein-basierten Folien und Beschichtungen 
wurde untersucht. Eine Reduktion des Ausgansmolekulargewichts und des Denaturie-
rungsgrades führt zu weniger vernetzten und flexibleren Folien. Die Transglutaminase-
Quervernetzung verringert die Wasserdampfdurchlässigkeit. Die UV-Bestrahlung er-
höht die Zugfestigkeit von Molkenprotein-basierten Beschichtungen. 

Abstract 
The effect of the initial molecular weight, the degree of denaturation, the transglutami-
nase- and UV-induced crosslinking on interaction-property relationships of whey pro-
tein-based films and coatings was investigated. The reduction of the initial molecular 
weight and the degree of denaturation leads to reduced crosslinking but more flexible 
films and coatings. Transglutaminase-crosslinking reduces the water vapour permeabil-
ity. The UV-radiation increases the tensile strength of whey protein-based coatings. 
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TX Prüfgröße [-] 

U Unit / Katalytische Aktivität [µmol/min] 

V Molvolumen [cm³/mol] 
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WVTR Wasserdampftransmissionsrate [g/ m² d] 
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χ Flory-Huggins Wechselwirkungsparameter [-] 
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1 Einleitung 
An Verpackungsmaterialien werden insbesondere seitens der Lebensmittelindustrie 
sehr hohe Anforderungen gestellt, um die Qualität und Haltbarkeit von Lebensmittel 
sicherzustellen. Hierbei kommt dem Verpackungsmaterial über den gesamten Lebens-
zyklus, also von der Herstellung, dem Abpackprozess, der Distribution, der Lagerung 
im Einzelhandel bis hin zum Verbraucher, eine entscheidende Bedeutung zu. Dabei ist 
die Schutzfunktion die primäre Funktion der Verpackung. Diese Schutzfunktion und 
somit die Anforderungen an die Verpackung ist abhängig vom Lebensmittel selbst und 
dessen Transport- und Lagerbedingungen. Um z.B. ein sauerstoffempfindliches Le-
bensmittel vor dem schädigenden Einfluss von Sauerstoff zu schützen, werden diese 
Lebensmittel häufig in sog. Schutzgasverpackungen (engl. Modified Atmosphere 
Packaging – MAP) unter Verwendung von Schutzgasen, wie z.B. Stickstoff, abgepackt. 
Um diese Schutzgasatmosphäre während der Haltbarkeitsdauer des verpackten Le-
bensmittels aufrechterhalten zu können, müssen die verwendeten Packmittel geeigne-
te Barriereeigenschaften gegenüber Sauerstoff aufweisen. Aber auch weitere produkt-
spezifische Anforderungen, wie ausreichende Barriere gegenüber Licht und Feuchtig-
keit sowie mechanische Stabilität, reihen sich in eine Vielzahl weiterer Anforderungen 
an Verpackungsmaterialen ein. (Robertson, 2013, Langowski, 2008, Schmid et al., 
2012, Wani et al., 2013, Langowski, 2015) Um all die geforderten Eigenschaften in 
einem Packmittel zu vereinen, werden häufig Mehrschichtverbundfolien, bestehend 
aus mehreren unterschiedlichen Packstoffen, durch Co-Extrusion und/oder Lackier- 
und Kaschierprozesse hergestellt und als Verpackungsmaterial verwendet. Dies er-
möglicht es die spezifischen Eigenschaften der jeweiligen Packstoffe zu kombinieren 
und so den produktspezifischen Anforderungen an das Verpackungsmaterial gerecht 
zu werden. Hierbei kommt dem Ethylen-Vinylalkohol-Copolymer (EVOH) als Sauer-
stoffbarrierematerial eine besondere Bedeutung zu. Laut der Gesellschaft für Verpa-
ckungsmarktforschung stellen flexible Verbundfolien mit EVOH bei einem prognosti-
ziertem Verbrauch von 5068 km² in 2021 den am meisten verwendeten Verbundfolien-
typ in Europa dar (GVM, 2017). EVOH ist ein petrochemisch basiertes und nicht biolo-
gisch abbaubares Polymer und wird in Kombination mit anderen Polymeren zu Ver-
bundfolien verarbeitet. Diese Verbundfolien weisen geeignete Barriere- und mechani-
sche Eigenschaften auf, sind aber nur schwer rezyklierbar, da eine sortenreine Tren-
nung der im Verbund enthaltenen Packstoffe mit wirtschaftlich vertretbarem Aufwand 
nicht möglich ist. (Schmid et al., 2012) 

Aufgrund aktueller Bestrebungen nachhaltigere Packstoffe für die Herstellung von Ver-
packungsmaterialien zu entwickeln, kommt den Proteinen aus Rest- oder Nebenpro-
dukten der Lebensmittelindustrie immer mehr Bedeutung zu. Auch das wachsende 
Interesse der Öffentlichkeit und somit auch der Politik an Verpackungsmaterialien auf 
Basis von nachwachsenden Rohstoffen und biologisch abbaubaren Verpackungsmate-
rialien führt vermehrt zu Forschungsaktivitäten an Proteinen wie Weizengluten, Soja-
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protein, Casein und Molkenprotein zur Anwendung als mögliche Rohstoffe für Verpa-
ckungsmaterialien. 

Ein sehr umfassend untersuchtes Protein ist Molkenprotein, ein Nebenprodukt der Kä-
seherstellung. Molkenprotein-basierte Formulierungen erwiesen sich bereits als geeig-
net zur Herstellung von essbaren Überzügen, Folien und Beschichtungen und sind 
Untersuchungsgegenstand der vorliegenden Dissertation. Diese Folien weisen zwar 
aufgrund ihres hydrophilen Charakters lediglich eine mittlere Wasserdampfbarriere auf, 
haben aber exzellente Sauerstoffbarriereeigenschaften (Gennadios et al., 1993, 
Schmid et al., 2012). Ein weiterer Vorteil von Molke und dem daraus gewonnen Mol-
kenprotein als Rohstoff zur Herstellung von Folien und Beschichtungen ist dessen Ver-
fügbarkeit. Als Nebenprodukt der Käseherstellung fällt Molke in großen Mengen an. 
Schätzungen nach wurden im Jahr 2005 über 160 Mio. Tonnen Molke produziert, wo-
bei ca. die Hälfte ohne weitere Wertschöpfung verworfen wurde (Smithers, 2008, 
Guimarães et al., 2010, Chatzipaschali und Stamatis, 2012). Aktuellen Schätzungen 
nach (exakte Daten sind leider nicht verfügbar) werden derzeit mehr als 200 Mio. Ton-
nen Molke produziert. Zudem hat sich Molkenprotein inzwischen von einem Abfallpro-
dukt oder als Tierfutter eingesetztem Nebenprodukt zum wertvollen Rohstoff in der 
Lebensmittelindustrie entwickelt, was insbesondere auf die Fortschritte in der Produkti-
on hochkonzentrierter Proteinprodukte wie Molkenproteinkonzentrat (engl. whey pro-
tein concentrate / WPC) und Molkenproteinisolat (engl. whey protein isolate / WPI) zu-
rückzuführen ist (Smithers, 2015). 

Die ersten Untersuchungen zu molekularen Wechselwirkungen in Molkenprotein-
basierten Folien wurden von Guckian et al. (2006) an Folien, welche aus verschiede-
nen Verhältnissen von denaturiertem und nativem Molkenprotein hergestellt wurden, 
durchgeführt. Weitere Studien anderer Forschergruppen zur direkten Charakterisierung 
der molekularen Wechselwirkungen in Molkenprotein-basierten Folien und Beschich-
tungen und deren Einfluss auf die verpackungsrelevanten Eigenschaften sind nicht 
bekannt. Auch sind die spezifischen Bindungen und Wechselwirkungen, welche für die 
verpackungsrelevanten Eigenschaften und die Veränderung von Folieneigenschaften 
während der Lagerung verantwortlich sind, noch nicht umfassend geklärt. Des Weite-
ren gibt es nur wenige Studien, die den Einfluss (1) des Molekulargewichts, (2) des 
Denaturierungsgrades, (3) der Transglutaminase-Quervernetzung und (4) des Einflus-
ses einer UV-Bestrahlung auf die molekularen Wechselwirkungen und die resultieren-
den verpackungsrelevanten Eigenschaften von Molkenprotein-basierten Folien und 
Beschichtungen untersuchten. Somit können bislang nur bedingt Aussagen über den 
Einfluss konkreter molekularer Wechselwirkungs-Eigenschaftsbeziehungen bei Mol-
kenprotein-basierten Folien und Beschichtungen getroffen werden. Es bestehen somit 
noch zahlreiche Wissenslücken auf dem Gebiet der Molkenprotein-basierten Folien 
und Beschichtungen, woraus sich u.a. die wissenschaftliche Relevanz der vorliegen-
den Dissertation ergibt. 
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2 Zielsetzung 
Unter Berücksichtigung des aktuellen Stands des Wissens zielt die vorliegende Disser-
tation darauf ab zu beantworten, inwiefern und in welchem Ausmaß  

• das Ausgangsmolekulargewicht (Rezeptur / Formulierungen mit unterschiedli-
chem Ausgangsmolekulargewicht), 

• der Denaturierungsgrad (Rezeptur / Formulierungen mit unterschiedlichem De-
naturierungsgrad), 

• eine Transglutaminase-Quervernetzung (biochemische Vernetzung mittels 
Transglutaminase bei der Verarbeitung bzw. Herstellung der Formulierungen) 
und 

• eine UV-Bestrahlung (Nachbehandlung / Quervernetzung der Folien durch UV-
Strahlung) 

die molekularen Wechselwirkungen sowie die physikalischen und insbesondere verpa-
ckungsrelevanten Eigenschaften von Molkenproteinisolat (WPI)-basierten Folien und 
Beschichtungen beeinflussen. 

Zu den betrachteten verpackungsrelevanten Eigenschaften zählen hierbei insbesonde-
re die Sauerstoff- und Wasserdampfdurchlässigkeit (die sog. Barriereeigenschaften) 
sowie die mechanischen Eigenschaften der untersuchten Molkenprotein-basierten Fo-
lien und Beschichtungen. Aber auch weitere physikalische Eigenschaften wie die Ober-
flächenenergie spielen für die weitere Verarbeitung der Folien und Beschichtungen 
eine entscheidende Rolle. 

Zur Beantwortung der o.g. wissenschaftlichen Fragestellung, wurde für die Beurteilung 
der Wechselwirkungen auf molekularer Ebene Lösungsversuche in unterschiedlichen 
Puffersystemen durchgeführt und mit einem Bradford-Assay kombiniert. Des Weiteren 
wurden Quellversuche zur Ermittlung der Vernetzungsdichte durchgeführt. Diese Un-
tersuchungen ermöglichen es, die molekularen Wechselwirkungen mit den resultieren-
den physikalischen und insbesondere verpackungsrelevanten Eigenschaften von Mol-
kenprotein-basierten Folien und Beschichtungen zu korrelieren (Ermittlung der moleku-
laren Wechselwirkungs-Eigenschaftsbeziehungen) und somit konkrete Aussagen über 
den Einfluss des Molekulargewichts, des Denaturierungsgrades, der Transglutamina-
se-Quervernetzung und der UV-Bestrahlung treffen zu können. Des Weiteren wurden 
Untersuchungen zu erweiterten verpackungsrelevanten Eigenschaften, wie Permselek-
tivität (Gasdurchlässigkeitsverhältnis von N2:O2:CO2) und Aktivierungsenergie der 
Gaspermeation (N2, O2, CO2), feuchteabhängige Sauerstoffpermeation und Nachver-
netzungskinetik durchgeführt. 
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3 Grundlagen und Stand des Wissens 
Protein basierte Folien und Beschichtungen weisen zwar bereits gewisse Barriereei-
genschaften gegenüber Sauerstoff auf, haben aber meist ungenügende mechanische 
Eigenschaften und eine höhere Wasserdampfdurchlässigkeit als synthetische Kunst-
stoffe (Coltelli et al., 2016, Zink et al., 2016). Um die Eigenschaften von Protein-
basierten Folien und Beschichtungen gezielt beeinflussen zu können, ist die Kenntnis 
über die Rezeptur-Prozess-Struktur-Wechselwirkungsbeziehung bei Proteinfilmen von 
entscheidender Bedeutung. In zahlreichen Studien, auf die in diesem Kapitel ausführ-
lich eingegangen wird, wurden die unterschiedlichsten Einflüsse auf die technofunktio-
nellen Eigenschaften von Protein-basierten Folien und Beschichtungen untersucht. 
Hierbei zeigte sich, dass die Vernetzung der Proteine eine Möglichkeit darstellt, die 
mechanische Festigkeit sowie die Gas- bzw. Wasserdampfbarriere durch Verstärkung 
der intermolekularen Wechselwirkungen und somit dichterer Molekülpackung und re-
duzierter Beweglichkeit der Molekülketten, zu beeinflussen (Wihodo und Moraru, 
2012). Einige Studien, auf die u.a. in den Kapiteln 3.1.5, 3.1.6, 3.1.7 und 3.1.8 noch 
näher eingegangen wird,  untersuchten bereits die Möglichkeit der Verbesserung der 
technofunktionellen Eigenschaften von Protein-basierten Folien durch  

• thermische (Schofield et al., 1983, Shimada und Cheftel, 1989, Gennadios et 
al., 1993, Stuchell und Krochta, 1994, Perez-Gago und Krochta, 2001, Perez-
Gago et al., 1999),  

• enzymatische (Motoki et al., 1984, Motoki und Seguro, 1998, Mahmoud und 
Savello, 1993, Aboumahmoud und Savello, 1990, Stuchell und Krochta, 1994, 
Zhu et al., 1995, Yildirim und Hettiarachchy, 1998, De Jong und Koppelman, 
2002),  

• chemische Vernetzung (Gueguen et al., 1998, Micard et al., 2000, Ustunol und 
Mert, 2004, Wihodo und Moraru, 2012) als auch Vernetzung durch  

• Bestrahlung (Brault et al., 1997, Gennadios et al., 1998, Ustunol und Mert, 
2004). 

Die vorliegende Arbeit fokussiert sich auf Folien und Beschichtungen auf Basis von 
Molkenproteinisolat im Hinblick auf verpackungsrelevante Eigenschaften. Deshalb sind 
in diesem Kapitel die für diese Arbeit wichtigsten Grundlagen zu Molkenprotein-
basierten Folien und Beschichtungen und verpackungsrelevanten Eigenschaften zu-
sammengefasst.  



3 Grundlagen und Stand des Wissens 5 

3.1 Grundlagen zu Molkenprotein-basierten Folien und 
Beschichtungen 

3.1.1 Molke 

Molke ist die Flüssigkeit, die als ein Nebenprodukt nach der Käseherstellung übrig 
bleibt. Dies gilt für 92 % der weltweit anfallenden Molke (Käsemolke). Lediglich 8 % der 
Molke (Kaseinmolke) werden aus der Herstellung von Kasein oder Frischkäse direkt 
erzeugt (De Wit, 2001b). Jährlich werden über 200 Millionen Tonnen Molke weltweit 
produziert (Smithers, 2015). Fox et al. (2000) definieren Molke als wässerige Substanz, 
welche nach der Entfernung von Fett und Kasein in der Milch verbleibt. Molke ist somit 
die lösliche Fraktion, die nach der Gerinnung der Milch während der Herstellung von 
Käse oder Quark abgesondert wird (Chatzipaschali und Stamatis, 2012). 

Es wird zwischen Süßmolke (Labmolke) und Sauermolke (Laktische Molke) unter-
schieden. Süßmolke entsteht bei der Verwendung von Lab, einer Mischung aus den 
Enzymen Chymosin und Pepsin, bei der Herstellung von Käse (z.B. Gouda, Camem-
bert). Diese Labenzyme verursachen das Gelieren des Kaseins, welches auch das 
Milchfett enthält. Der so entstandene Käsebruch fällt aus und die Süßmolke verbleibt 
als überschüssige Flüssigkeit mit einem pH-Wert von 5,8 – 6,6. Sauermolke entsteht 
durch die Verwendung von Milchsäurebakterienkulturen zur Säuerung der Milch bis auf 
einen pH-Wert von 4,6. Bei diesem pH-Wert findet die Kaseinfällung statt. Sauermolke 
verbleibt als Nebenprodukt mit einem pH-Wert von < 5 zurück. Die durchschnittliche 
Zusammensetzung von Käsemolke ist in Abbildung 1 dargestellt (De Wit, 2001a): 

 
Käsemolke

 

Wasser
 (935 g/l)

Trockenmasse
 (65 g/l)

Vitamine
 (mg/l) 

Minerale 
(g/l)  

Proteine 
(g/l)  

Spurenelemente
 (mg/l) 

Nicht-Protein-
Stickstoff-Verb.

 (mg/l)

Kohlenhydrate
 (g/l) 

Milchfett
(g/l) 

Kleinstproteine
  (mg/l)

 Triglyceride        (0,25)
 Diglyceride         (0,05)
 Fettsäuren          (0,05)
 Phospholipide    (0,15)

 α- Lactoglobulin     (1,2)
 β- Lactoglobulin     (3,0)
 Serumalbumin       (0,4)
 Immunoglubin-G    (0,7)
 Proteose-pepton    (0,6)
 sonstige Protein     (0,3)

 Kalzium             (0,6)
 Magnesium       (0,1)
 Phosphor          (1,5)
 Kalium              (1,5)
 Chlor                 (1,1)
 Natrium             (0,5)

 Laktose     (47)
 

 Harnstoff        (80)
 Aminosäuren (25)
 Cholin            (15)
 Orotisäure     (12)

 Vitamin B2   (1,5)
 Vitamin B5   (4,0)
 Vitamin B6   (0,5)
 Vitamin C     (1,5)

 Zink            (1,5)
 Eisen          (0,6)
 Jod             (0,5)
 Kupfer        (0,2)

 Immunoglobulin-A   (50)
 Laktoferrin               (45)
 Laktoperoxidase      (25)
 Lysozyme                (2)  

Abbildung 1: Durchschnittliche Zusammensetzung von Käsemolke (De Wit, 2001a) 
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3.1.2 Molkenprotein 

Molkenprotein besteht aus folgenden globulären Proteinfraktionen: β-Lactoglobulin (β-
Lg), α-Lactalbumin (α-La), Serumalbumin (BSA), Immunoglobuline (Igs) und Prote-
osepeptone (Pp) (De Wit, 2001a, Töpel, 2004, Yada, 2004, Jovanovic et al., 2005). 
Tabelle 1 listet die verschiedenen Molkenproteinfraktionen sowie deren Molekularge-
wicht, Anzahl der intramolekulare Disulfidbrückenbindungen und Anzahl der freien Thi-
olgruppen auf. 

Tabelle 1: Proteinfraktionen von Molkenprotein (Gennadios, 2002) 

Fraktion 
% (m/m) 

Molekulargewicht 
[g/mol] 

Disulfidbrückenbindungen 
pro Makromolekül 

Freie Thiolgruppe 
pro Makromolekül 

57 % ß-Lg 18.300 2 1 

19 % α-La 14.200 4 0 

7 % BSA 66.300 17 1 

13 % lgs 150.000 – 1.000.000 k.A. k.A. 

4 % Pp 4.100 – 22.000 0 0 

Mit 57 % (m/m) der in Tabelle 1 dargestellten Molkenproteinfraktionen ist β-Lg der 
Hauptbestandteil in Molkenprotein und dominiert das Aggregationsverhalten und die 
Gelbildung von Molkenprotein-basierten Formulierungen (Gennadios, 2002). Die Pri-
märstruktur eines β-Lg Makromoleküls setzt sich aus 162 Aminosäuren zusammen. 
Das Molekulargewicht beträgt ca. 18 kDa (Yada, 2004, Belitz et al., 2009). Die Sekun-
därstruktur besteht aus β-Faltblättern und einer dreifach gewundenen α-Helix. Von den 
fünf Cystein-Molekülen des β-Lactoglobulins bilden vier Cystein-Moleküle zwei kova-
lente Disulfidbrückenbindungen, welche die Tertiärstruktur von β-Lactoglobulin be-
stimmen (siehe Abbildung 2). Diese Disulfidbrücken stabilisieren zudem die Quar-
tärstruktur des Proteins, wobei sich unpolare Seitenketten in Richtung Molekülzentrum 
und polare Seitenketten in Richtung der Moleküloberfläche ausrichten. Dies führt zu 
einer hohen Wasserlöslichkeit von nativen Molkenproteinen. Die verbleibende freie 
Thiolgruppe, welche im Inneren des nativen Proteins verborgen ist, ist ausschlagge-
bend für die Filmbildung (Details siehe Kapitel 3.1.4). (Sawyer et al., 1971, Töpel, 
2004, De Wit, 2001a, De Wit, 2001b, De Wit, 1990, Morr und Ha, 1993, Sienkiewicz, 
1981a). 

α-La ist mit einem Anteil von 18 % (m/m) die zweithäufigste Molkenproteinfraktion. Es 
hat ein Molekulargewicht von ca. 14 kDa und die Primärstruktur enthält 123 Aminosäu-
ren (Belitz et al., 2009). Das α-La Molekül enthält acht Thiolgruppen, die vier Disulfid-
brückenbindungen ausbilden (siehe Tabelle 1). Die Sekundärstruktur wird bestimmt 
durch drei α-Helices und zwei antiparallelen β-Faltblättern. Bei einer Temperaturerhö-
hung  faltet sich zuerst die Struktur der β-Faltblätter auf, bevor das Auffalten der α-
Helices beginnt. Dies führt zum Schmelzen der globulären Struktur. Dieser Zustand 
wird bis zu einer Temperatur von ca. 90 °C gehalten, solange keine anderen Molken-
proteinfraktionen anwesend sind. Außerdem bindet α-La Kalziumionen, die das Mole-
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kül gegenüber Hitze stabilisieren. Daher weist α-La von allen Molkenproteinfraktionen 
die höchste Widerstandsfähigkeit gegenüber Hitze auf. Diese Hitzeresistenz wird deut-
lich durch die Anwesenheit anderer Proteinbestandteile, vor allem derer mit freien Thi-
olgruppen, beeinflusst. Die Hitzeresistenz nimmt mit steigendem Gehalt an anderen 
Proteinfraktionen ab (Tolkach, 2007). (Miller et al., 1997, Krochta et al., 1994, Belitz et 
al., 2009, Lent et al., 1998, Sienkiewicz, 1981b, Jovanovic et al., 2005) 

 

a. 

 
 

b. 

 

Abbildung 2: Tertiärstruktur von β-Lactoglobulin (a.) und α-Lactalbumin (b.) Die Abbildungen 
wurden mit Wolfram Mathematica 9.0 unter Verwendung der Daten aus der Proteindatenbank 
von Laboratory (2014) erstellt (Hammann und Schmid, 2014) 

3.1.3 Molkenproteinisolat und – konzentrat 

Das getrocknete Molkenprotein wird nach der Reinheit der Proteine in Konzentrat und 
Isolat unterschieden. Molkenproteinkonzentrat (Whey Protein Concentrate, WPC) ent-
hält 35 - 90 % (m/m) Protein in der Trockenmasse, während Molkenproteinisolat (Whey 
Protein Isolate, WPI) einen höheren Proteingehalt von mehr als 90 % (m/m) aufweist 
(Hong und Krochta, 2006). Proteinkonzentrationen von über 50 % (m/m) werden durch 
Kombination von Ultrafiltration und Diafiltration zum Entfernen von Mineralien und Lac-
tose aus dem Retentat erreicht. Ein Proteingehalt von mindestens 90 % (m/m) kann 
durch einen zusätzlichen Reinigungsschritt (z.B. Ionenaustausch-chromatographie) 
nach den Membranfiltrationsmethoden erreicht werden. (Onwulata und Huth, 2008). In 
der vorliegenden Arbeit wurde ausschließlich mit WPI gearbeitet (siehe Kapitel 4.2.1), 
welche einen Proteingehalt von > 94 % (m/m), bezogen auf die Trockenmasse, auf-
weisen (Davisco, 2012). Neben Molkenprotein enthält das verwendete WPI noch Fett 
(ca. 1 % m/m), Mineralstoffe (ca. 3 % m/m) und Lactose (ca. 0,5 % m/m). 
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3.1.4 Filmbildende Eigenschaften von Molkenprotein 

Kohärente Folien und Beschichtungen können mit unterschiedlichen Prozessen herge-
stellt werden. Dies hängt insbesondere von den Eigenschaften des Ausgangsmaterials 
ab. So können aufgeschmolzene Lipide und Wachse durch Abkühlen zu Folien und 
Beschichtungen verarbeitet werden (Fennema und Kester, 1991). Gelöste Biopolymere 
können durch Änderung der Lösungsbedingungen Filme bilden. Diese sogenannte 
Koazervation kann u.a. durch Erhitzen, Salzzugabe oder pH-Wert-Änderung erfolgen. 
Die am weitesten verbreitete Methode zur Herstellung von Molkenprotein-basierten 
Folien und Beschichtungen ist das sog. Gießverfahren (engl.: solvent casting). Hierbei 
wird meist Wasser und/oder Ethanol als Lösemittel verwendet. Die Formulierung (Lö-
sung) aus Molkenprotein, Additiven wie z.B. Weichmacher und Lösemittel wird durch 
unterschiedliche Verfahren wie das Gießen in Schalen oder durch das Lackieren auf 
geeigneten Substraten durch Entfernung des Lösemittels (Trocknung) zu Folien oder 
Beschichtungen verarbeitet. Die Entfernung des Lösemittels kann durch unterschiedli-
che Trocknungsverfahren und -bedingungen bewerkstelligt werden. Hierzu zählen die 
Konvektionstrocknung, die Infrarottrocknung, und die Mikrowellentrocknung. Die 
Trocknungsart und Trocknungsbedingungen (Temperatur-Zeit-Profile) haben einen 
signifikanten Einfluss auf die physikalischen Eigenschaften (Permeation, Mechanik, 
Optik) der resultierenden Folien und Beschichtungen (Onwulata und Huth, 2008, 
Perez-Gago und Krochta, 2000). 

Durch unterschiedliche intermolekulare Wechselwirkungen weisen Molkenproteine 
filmbildende Eigenschaften auf und haben deshalb das Potential geschlossene Folien 
und Beschichtungen zu bilden. Folien und Beschichtungen aus nativen Molkenprotei-
nen sind durch elektrostatische Wechselwirkungen, Wasserstoffbrückenbindungen und 
van der Waals-Kräfte stabilisiert und können kohärente Filme ausbilden. Durch die 
Denaturierung können die freien Thiolgruppen, welche im Inneren des nativen Proteins 
verborgen sind, freigelegt werden und somit einen zusätzlichen Beitrag durch Bildung 
von intermolekularen Disulfidbrücken zur Filmstabilität leisten. Dies führt u.a. zu höhe-
ren Barriere- und Zugfestigkeitseigenschaften von Folien und Beschichtungen aus de-
naturierten Molkenprotein-basierten Formulierungen (Perez-Gago et al., 1999). Nähere 
Informationen zu den Eigenschaften von denaturierten Molkenprotein-basierten Folien 
und Beschichtungen werden in Kapitel 3.1.6 dargestellt. 

3.1.4.1 Arten von molekularen Wechselwirkungen in Molkenprotein-basierten 
Folien und Beschichtungen 

Ihre Eigenschaften machen Proteine zu einem geeigneten Ausgangsmaterial für Folien 
und Beschichtungen. Intrinsische Eigenschaften der Folien- und Beschichtungsbe-
standteile und extrinsische Prozessparameter beeinflussen die finalen Eigenschaften 
der Folien (Panyam und Kilara, 1996). Hierbei zählt die Aminosäurensequenz der Pro-
teine zu den bedeutendsten intrinsischen Faktoren. Die Proteine enthalten geladene, 
polare und nicht-polare Aminosäuren, wodurch ein chemisches Potential entlang der 
Proteinkette erzeugt wird. Resultierende intermolekulare Wechselwirkungen leisten 
einen großen Beitrag zur Stabilität der Folien und Beschichtungen (Krochta et al., 
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1994, Krochta, 2002, Hernández-Muñoz et al., 2004). Barone et al. (2006) haben 
nachgewiesen, dass Protein-basierte Folien aufgrund intermolekularer Disulfidbrü-
ckenbindungen meist mechanisch stabiler sind als Polysaccharid-basierte Folien. Mög-
liche intermolekulare Wechselwirkungen in nicht modifizierten Protein-basierten Folien 
und Beschichtungen sind in Abbildung 3 dargestellt. 

 

Abbildung 3: Strukturstabilisierende intermolekulare Wechselwirkungen zwischen Peptidketten 
in Anlehnung an Bannwarth et al. (2007) 

I: Wasserstoffbrückenbindung 
II: Disulfidbrückenbindungen (Cystein (Cys) – (Cys)) 
III: Elektrostatische Wechselwirkungen 
IV:  Hydrophobe Wechselwirkungen (z.B. zwischen Isoleucin (Ile) und Leucin (Leu)) 

Die in Abbildung 3 gezeigten intermolekularen Wechselwirkungen zwischen zwei oder 
mehreren Peptidketten bilden sich auch als intramolekulare Wechselwirkungen inner-
halb einer Peptidkette aus. 

Disulfidbrückenbindungen weisen mit etwa -230 kJ/mol die höchste Bindungsenergie 
auf, da es sich um kovalente Bindungen handelt. Elektrostatische Wechselwirkungen 
zählen mit einer Bindungsenergie von ca. -21 kJ/mol zu den stärksten nicht-kovalenten 
Wechselwirkungen. Die Bindungsenergie von Wasserstoffbrückenbindungen liegt bei 
etwa -15 kJ/mol. Diese sind von besonderer Bedeutung für die Proteinfaltung. Die hyd-
rophoben Wechselwirkungen der unpolaren Bereiche in der Peptidkette spielen zwar 
eine wichtige Rolle für die Proteinfaltung, haben aber eher eine schwache Bindungs-
energie. Des Weiteren sind Dipol-Dipolwechselwirkungen in Proteinfilmen vorhanden, 
welche aber die niedrigste Bindungsenergie aufweisen. Die Bindungsenergie und ent-
sprechende Beispiele können der Tabelle 2 entnommen werden. So benötigt das Spal-
ten von Disulfidbrückenbindungen einen Energieeintrag von 230 kJ/mol und ist somit 
eine endotherme Reaktion. Wasserstoffbrückenbindungen haben Bindungsenergien 
zwischen -12.5 und -16.7 kJ/mol und somit entstehen diese Bindungen spontan. 
(Bannwarth et al., 2007, Belitz et al., 2009) 
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Tabelle 2: Bindungsenergien von kovalenten Bindungen, elektrostatischen Wechselwirkungen, 
Wasserstoffbrückenbindungen und hydrophoben Wechselwirkungen (Belitz et al., 2009) 

Bindungsart Beispiel Bindungsenergie [kJ/mol] 

Kovalente Bindungen -S-S- -230 

Elektrostatische Wechselwirkungen -COO- +H3N- 

>C=O O=C< 

-21 

+1,3 

Wasserstoffbrückenbindungen -O-H … O< 

>N-H … O=C< 
-16,7 

-12,5 

Hydrophobe Wechselwirkungen -CH3   3HC- 

-Ala… Ala- 

-Val … Val- 

-Leu … Leu- 

-Phe … Phe- 

-Trp … Trp- 

+0,1 

-3 

-8 

-9 

-13 

-19 

Im Rahmen dieser Arbeit werden unter „molekulare Wechselwirkungen“ sowohl kova-
lente (z.B. Disulfidbrücken) und nicht-kovalente Bindungen bzw. Wechselwirkungen 
(z.B. Wasserstoffbrückenbindungen) verstanden, die sich entweder intermolekular 
und/oder intramolekular ausbilden. 

3.1.5 Weichmacher und Molekulargewicht bei WPI-basierten Folien und 
Beschichtungen 

3.1.5.1 Weichmacher in Molkenprotein-basierten Folien und Beschichtungen 

Um die mechanischen Eigenschaften von Polymeren zu beeinflussen kommen 
Weichmacher zum Einsatz. Nach Sothornvit und Krochta (2005) unterstützen Weich-
macher die Verarbeitbarkeit von Werkstoffen durch Herabsetzung der Prozesstempe-
ratur, Reduktion der Klebrigkeit und Verbesserung der Befeuchtung. Im fertigen Pro-
dukt führen Weichmacher zur Erhöhung der Flexibilität, Dehnbarkeit und Zähigkeit. 
Weichmacher senken die Glasübergangstemperatur (Tg) und reduzieren das Elastizi-
tätsmodul (E-Modul, E). Nach Banker (1966) sind Weichmacher Substanzen, die im 
Wesentlichen nicht flüchtig, hochsiedend und nicht separierend sind und durch Zugabe 
zu anderen Werkstoffen deren physikalischen und/oder mechanischen Eigenschaften 
ändern. Eine Unterscheidung erfolgt in interne und externe Weichmacher.  

3.1.5.1.1 Interne Weichmacher 

Nach Immergut und Mark (1965) können zwei Arten der internen Weichmachung un-
terschieden werden. Interne Weichmacher können als Teil des Polymermoleküls ange-
sehen werden, was z. B. durch ein zweites Monomer, welches in die Polymerstruktur 
co-polymerisiert wird, realisiert werden kann (statistische Polymere). Dadurch liegt das 
Polymer weniger geordnet vor und daraus folgend ist es für die Ketten schwieriger sich 
eng aneinander zu lagern und zu interagieren. Eine weitere Art der internen Plastifika-
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tion ist die Einführung von Seitenketten, wie Substituenten oder aufgepfropfte Äste, die 
mit dem Polymer reagieren und kovalente Bindungen ausbilden (Pfropfcopolymerisati-
on). Hierbei führt die Sperrigkeit der Seitenketten zu einer verminderten Interaktion 
zwischen den Polymeren (Vieira et al., 2011). Die chemische Quervernetzung zweier 
Polymerketten durch ein Monomer oder Polymer kann ebenfalls zu einer Verbesserung 
der mechanischen Eigenschaften führen (Mekonnen et al., 2013). Nach Godwin (2011) 
haben reaktive Weichmacher ein niedriges Molekulargewicht und eine reaktive Gruppe 
(z.B. Epoxid-Gruppe) pro Molekül. Diese tragen zur Verlängerung der Polymersegmen-
te zwischen den Quervernetzungen bei und führen so zu einem leichten Erweichungs- 
und Flexibilitätseffekt. 

3.1.5.1.2 Externe Weichmacher 

Externe Weichmacher sind schwer flüchtige Substanzen, welche Polymeren zugege-
ben werden ohne kovalente Verbindungen einzugehen. Dennoch interagieren sie mit 
dem Polymer und führen zur Quellung (Sothornvit und Krochta, 2005). Externe 
Weichmacher wirken durch eine Modifizierung des Aufbaus und der Energie, welche in 
der dreidimensionalen Struktur von Polymeren steckt (Guilbert et al., 1995). Hierbei 
haben Polyole, wie zum Beispiel Glycerin (Glycerol) und Sorbit (Sorbitol), dank ihrer 
Fähigkeit die inneren Wasserstoffbrückenbindungen in Polymeren zu vermindern, eine 
weichmachende Wirkung. Dabei erhöhen sie das freie Volumen, wodurch die Spröd-
heit des Materials abnimmt und die Permeabilität steigt. Der Einsatz von Weichma-
chern ist bei Molkenprotein-basierten Folien und Beschichtungen technologisch not-
wendig, da das Material ohne Weichmacher zu spröde ist, um geschlossene, kohären-
te und defektfreie Folien und Beschichtungen bilden zu können (McHugh und Krochta, 
1994, McHugh et al., 1994). 

Wie externe Weichmacher mit den Polypeptiden interagieren ist im Speziellen nicht 
bekannt. Wichtige Einflussfaktoren sollen aber die Größe, das Molekulargewicht und 
die Anzahl der Hydroxylgruppen des Weichmachers sein (di Gioia und Guilbert, 1999).  

Die externe Weichmachung von Molkenprotein-basierten Folien und Beschichtungen 
ist in der wissenschaftlichen Literatur ausführlich beschrieben. Nachfolgend werden die 
bei Molkenprotein am häufigsten verwendeten externen Weichmacher aufgeführt und 
beschrieben. Alle im Folgenden genannten Weichmacherkonzentrationen beziehen 
sich hierbei auf die verwendete Molkenproteinmasse (m/m). 

Sorbitol (Sor) wurde in zahlreichen Studien verwendet, häufig auch im Vergleich zu 
Glycerol (Gly) (McHugh et al., 1994, Hong und Krochta, 2003, Lee et al., 2008b, 
Ozdemir und Floros, 2008, Oses et al., 2009). Oses et al. (2009) verwendeten Zuga-
ben zwischen 42,9 % (m/m) und 150 % (m/m). Sie beobachteten, dass 42,9 % (m/m) 
Sorbitol brüchige und 150 % (m/m) Sorbitol sehr klebrige Filme ergeben. Ab 100 % 
(m/m) Sorbitolzugabe wurde keine weitere Zunahme der Flexibilität erreicht. Sie beo-
bachteten weiterhin, dass Sorbitol mit der Zeit auskristallisierte. Daraus resultierte eine 
Veränderung der mechanischen Eigenschaften der Molkenproteinschichten. Das Mate-
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rial wird spröde, härter und weniger flexibel. Auch Hong und Krochta (2003) berichten 
von einer Auskristallisation von Sorbitol. 

Polyethylenglycol mit einem Molekulargewicht von 200 g/mol (PEG200) wurde zur 
Weichmachung von Molkenprotein-basierten Folien und Beschichtungen von Lee et al. 
(2008b), McHugh et al. (1994) und (Hong et al., 2004) in Zugaben von 100 % (m/m) bis 
109,2 % (m/m) verwendet, um kohärente und defektfreie Filme herstellen zu können. 

Propylenglycol (PG) wurde von (Lee et al., 2008b) mit einer Zugabe von 41,3 % (m/m) 
und von (Hong und Krochta, 2003) mit einer Zugabe 41,0 % (m/m) zur Herstellung von 
Molkenprotein-basierten Beschichtungen verwendet. 

Glycerol (Gly) wurde aufgrund seiner guten Kompatibilität zu Molkenproteinformulie-
rungen und seiner hohen weichmachenden Wirkung am häufigsten bei wissenschaftli-
chen Studien, wie auch in dieser Arbeit, verwendet (McHugh et al., 1994, McHugh und 
Krochta, 1994, Alcantara et al., 1998, Perez-Gago et al., 1999, Perez-Gago und 
Krochta, 1999, Hong und Krochta, 2004, Hong et al., 2004, Hong und Krochta, 2003, 
Dangaran und Krochta, 2007, Lee et al., 2008b, Oses et al., 2009). Oses et al. (2009) 
beobachte, dass bei einer Zugabe von 42,9 % (m/m) die Proteinbeschichtung brüchig 
und bei 150 % klebrig war. Ab einer Zugabe von 66,7 % (m/m) wurde keine Zunahme 
der Flexibilität mehr beobachtet. Diese Weichmacherkonzentration scheint überein-
stimmend mit Vorversuchen zu dieser Arbeit geeignet zu sein, um Folien und Be-
schichtungen aus WPI herstellen zu können, die einen hohen Spielraum für Rezeptur-, 
und Prozessparameterveränderungen zulassen (Schmid et al., 2012). Aus diesem 
Grund wird eine Zugabe von 66,7 % (m/m) dieses Weichmachers in der vorliegenden 
Arbeit für die sog. Standard- bzw. Ausgangsformulierung verwendet. 

Neben den o.g. Weichmachern darf das in Molkenprotein-basierten Folien und Be-
schichtungen enthaltene Restwasser und dessen weichmachende Wirkung nicht ver-
nachlässigt werden. Wasser zählt zu den effektivsten weichmachenden Substanzen in 
Biopolymer-basierten Folien und Beschichtungen und wird je nach Trocknungsart, 
Trocknungsbedingung und -dauer entfernt. Während der weiteren Lagerung stellt sich 
die Gleichgewichtsfeuchte in den Folien und Beschichtungen ein. Änderungen der Re-
zeptur und des Herstellungsprozesses sowie mögliche Modifikationen der Formulie-
rung und/oder der Folien und Beschichtungen können eine Änderung der Wassersorp-
tionsisotherme bewirken. Hierdurch kann der Restwassergehalt, sprich die Gleichge-
wichtsfeuchte, in Molkenprotein-basierten Folien und Beschichtungen variieren und 
somit insbesondere die mechanischen Eigenschaften beeinflussen. In diesem Zusam-
menhang können externe Weichmacher in zwei Kategorien eingeteilt werden (Zhang 
und Han, 2006a, Zhang und Han, 2006b, Chiellini, 2008).  

• Weichmacher, welche direkt durch Wasserstoffbrücken mit den Polymeren in-
teragieren. Diese legen sich zwischen die Polymerketten und vergrößern deren 
Abstand. 

• Weichmacher, die als hydrophile Substanzen agieren und so mehr Wassermo-
leküle in der Polymermatrix binden können (Erhöhung der Gleichgewichtsfeuch-
te). 



3 Grundlagen und Stand des Wissens 13 

Sorbitol gehört zu der ersten Kategorie und Glycerol zu der zweiten Kategorie (Zhang 
und Han, 2006a, Zhang und Han, 2006b, Mali et al., 2005, Garcia et al., 2000, 
Godbillot et al., 2006). Diese umfangreichen Untersuchungen wurden bei Stärke ba-
sierten Folien und Beschichtungen durchgeführt. In Bezug auf Protein-basierte Folien 
und Beschichtungen liegen keine derart umfangreichen Untersuchungen zur Verände-
rung der Gleichgewichtsfeuchte durch unterschiedliche Weichmacher vor. Zahlreiche 
Veröffentlichungen, welche die Effektivität der Weichmachung bei Molkenprotein-
basierten Folien und Beschichtungen beschreiben, wurden in diesem Kapitel bereits 
genannt und von Sothornvit und Krochta (2005) zusammengefasst. Es wird überein-
stimmend berichtet, dass Glycerol eine hohe Kompatibilität zu und eine hohe weich-
machende Effektivität in Molkenprotein-basierten Folien und Beschichtungen aufweist. 

3.1.5.2 Beeinflussung des Ausgangsmolekulargewichts von Formulierungen 
zur Herstellung von Molkenprotein-basierten Folien und Beschichtungen  

Das Molekulargewicht der in WPI enthaltenen Proteinfraktionen (siehe Tabelle 1), und 
damit deren Funktionalität, kann durch enzymatische Hydrolyse modifiziert werden. 
Proteine werden unter kontrollierten Bedingungen teilweise hydrolysiert und dabei in 
kleinere Peptidstücke gespalten. Der Schlüsselparameter zur Bestimmung der Protein-
hydrolyse ist der Grad der Hydrolyse (engl. degree of hydrolysis (DH)). Dieser ist defi-
niert als der Anteil der gespaltenen Peptidbindungen im Verhältnis zur Gesamtzahl der 
Peptidbindungen (Damodaran und Paraf, 1997, Nielsen et al., 2001). 

Gleichung 1: Berechnung des Hydrolysegrades DH (Nielsen et al., 2001) 

𝑫𝑫𝑫𝑫 =
𝒉𝒉
𝒉𝒉𝒕𝒕𝒕𝒕𝒕𝒕

 
h:  Anzahl hydrolysierter Bindungen 
htot:  Gesamtzahl Peptidbindungen je Protein  

Je höher der Grad der Hydrolyse ist, desto kürzer sind die Peptidketten und desto klei-
ner das Molekulargewicht. Des Weiteren werden somit intermolekulare Wechselwir-
kungen entlang der Proteinketten reduziert. Bei Molkenproteinisolat-basierten Folien 
und Beschichtungen führt ein höherer Gehalt an hydrolysiertem Molkenproteinisolat  
(h-WPI) zu mehr freien funktionellen Gruppen an den Polymerkettenenden. Die Reduk-
tion des durchschnittlichen Ausgangsmolekulargewichts durch Hydrolyse von Molken-
protein-basierten Formulierungen hat laut Sothornvit und Krochta (2000a) keinen signi-
fikanten Einfluss auf die Sauerstoff- und Wasserdampfpermeabilität (Sothornvit und 
Krochta, 2000c). Im Gegensatz dazu weisen Folien und Beschichtungen aus hydroly-
sierten Molkenprotein-basierten Formulierungen eine deutlich höhere Flexibilität auf. 
Folglich könnte die Verwendung von hydrolysiertem Molkenproteinisolat (h-WPI) die 
technologisch notwendige Menge an Weichmacher reduzieren. Die technologisch not-
wendige Menge an Weichmacher ist die Menge an Weichmacher, die mindestens be-
nötigt wird, um kohärente und defektfreie Folien und Beschichtungen herstellen zu 
können (Details hierzu siehe Kapitel 3.1.5.1 und 4.2.2). Es ist auch bekannt, dass die 
Wahl des Weichmachers, aber insbesondere dessen Konzentration die Permeation 
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von Sauerstoff und Wasserdampf direkt beeinflusst (Sothornvit und Krochta, 2000b). 
Sothornvit und Krochta (2000b) stellten somit folgerichtig die Hypothese auf, dass 
durch die Hydrolyse von denaturierten Molkenprotein-basierten Formulierungen der 
Weichmachergehalt reduziert werden kann und dennoch flexible Folien und Beschich-
tungen entstehen, die aber höhere Barriereeigenschaften gegenüber Sauerstoff und 
Wasserdampf aufweisen. Ob eine Falsifikation bzw. Bestätigung dieser Hypothese 
stattgefunden hat, kann der wissenschaftlichen Literatur nicht entnommen werden und 
ist u.a. auch deshalb Untersuchungsgegenstand dieser Dissertation. Des Weiteren 
wurden die bisherigen Korrelationen zwischen Hydrolysegrad und resultierenden Ei-
genschaften nur an hydrolysierten Formulierungen durchgeführt, nicht aber an Mi-
schungen aus hochmolekularem WPI und h-WPI. Auch dies ist Untersuchungsgegen-
stand der vorliegenden Arbeit. 

3.1.6 Denaturierung von WPI-basierten Formulierungen 

Unter Denaturierung versteht man eine reversible oder irreversible Veränderung der 
nativen Konformation des Proteins ohne Spaltung von kovalenten Bindungen, mit Aus-
nahme von Disulfidbrücken. Bei einer Denaturierung werden daher Wasserstoffbrü-
ckenbindungen, ionische und hydrophobe Bindungen gespalten. Folgende Behandlun-
gen führen zur Denaturierung: Änderung der Temperatur, Änderung des pH-Wertes, 
Einfluss von Scherkräften, Zugabe von Lösungsmitteln, Salzen, Harnstoff, Guanidin-
hydrochlorid oder Detergentien wie Natriumdodecylsulfat (Belitz et al., 2009). Auch die 
Hochdruckbehandlung kann zur Denaturierung von Molkenproteinen führen 
(Balasubramaniam et al., 2016). 

Bereits in den ersten wissenschaftlichen Veröffentlichungen zum Thema Molkenpro-
tein-basierte Folien und Beschichtungen wird beschrieben, dass für die Filmbildung 
eine Proteindenaturierung mit Ausbildung von intermolekularen Wechselwirkungen 
vorteilhaft ist (McHugh et al., 1994). Die Denaturierung von globulären Proteinen führt 
zum Auffalten der Proteinstruktur, wobei reaktive funktionelle Gruppen exponiert wer-
den, die neue Bindungen wie Disulfidbrückenbindungen, van-der-Waals-
Wechselwirkungen, Wasserstoffbrückenbindungen, elektrostatische und hydrophobe 
Wechselwirkungen bilden können. (Onwulata und Huth, 2008, de Wit, 2009). 

Die einzelnen Molkenproteinfraktionen zeigen für sich alleine ein deutlich unterschiedli-
ches Denaturierungsverhalten. Bei Anwesenheit aller in Molkenprotein enthaltenen 
Fraktionen wird das Denaturierungs- und Aggregationsverhalten durch β-Lactoglobulin 
bestimmt, da der Anteil an freien Thiolgruppen, die in β-Lactoglobulin vorkommen, ent-
scheidend für die Denaturierung ist (Tolkach, 2007). 

Bei neutralen bis leicht sauren Bedingungen (pH 7,5 - 5,5) liegt β-Lactoglobulin norma-
lerweise als Dimer vor und die thermische Denaturierung erfolgt in zwei Schritten. Im 
ersten Schritt dissoziieren die Dimere bei Temperaturen über 40 °C in Monomeren. Ab 
Temperaturen von mehr als 70 °C falten sich die globulären Moleküle auf und treten 
über Sulfhydrylgruppen in Wechselwirkung, wodurch sich kleine Aggregate mit β-
Lactoglobulin oder anderen Thiolgruppen enthaltenden Proteinen wie Serumalbumin 
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bilden. Im zweiten Schritt reagieren die kleinen Aggregate miteinander zu Aggregaten 
mit größerem Molekulargewicht (siehe Abbildung 4). Bei weiterer Temperaturerhöhung 
findet eine irreversible Proteinschädigung statt. Hierbei muss auch der Einfluss von pH-
Wert, Salz, Zucker und Proteinkonzentration in Hinblick auf das thermische Verhalten 
von β-Lactoglobulin beachtet werden (Jovanovic et al., 2005, de Wit, 2009). 

 

Abbildung 4: Hitzedenaturierung und Aggregation von β-Lactoglobulin in Anlehnung an  
(Ternes, 2008). I:  Dimer, II:  Monomer β–Lactoglobulin, III:  Auffalten der Proteinstruktur 
durch Hitzebehandlung, IV:  Bildung von neuen Disulfidbrückenbindungen, V:  Aggregation 

Der Einfluss des Denaturierungsgrades (DG) bzw. des Anteils an denaturierten Mol-
kenproteinen in Ausgangsformulierungen auf die resultierenden verpackungsrelevan-
ten Eigenschaften von Molkenprotein-basierten Folien und Beschichtungen ist bislang 
nur wenig untersucht. In einem Aufsatz von Guckian et al. (2006) wurden WPI-basierte 
Folien mit unterschiedlichen Denaturierungsgraden durch Mischen von nativen und 
denaturiertem WPI hergestellt und auf Wasserdampfbarriereeigenschaften, mechani-
sche Eigenschaften und molekulare Wechselwirkungen untersucht. Hierbei zeigte sich, 
dass Folien mit einem höheren Anteil an denaturiertem Molkenprotein eine höhere 
Reißdehnung, Zugfestigkeit und E-Modul aufweisen als Folien mit kleineren Anteilen 
an denaturiertem Molkenprotein. Es konnte allerdings kein signifikanter Unterschied 
bezüglich der Wasserdampfdurchlässigkeit festgestellt werden. 

Im Rahmen dieser Arbeit wird der Begriff Denaturierungsgrad (DG) auch für den Mas-
senanteil an vollständig denaturierten Molkenproteinen in Formulierungsmischungen 
aus nativem und denaturiertem Protein verwendet (vgl. Kapitel 4.2.4). 

3.1.7 TG-Quervernetzung von WPI-basierten Formulierungen 

Enzyme wie Transglutaminase (TG), Lipoxygenase, Lysyloxidase und Peroxidase sind 
in der Lage Proteine zu vernetzen. Die Transglutaminase, oder genauer die Protein-
Glutamin-γ-Glutamyltransferase (EC2.3.2.13), ist ein häufig verwendetes Enzym, das 
spezifisch den Acyltransfer zwischen der Carboxyamid-Gruppe eines proteingebunde-
nen Glutamins und der Aminogruppe von Lysin katalysiert (Matheis und Whitaker, 
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1987). Dabei fungiert die γ-Carboxylamid-Gruppe als Acyl-Donor und die ε-
Aminogruppe als Acyl-Akzeptor. 

 

Abbildung 5: Beispiel zum Ablauf der TG-Quervernetzung von Aminosäuren (in Proteinen); 
oben: Reaktion der Aminosäure Glutamin (Gln) und Lysin (Lys), katalysiert durch TG, was zu 
einer kovalenten Peptidbindung führt (ε-(γ-glutamyl)-lysin Bindung); unten: Reaktion der Amino-
säure Gln mit Wasser, wobei eine Carboxylgruppe gebildet wird. (Buchert et al., 2010) 

Das Ergebnis sind intra- und intermolekular vernetzte Proteine. In mehreren Studien 
zeigten mittels TG-vernetzte Proteinformulierungen und Protein-basierte Folien verän-
derte technofunktionelle Eigenschaften auf (Yildirim und Hettiarachchy, 1998, De Jong 
und Koppelman, 2002, Oh et al., 2004, Masamba et al., 2016). Der Einfluss auf die 
resultierenden Folieneigenschaften wird nachfolgend beschrieben und durch die vor-
liegende Dissertation insbesondere hinsichtlich der verpackungsrelevanten Eigen-
schaften von TG-quervernetzten Molkenprotein-basierten Folien ergänzt. 

Yildirim und Hettiarachchy (1998) stellten bei Molken- und Sojaproteinfilmen eine Ver-
dopplung der Zugfestigkeitseigenschaften durch TG-Quervernetzung fest. Oh et al. 
(2004) ermittelten bei TG-quervernetzten Kaseinfolien ebenfalls eine Zunahme der 
Reißdehnung. Es wurde kein signifikanter Einfluss auf die Wasserdampfdurchlässigkeit 
durch die TG-Quervernetzung festgestellt. Kürzlich veröffentlichten Masamba et al. 
(2016) ihre Ergebnisse zu TG-quervernetzten Zeinfolien. Auch bei Zeinfolien zeigte die 
TG-Quervernetzung statistisch signifikant erhöhte Reißdehnungen und Zugfestigkeiten. 
Des Weiteren wurde von einer deutlichen Verringerung der Wasserdampfdurchlässig-
keit berichtet. 

3.1.8 UV-Bestrahlung von WPI-basierten Folien und Beschichtungen 

Zusätzlich zu den bereits erläuterten Methoden, wie Weichmachung (vgl. Kapitel 
3.1.5.1), Hydrolyse (vgl. Kapitel 3.1.5.2), Denaturierung (vgl. Kapitel 3.1.6) und TG-
Quervernetzung (vgl. Kapitel 3.1.7), stellt die Behandlung mit ultravioletten (UV)-
Strahlen (Wellenlängenbereich = 180 – 400 nm) eine weitere Möglichkeit zur Protein-
modifikation dar (Wihodo und Moraru, 2012). 

Die Proteinvernetzung durch Bestrahlung kann u.a. durch ionisierende Strahlung wie 
ϫ-Strahlung, aber auch durch UV-Strahlung erfolgen. Ionisierende Strahlung kann zu 
irreversiblen Änderungen der Proteinkonformation, Oxidation der Aminosäuren, Spal-
tung von kovalenten Bindungen, Bildung freier Radikale und Rekombinations- und Po-
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lymerisationsreaktionen führen. Hierbei beruht das Grundprinzip auf der Bildung von 
Hydroxylradikalen durch Strahlung. Proteine mit einem hohen Gehalt an aromatischen 
Aminosäuren, wie Phenylalanin und Tyrosin, reagieren hierbei leichter mit den Hydro-
xylradikalen als die mit aliphatischen Aminosäuren (Sabato et al., 2001). Der Effekt der 
ϫ-Strahlung auf die Proteinkonformation hängt von mehreren Faktoren, wie Protein-
konzentration, Anwesenheit von Sauerstoff und der Quartärstruktur der Proteine, ab 
(Brault et al., 1997, Yang und Song, 1999). 

Bei der Proteinvernetzung durch UV-Strahlung entstehen zusätzliche kovalente Bin-
dungen in Proteinen durch UV-Absorption und Rekombination der aromatischen Ami-
nosäuren wie Tyrosin und Phenylalanin (Fujimori, 1965, Forbes und Sullivan, 1966, 
Gennadios et al., 1998). Bislang ist der durch UV-Licht ausgelöste Vorgang der Ver-
netzung von Proteinen immer noch nicht vollständig erforscht. Experimente zeigten, 
dass mit UV-Licht bestrahlte Sojaproteinisolat-basierte Folien eine höhere Zugfestigkeit 
bei reduzierter Dehnbarkeit aufweisen. Dies könnte durch den relativ hohen Gehalt an 
Tyrosin und Phenylalanin in Sojaprotein erklärt werden (Gennadios et al., 1998). Mol-
kenproteine dagegen enthalten eine geringere Anzahl an aromatischen Aminosäuren 
als Sojaprotein. So erklären Ustunol und Mert (2004) den schwächeren Effekt der UV-
Bestrahlung von Molkenprotein-basierten Lösungen. Es wurden bereits mehrere wis-
senschaftliche Aufsätze von Forschungsgruppen veröffentlicht, welche unterschiedli-
che Protein-basierten Folien UV-bestrahlt und charakterisiert haben. Diese Strahlung 
wird insbesondere durch aromatische Gruppen und Doppelbindungen absorbiert und 
kann zur Bildung von freien Radikalen an Aminosäuren und in Folge zu kovalenten 
intermolekularen Vernetzung von Proteinen führen (Gennadios et al., 1998, Rhim et al., 
1999). 

Die in Molkenprotein vorhandenen aromatischen Aminosäuren sind Phenylalanin, Ty-
rosin und Tryptophan. Diese sind relativ hydrophob und können insbesondere unterei-
nander an hydrophoben Wechselwirkungen beteiligt sein (Cheftel et al., 1992).  

Nach Vladimirov et al. (1970) kann sich durch Energieeintrag (hν) mittels UV-
Bestrahlung ein Wasserstoffatom von der Seitenkette des Phenylalanin abspalten und 
so eine Radikalbildung des Phenylalanin herbeiführen (vgl. Abbildung 6). 

CH2-R

hν  

CH-R

+ H

 

Abbildung 6: Mögliche Reaktion von UV-bestrahltem Phenylalanin nach Vladimirov et al. (1970) 
und Schaich und Pryor (1980) 

Durch den Einfluss von UV-Strahlung auf Tyrosin können durch Abspaltung von Was-
serstoff Phenoxylradikale entstehen (vgl. Abbildung 7). 
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CH2-CH(NH2)-COOH

hν  

CH2-CH(NH2)-COOH

+ R' 

OR' O  

Abbildung 7: Mögliche Reaktion von UV-bestrahltem Tyrosin nach Vladimirov et al. (1970) und 
Schaich und Pryor (1980) 

Nach Vladimirov et al. (1970) kann eine UV-Bestrahlung zu einer photochemischen 
Reaktion bei Tryptophan führen. Hierbei wird Indol modifiziert, wobei die Seitenkette 
unverändert bleibt. Zusätzlich wird angenommen, dass durch Wasserstoffabspaltung 
von der Stickstoffgruppe während der UV-Bestrahlung Tryptophanradikale gebildet 
werden (vgl. Abbildung 8).  

N

H

hν  

CH2-CH(NH2)-COOH

N

CH2-CH(NH2)-COOH

+ H

 

Abbildung 8: Mögliche Reaktion von UV-bestrahltem Tryptophan nach Vladimirov et al. (1970) 
und Schaich und Pryor (1980) 

Der Effekt einer UV-Bestrahlung wurde bereits an Folien aus Sojaprotein, Erdnusspro-
tein, Fisch-Gelatine, Eialbumin und Casein untersucht (Gennadios et al., 1998, Rhim et 
al., 1999, Liu et al., 2004, Micard et al., 2000, Otoni et al., 2012). In den meisten Fällen 
wurde berichtet, dass eine UV-Bestrahlung die mechanischen und optischen Eigen-
schaften der bestrahlten Filme beeinflusst. Die veröffentlichten Ergebnisse variieren 
aber sehr stark, was auf die unterschiedlichen Proteinherkunft und die unterschiedli-
chen Ausgangseigenschaften zurückgeführt werden kann.  

Nur sehr wenige Informationen über den Einfluss von UV-Strahlung auf Molkenprotein-
basierte Folien und Beschichtungen sind verfügbar. Ustunol und Mert (2004) haben 
Molkenprotein-basierte Ausgangsformulierungen für drei Stunden mit UV-Licht be-
strahlt und aus den bestrahlten Formulierungen Folien hergestellt. Diese Folien zeigten 
erhöhte Zugfestigkeitswerte auf. Es konnte aber kein signifikanter Einfluss auf die Bar-
riereeigenschaften festgestellt werden. 

Bezüglich der direkten UV-Bestrahlung von fertigen Molkenprotein-basierten Folien 
und Beschichtungen waren vor und während der Untersuchungen im Rahmen dieser 
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Dissertation keine sonstigen Forschungsaktivitäten und daraus resultierenden wissen-
schaftlichen Publikationen bekannt. Zwischenzeitlich haben sich weitere Wissenschaft-
ler der Thematik angenommen und den Einfluss von UV-Strahlung auf verpackungsre-
levante Eigenschaften von fertigen Molkenprotein-basierten Folien untersucht und 
kürzlich publiziert (Díaz et al., 2016). Diese neuen Erkenntnisse zu verpackungsrele-
vanten Eigenschaften von UV-bestrahlten Molkenprotein-basierten Folien werden in 
Kapitel 5.6.2 mit den Ergebnissen der vorliegenden Dissertation verglichen und disku-
tiert. Die Studie von Díaz et al. (2016) zitiert und berücksichtigt inhaltlich den einschlä-
gigen wissenschaftlichen Aufsatz zu den Ergebnissen zum Einfluss der UV-
Bestrahlung aus dieser Dissertation (Schmid et al., 2015c). Auch wurden zwei weitere 
wissenschaftliche Aufsätze, welche im Rahmen dieser Dissertation veröffentlicht wur-
den (Schmid et al., 2014a, Schmid et al., 2014b), in der Studie von Díaz et al. (2016) 
zitiert und inhaltlich berücksichtigt. 

3.2 Grundlagen zu verpackungsrelevanten Eigenschaften von 
Molkenprotein-basierten Folien und Beschichtungen 

3.2.1 Stofftransport durch Folien und Beschichtungen 

Der Permeationsvorgang spielt für Verpackungsfolien eine entscheidende Rolle, da die 
Barriereeigenschaften maßgeblich die Qualität und Haltbarkeit von verpackten Le-
bensmitteln bestimmen (Ahlhaus, 1997). Besonders die Sauerstoff- und die Wasser-
dampfdurchlässigkeit einer Verpackung können die Eigenschaften des Lebensmittels 
stark beeinflussen. In diesem Kapitel werden die physikalischen Grundlagen zum 
Stofftransport durch die Polymermatrix zusammengefasst. Das genaue Vorgehen zur 
experimentellen Bestimmung der Wasserdampf- und Sauerstoffdurchlässigkeit wird in 
Kapitel 4.3.1 beschrieben. 

Permeation wird als Transport von gas-, dampfförmigen oder flüssigen Substanzen 
(Permeat) durch einen polymeren Feststoff, von der einen Seite auf die andere des 
Feststoffs, definiert (Coles et al., 2003). Es findet also ein Massentransport statt 
(Piringer, 1993). Zum einen kann der Permeationsprozess durch sehr kleine Poren im 
Material (Grenzfall) (Langowski, 2005) oder durch den Lösungs-Diffusionseffekt erfol-
gen (Robertson, 2013). Eine weitere Möglichkeit stellt der Stofftransport überwiegend 
an Fehlstellen dar. Hierbei ist der Stofffluss durch das intakte Material gegenüber dem 
durch die Fehlstelle meist vernachlässigbar klein (Langowski, 2005).  

Die Permeation durch Kunststofffolien findet statt, wenn der feste Kunststoff zwei direkt 
nebeneinander liegende Räume voneinander trennt, die unterschiedliche Gaskonzent-
rationen c enthalten (vgl. Abbildung 9). Das Druck- bzw. Konzentrationsgefälle stellt die 
treibende Kraft für den Diffusionsvorgang dar (Menges et al., 2002). 

Die Permeation durch homogene Materialien (Langowski, 2005) wie z.B. Polymere, 
wozu auch die Molkenprotein-basierten Folien und Beschichtungen zählen,  läuft auf 
Grundlage unterschiedlicher physikalischer Vorgänge ab. Diese Vorgänge sind: Die 
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Adsorption an, die Absorption in, die Diffusion durch das Verpackungsmaterial und die 
Desorption vom Material auf der Seite der niedrigeren Konzentration (Piringer, 1993). 
Diese Vorgänge sind für ein homogenes Material mit der Schichtdicke d in der nachfol-
genden Abbildung dargestellt: 

 

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Lösung-Diffusions-Modells nach (Robertson, 2013) 

Der Permeationsprozess nach dem Lösungs-Diffusions-Modell kann meist mathema-
tisch über das Gesetz nach Henry und das Gesetz nach Fick beschrieben werden (vgl. 
Abbildung 9). (Menges et al., 2002, Piringer und Baner, 2008, Henry, 1803, Henry, 
1800, Fick, 1855, Graham, 1866a, Graham, 1866b). 

3.2.1.1 Gesetz nach Henry 

Das Gesetz nach Henry (Henrysches Gesetz) beschreibt das Löslichkeitsverhalten von 
Gasen in einem Polymer. Hierbei diffundieren die Moleküle in das Polymer, bis sich ein 
dynamisches Gleichgewicht einstellt. Wenn das dynamische Gleichgewicht eingestellt 
ist, entspricht die Anzahl der absorbierten Moleküle der Anzahl an desorbierten Mole-
küle. Bei einer konstanten Partialdruckdifferenz stellt sich so im Polymer ein zeitunab-
hängiges Konzentrationsprofil ein (Menges et al., 2002). Über das Henrysche Gesetz 
kann die Konzentration c des absorbierten Stoffes im Polymer in Abhängigkeit vom 
Partialdruck p wie nachfolgend beschrieben werden (Piringer und Baner, 2008): 
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Gleichung 2: Henrysches Gesetz (Piringer und Baner, 2008) 

Henrysches Gesetz Symbol Bezeichnung Übliche Einheit (z.B.) 

𝒄𝒄 = 𝑺𝑺 • 𝒑𝒑 

c 

S 

p 

Konzentration (STP) 

Sorptionskoeffizient 

Druck 

[cm3
Medium(STP)/cm3

Polymer] 

[cm3(STP)/(cm3 bar)] 

[bar] 

STP: Standard temperature and pressure bzw. Normalbedingungen (273,15 K; 
1,013·105 Pa) 

Der Sorptionskoeffizient S wird auch als Löslichkeitskoeffizient bezeichnet. Er ist ein 
Maß für die Löslichkeit der Moleküle im Polymer und ist u.a. von der Polarität des Per-
meats und Materials abhängig. Löslichkeitskoeffizienten für inerte Gase in Polymeren 
liegen bei Raumtemperatur üblicherweise zwischen 0,02 bis 1 cm3(STP)/(cm3·bar). 
(Menges et al., 2002) 

Strenggenommen gilt das Henrysche Gesetz nur dann, wenn die sorbierende Sub-
stanz im Polymer nicht dissoziiert, geringe Drücke herrschen und die Temperatur 
oberhalb der Glasübergangstemperatur Tg liegt. Zudem gilt das Henrysche Gesetz nur 
bei verdünnten Systemen bzw. geringen Partialdrücken (Van Krevelen und Te 
Nijenhuis, 2009). Da bei der Permeation durch Molkenprotein-basierte Folien und Be-
schichtungen üblicherweise geringe Drücke auftreten, die betrachteten Substanzen 
nicht dissoziieren und Tg überschritten ist (nach Sothornvit et al. (2002) liegt Tg von β-
Lactoglobulin basierten Folien zwischen -43 °C und -49 °C), wird in der vorliegenden 
Arbeit, wie für die meisten Gas/Polymer-Systeme, die Gültigkeit des Henryschen Ge-
setzes angenommen. 

3.2.1.2 Ficksches Gesetz 

Die Stoffflussdichte J (Substanzmenge pro Zeit und Flächeneinheit) kann im Gleichge-
wichtszustand mit dem ersten Fickschen Gesetz beschrieben werden (Menges et al., 
2002, Robertson, 2013, Lee et al., 2008a, Fick, 1855): 

Gleichung 3: Ficksches Gesetz 

Ficksches Gesetz Symbol Bezeichnung Übliche Einheit 
(z.B.) 

𝑱𝑱 = −𝑫𝑫 •  
𝒅𝒅𝒄𝒄
𝒅𝒅𝒅𝒅

 

J 

dc 

dx 

D 

Stoffflussdichte 

Konzentrationsgradient 

Länge des Diffusionswegs 

Diffusionskoeffizient 

[mol/(m2 s)] 

[mol/m3] 
[m] 

[m2/s] 

Nach einer gewissen Zeit stellt sich durch Diffusionsvorgänge ein Fließgleichgewicht 
mit konstantem Konzentrationsgradienten ein. Daher gilt für eine Folie mit der Dicke d 
mit verschiedenen Konzentrationen an den zwei verschiedenen Oberflächen (c1 für x=0 
und c2 für x=d) folgender Zusammenhang (Piringer, 1993, Barrer, 1941): 
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Gleichung 4: Stoffflussdichte im stationären Zustand 

Stoffflussdichte Symbol Bezeichnung Übliche 
Einheit 
(z.B.) 

𝑱𝑱 = 𝑫𝑫 •
𝒄𝒄𝟏𝟏 − 𝒄𝒄𝟐𝟐

𝒅𝒅
= 𝒌𝒌𝒕𝒕𝒌𝒌𝒌𝒌𝒕𝒕. 

J 

D 

c1 

c2 

d 

Stoffflussdichte 

Diffusionskoeffizient 

Permeantkonz. an Oberfläche 1 

Permeantkonz. an Oberfläche 2 

Dicke der Polymerschicht 

[mol/(m2•s)] 

[m2/s] 

[mol/m3] 

[mol/m3] 

[m] 

Crank (1975) leitete aus den Fickschen Gesetzen folgende Näherungsgleichung für die 
Absorptionsgeschwindigkeit ab. 

Gleichung 5: Näherungsgleichung für die sorbierte Stoffmenge in Abhängigkeit von der Zeit 
nach Crank (1975) 

Näherungsgleichung 
nach Crank 

Symbol Bezeichnung Übliche 
Einheit 
(z.B.) 

𝒎𝒎𝒕𝒕

𝒎𝒎∞
=

𝟒𝟒
√𝝅𝝅

∙ �
𝑫𝑫 ∙ 𝒕𝒕
𝒅𝒅𝟐𝟐

. 

mt 
 

m∞ 
 

D 

d 

Masse absorbierter Substanz im 
Polymer zum Zeitpunkt t  

Masse absorbierter Substanz im 
Polymer im Gleichgewicht  

Diffusionskoeffizient 

Foliendicke 

[g] 
 

[g] 
 

[m2/s] 

[m] 

Mit Gleichung 5 lassen sich Diffusionskoeffizienten durch Sorptionsexperimente ermit-
teln (vgl. 4.3.4.3). 

3.2.1.3 Resultierendes Permeationsgesetz 

Der Zusammenhang der Permeation, der Löslichkeit und der Diffusion ist für ein ho-
mogenes Material über den Permeationskoeffizienten P definiert (vgl. Gleichung 6) 
(Van Krevelen und Te Nijenhuis, 2009, Barrer, 1941). Der Permeationskoeffizient ist 
eine von der Foliendicke d unabhängige Größe, also eine intrinsische Materialeigen-
schaft. Diese ist abhängig von der Temperatur und der permeierenden Substanz. P ist 
das Produkt aus dem Löslichkeitskoeffizient S und dem Diffusionskoeffizient D, falls D 
und S konzentrationsunabhängig sind (Miller und Krochta, 1997, Barrer, 1941). 

Gleichung 6: Permeationskoeffizient P für homogenes Material  (Miesbauer et al., 2008) 

Permeationskoeffizient Symbol Bezeichnung Einheit (z.B.) 

𝑷𝑷 = 𝑫𝑫 • 𝑺𝑺 P Permeationskoeffizient [mol/(m s Pa)] 

Häufig wird der Permeationskoeffizient für Gase in cm3(STP)•µm /(m²•d•bar) und für 
Wasserdampf in g•µm/(m²•d) angegeben (Menges et al., 2002). Der Permeationskoef-
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fizient steigt mit steigender Temperatur und kann für die meisten Polymere und über 
große praxisrelevante Temperaturbereiche durch folgenden Arrhenius-Ansatz darge-
stellt werden (Bleisch et al., 2014, Arrhenius, 1889). 

Gleichung 7: Arrhenius Gleichung 

Arrhenius Gleichung Symbol Bezeichnung Einheit (z.B.) 

𝑷𝑷 =  𝑷𝑷𝟎𝟎  ∙ 𝒆𝒆−
𝑬𝑬𝑨𝑨
𝑹𝑹∙𝑻𝑻 

P  

P0 

EA 

R 

T 

Permeationskoeffizient  

Konstante 

Aktivierungsenergie 

Universelle Gaskonstante 

Temperatur 

[cm3(STP) µm /(m² d bar)] 

[cm3(STP) µm /(m² d bar)] 

[J/mol] 

[J/(K·mol)] 

[K] 

Gleichung 7 kann für Polymere angewendet werden, welche sich in einem bestimmten 
morphologischen Zustand befinden. Der amorphe Teil von Polymeren befindet sich 
unterhalb der Glasübergangstemperatur Tg im Glaszustand. Oberhalb der Tg befinden 
sie sich im gummielastischen Bereich. Sothornvit et al. (2002) ermittelten die Tg von 
reinen sowie mit Sorbitol und Glycerol weichgemachten β-Lactoglobulin Folien. Sie 
postulieren eine Tg von -47 bis -45 °C ohne signifikante Einflüsse der Lagerfeuchte, 
Weichmacherart und Weichmacherkonzentration auf Tg. Es kann daher davon ausge-
gangen werden, dass sich weichgemachte Molkenproteinisolat-basierte Folien und 
Beschichtungen, wie sie im Rahmen dieser Dissertation hergestellt und charakterisiert 
werden, sich deutlich oberhalb von Tg befinden. 

Bei Löslichkeits- und Diffusionskoeffizienten bestehen ähnliche Abhängigkeiten. 
(McKeen, 2012) Die Anwesenheit anderer Substanzen (z.B. H2O) können die Permea-
tionskoeffizienten von Polymeren beeinflussen, wenn diese sich in signifikanter Kon-
zentration im Polymer lösen. Dies kann zu strukturellen Veränderungen im Polymer 
führen. So nimmt z.B. bei polaren Polymeren der Permeationskoeffizient bei steigender 
relativer Luftfeuchtigkeit zu, da die Polymerstruktur aufgrund der starken Wechselwir-
kungen zwischen Polymer und Wasser aufgeweitet wird. (Bleisch et al., 2014)  

Um die Permeationseigenschaften einer vorliegenden Polymerprobe zu beschreiben, 
wird die Durchlässigkeit Q verwendet (Langowski, 2008). 

Gleichung 8: Durchlässigkeit Q (Langowski, 2008) 

Durchlässigkeit Symbol Bezeichnung Einheit (z.B.) 

𝑸𝑸 = 𝑷𝑷/𝒅𝒅 Q Durchlässigkeit [mol/(m2 s Pa)] 

Die Durchlässigkeit Q wird auch in unterschiedlichen Einheiten angegeben. In der 
technischen Praxis wird als Maß der Substanzmenge für bei Raumtemperatur gasför-
mige Substanzen (z.B. O2, CO2, N2) das Volumen unter Normalbedingungen (STP) 
verwendet. Hierbei wird das Durchlässigkeitsverhältnis zwischen verschiedenen Sub-
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stanzen nach Yasuda und Lamaze (1971) Permselektivität genannt. Bei Substanzen, 
bei denen Flüssigkeit und Dampfphase im Gleichgewicht stehen (z.B. H2O), wird nicht 
das Volumen, sondern die Masse eingesetzt. Daher werden auch in der vorliegenden 
Dissertation die Einheiten für die Durchlässigkeit Q von Gasen in cm3(STP)/(m² d bar) 
und für Wasserdampf in g /(m² d bar) verwendet. 

Der Permeationskoeffizient kann, wie häufig verwendet, auch nach Gleichung 8 in der 
Form der Durchlässigkeit Q auf eine Dicke von 100 µm Schichtdicke normiert und als 
Q100-Wert ausgedrückt werden (vgl. Gleichung 9). 

Gleichung 9: Durchlässigkeit Q normiert auf 100 µm Schichtdicke 

Stand. Durchlässigkeit Symbol Bezeichnung 

𝑸𝑸𝟏𝟏𝟎𝟎𝟎𝟎 = 𝑸𝑸 • (
𝒅𝒅
𝟏𝟏𝟎𝟎𝟎𝟎

) Q100 Durchlässigkeit (Permeabilität) normiert auf 
100 µm Schichtdicke 

Bei Mehrschichtverbundfolien aus unterschiedlichen Polymeren mit den Permeations-
koeffizienten Pi und den Dicken di gilt für die Gesamtdurchlässigkeit Qges des Verbun-
des Gleichung 10 (Langowski, 2005, Barrer, 1941, Lee et al., 2008a, Crank, 1975): 

Gleichung 10: Durchlässigkeit Qges für Mehrschichtverbundfolien auf polymerer Basis 

Durchlässigkeit polymerer Mehr-
schichtverbundfolien 

Symbol Bezeichnung 

𝟏𝟏
𝑸𝑸𝒈𝒈𝒆𝒆𝒌𝒌

= �
𝒅𝒅𝒊𝒊
𝑷𝑷𝒊𝒊𝒊𝒊

=
𝟏𝟏
𝑸𝑸𝟏𝟏

+
𝟏𝟏
𝑸𝑸𝟐𝟐

+
𝟏𝟏
𝑸𝑸𝟑𝟑

+ ⋯+
𝟏𝟏
𝑸𝑸𝒌𝒌

 

Qges 

Qn 

Pi 

di 

Durchlässigkeit Verbundfolie 

Durchlässigkeit Monoschicht 

Permeationskoeff. Monoschicht 

Schichtdicke Monoschicht 

Unter Verwendung von Gleichung 10 kann nach entsprechender Umstellung die 
Durchlässigkeit von Molkenprotein-basierten Beschichtungen bei zwei oder Mehr-
schichtverbunden berechnet werden (Hong und Krochta, 2003). Dies ist eine Möglich-
keit, die Durchlässigkeit von Molkenprotein-basierten Beschichtungen zu ermitteln, die 
untrennbar mit dem beschichteten Substrat verbundenen sind. Hierfür wird die Durch-
lässigkeit des unbeschichteten Substrats und ggf., bei Verbunden aus mehr als zwei 
Komponenten, die Durchlässigkeiten weiterer Monoschichten sowie  die Durchlässig-
keit des Gesamtverbundes gemessen. Somit kann die Durchlässigkeit unter Verwen-
dung von Gleichung 10 nach entsprechender Umstellung berechnet werden.  

3.2.1.4 Sauerstoff- und Wasserdampfdurchlässigkeit 

Die Sauerstoffdurchlässigkeit ist besonders für Polymer-basierte Verpackungen zur 
Anwendung bei sauerstoffempfindlichen Produkten eine wichtige verpackungsrelevan-
te Eigenschaft. Zur Quantifizierung der permeierenden Sauerstoffmenge durch Folien 
und Beschichtungen wird üblicherweise die Sauerstofftransmissionsrate OTR (Oxygen 
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Transmission Rate) gemessen, aus der der Sauerstoffpermeationskoeffizient PO2 er-
rechnet werden kann (Hong und Krochta, 2003). 

Gleichung 11: Sauerstoffpermeationskoeffizient PO2 (Mehyar und Han, 2004) 

O2-Permeationskoeff. Symbol Bezeichnung Übliche Einheit (z.B.) 

𝑷𝑷𝑶𝑶𝟐𝟐 =
𝑶𝑶𝑻𝑻𝑹𝑹

𝒑𝒑𝟏𝟏 − 𝒑𝒑𝟐𝟐
∙ 𝒅𝒅 

PO2 O2-Permeationskoeff. [(cm3(STP) µm)/(m2 d bar)] 

OTR O2-Transmissionsrate [(cm3(STP))/(m2 d)] 

p1-p2 Partialdruckdifferenz 
zwischen zwei Folien-
seiten 

[bar] 

d Foliendicke [µm] 

Die Wasserdampfdurchlässigkeit von Packmitteln wird stark durch die Eigenschaften 
der verwendeten Polymere beeinflusst. Hierzu zählen u.a. die Polarität, Orientierung 
und Kristallisationsgrad (Jenkins und Harrington, 1992). Wenn das Henrysche Gesetz 
Gültigkeit hat, kann die Wasserdampfpermeationsrate (water vapour transmission rate, 
WVTR) experimentell bestimmt und dann der Wasserdampfpermeationskoeffizient 
PH2O nach Gleichung 12 berechnet werden. 

Gleichung 12: Wasserdampfpermeationskoeffizient PH2O (Mehyar und Han, 2004) 

Wasserdampfpermeati-
onskoeffizient 

Sym-
bol 

Bezeichnung Übliche Einheit 
(z.B.) 

𝑷𝑷𝑫𝑫𝟐𝟐𝑶𝑶 =
𝑾𝑾𝑾𝑾𝑻𝑻𝑹𝑹
𝒑𝒑𝟏𝟏 − 𝒑𝒑𝟐𝟐

∙ 𝒅𝒅 

PH2O Wasserdampfpermea-
tionskoeffizient 

[(g µm)/(m2 d bar)] 

WVTR Wasserdampftrans-
missionsrate 

[g/(m2 d)] 

p1-p2 Partialdruckdifferenz 
zwischen zwei Folien-
seiten 

[bar] 

d Foliendicke [µm] 

Wie bereits erwähnt, variieren die Sauerstoff- und Wasserdampfdurchlässigkeiten ver-
schiedener Polymere aufgrund einer Vielzahl an unterschiedlichen intrinsischen Eigen-
schaften teilweise um mehrere Größenordnungen (vgl. Abbildung 10). Dies ist einer 
der ausschlaggebenden Gründe dafür, warum oft Mehrschichtverbundfolien als Pack-
mittel für sensible Lebensmittel verwendet werden. Durch die Kombination der jeweili-
gen Eigenschaften der verwendeten Polymere können Verbundfolien mit für das Pack-
gut maßgeschneiderten Permeationseigenschaften hergestellt werden. Abbildung 10 
zeigt die auf 100 µm Foliendicke standardisierte Durchlässigkeit Q100 unterschiedlicher 
Polymere. 
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Abbildung 10: Normierte Sauerstoffdurchlässigkeit und normierte Wasserdampftransmissionsra-
te unterschiedlicher Polymere adaptiert aus Langowski (2008) und Molkenprotein: Stand der 
Technik zu Beginn dieser Arbeit (Schmid et al., 2012). 

Auch aus ökonomischen Gründen ist die Kombination von unterschiedlichen Polyme-
ren zu Mehrschichtverbundfolien, trotz des größeren Herstellungsaufwandes im Ver-
gleich zu Monofolien, durchaus sinnvoll. Dies wird deutlich, wenn man sich vor Augen 
hält, dass sich die Durchlässigkeiten der unterschiedlichen Polymere oft um mehrere 
Größenordnungen, aber die Polymerpreise in €/m³ sich nur um bis zu Faktor sechs 
(Endres und Siebert-Raths, 2011), unterscheiden. Da laut Gleichung 10 (S. 24) die 
jeweiligen Komponenten mit der geringsten Durchlässigkeit die Gesamtdurchlässigkeit 
limitieren, und aufgrund des umgekehrt proportionalen Zusammenhanges zwischen 
Durchlässigkeit und Schichtdicke (vgl. Gleichung 8, S. 23), können so kosteneffiziente 
Mehrschichtverbundfolien gestaltet werden. Dieses Prinzip gilt auch bei der Verwen-
dung von Molkenprotein-basierten Beschichtungen in Mehrschichtverbundfolien. In den 
EU-Projekten Wheylayer (2008-2011; Grant Agreement Nummer (GA-Nr.): 218340-
25), Wheylayer 2 (2012-2014; GA-Nr.: 315743) und ThermoWhey (2014-2016; GA-Nr.: 
13-3-005) wurden unter Mitwirkung des Autors Mehrschichtverbundfolien mit Molken-
protein-basierten Beschichtungen bis zum industriellen Demonstrator entwickelt 
(Schmid et al., 2012, Bugnicourt et al., 2013, Schmid et al., 2013b, Stäbler und 
Schmid, 2016). Die Molkenprotein-basierte Schicht fungiert hierbei als Ersatz für das 
üblicherweise in Mehrschichtverbundfolien als Sauerstoffbarriere eingesetzte EVOH 
(vgl. Abbildung 10). Im Gegensatz zur vorliegenden Dissertation, welche sich mit der 
Beantwortung von grundlegenden Fragestellungen zu Rezeptur-Prozess-
Wechselwirkungs-Eigenschaftsbeziehungen beschäftigt, stand bei den genannten Pro-
jekten die Entwicklung möglichst kosteneffizienter Molkenprotein-basierter Formulie-
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rungen im Vordergrund, welche sich auf industriellen Lackier- und Kaschieranlagen 
verarbeiten lassen und marktrelevante Eigenschaften aufweisen (Schmid et al., 2012, 
Schmid et al., 2013b, Cinelli et al., 2014, Bugnicourt et al., 2013). Hierbei spielen Le-
bensmittelverpackungsrechtliche Aspekte eine entscheidende Rolle, welche nachfol-
gend kurz erläutert werden. 

Molkenprotein ist eine sehr vielseitig einsetzbare Lebensmittelzutat. Als solche sind 
Molkenproteine aus rechtlicher Sicht prinzipiell geeignet, um als essbare Überzuge mit 
Lebensmittel direkt in Kontakt zu kommen oder als Zutat in Lebensmitteln verarbeitet 
zu werden (Onwulata und Huth, 2008). Für den Einsatz als Lebensmittelverpackung 
müssen auch Molkenprotein-basierte Folien und Beschichtungen die Anforderungen 
der Verordnung (EU) Nr. 10/2011 über Materialien und Gegenstände aus Kunststoff, 
die dazu bestimmt sind, mit Lebensmitteln in Berührung zu kommen, erfüllen. Nach 
Bugnicourt et al. (2013) erfüllen Mehrschichtverbundfolien, bei denen eine Molkenpro-
teinisolat-basierte Barriereschicht im Inneren der Verbundfolie vorhanden ist, die An-
forderungen der Verordnung (EU) Nr. 10/2011. Auch flexible Folien, Tubenlaminate 
und daraus hergestellte Tuben sowie Blister, die unter dem eingetragenen Markenna-
men WHEYLAYER® vertrieben werden sollen, sind nach Angaben der Markeninhaber 
für den Einsatz mit Lebensmitteln nach Verordnung (EU) Nr. 10/2011 geeignet (Zeme, 
2014). 

3.2.2 Mechanische Eigenschaften 

Mechanische Beanspruchungen, die während der Herstellung und dem Gebrauch ei-
ner Verpackungen auftreten, können zu einer Beschädigung der Verpackung und da-
mit zu einer potentiellen Schädigung des Füllgutes führen (Bergmair et al., 2004, 
Buchner, 1999). Kennwerte, die auf die mechanischen Eigenschaften und die daraus 
resultierende Anwendungsbereiche einer Folie schließen lassen, sind die Zugfestigkeit 
σm, die Bruchdehnung εb und das Elastizitätsmodul (E-Modul) E (Shah et al., 2017). 
Ziel bei der Herstellung von Folien ist dabei eine möglichst hohe Zugfestigkeit und 
Bruchdehnung, da es bei einer Überschreitung der maximalen Zugfestigkeit und 
Bruchdehnung zum Abriss der Folie kommt. Während des Gebrauchs können diese 
Beschädigungen zum Verlust der Barriereeigenschaften des Packmittels führen. Die 
Zugfestigkeit und Bruchdehnung sind oft gegenläufig (Bergmair et al., 2004). 

Die mechanischen Kennwerte können mittels Zugversuche nach DIN EN ISO 527 er-
mittelt werden. Hierbei wird eine Probe mit einer definierten Anfangsfläche A0 und mit 
einer definierten Kraft F bis zum Bruch belastet. Es wird die Spannung σ und Dehnung 
ε berechnet und in einem Spannungs-Dehnungsdiagramm aufgetragen (Bergmair et 
al., 2004). Die Spannung ist durch folgende Gleichung definiert: 
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Gleichung 13: Mechanische Spannung σ 

Spannung Symbol Bezeichnung Einheit 

𝝈𝝈 =  
𝑭𝑭
𝑨𝑨𝟎𝟎

 

σ Spannung [N·m-2] 

F Kraft [N] 

A0 Anfangsfläche [m²] 

Die Dehnung als dimensionslose Zahl ist durch Gleichung 14 definiert. 

Gleichung 14: Dehnung ε 

Dehnung Symbol Bezeichnung Einheit 

𝜺𝜺 =  
∆𝑳𝑳
𝑳𝑳𝟎𝟎

 

ε Dehnung [-] 

ΔL Längenänderung [m] 

L0 ursprüngliche Länge [m] 

In der Norm DIN  EN  ISO 527-1 sind die Zugeigenschaften von Kunststoffen unter 
festgelegten Bedingungen definiert. Als Zugfestigkeit σm versteht man die Spannung 
beim ersten Spannungsmaximum im Zugversuch (vgl. Abbildung 11). Sie wird aus der 
ersten maximal erreichten Zugkraft, bezogen auf den ursprünglichen Querschnitt der 
Probe, errechnet. Die Zugfestigkeit wird in der Einheit N/mm2 oder MPa angegeben. 
Die Zugfestigkeit kann die Spannung sein, bei der die Probe zu fließen beginnt oder 
bricht und ist durch Gleichung 15 definiert: 

Gleichung 15: Zugfestigkeit σm 

Zugfestigkeit Symbol Bezeichnung Einheit 

𝝈𝝈𝒎𝒎 =
𝑭𝑭𝒎𝒎𝑭𝑭𝒅𝒅.
𝑨𝑨𝟎𝟎

 

Fmax. 

A0 

σm 

Max. Kraft 

Ausgangsfläche 

Zugfestigkeit 

[N] 

[mm2] 

[MPa = N/mm2] 

Als Bruchdehnung εb ist die maximale Dehnung eines Körpers, bis es zum Bruch 
kommt, definiert (Nentwig, 2006). Nach DIN EN ISO 527-1 ist  εb  der zuletzt aufge-
zeichnete Dehnungswert, bevor ein Spannungsabfall auf ≤ 10 % des Festigkeitswerts 
erfolgt. 
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Gleichung 16: Bruchdehnung εb 

Bruchdehnung Symbol Bezeichnung Einheit 

 ɛ𝒃𝒃 =
𝑳𝑳𝒃𝒃 − 𝑳𝑳𝟎𝟎
𝑳𝑳𝟎𝟎

 

Lb 

L0 

εb 

Länge beim Bruch 

Anfangslänge 

Bruchdehnung 

[mm] 

[mm] 

[-] 

Durch Auftragung der Spannungen σ und Dehnungen ε während des Prüfverlaufs im 
Spannungs-Dehnungsdiagramm, kann das Elastizitätsmodul E (E-Modul oder Zugmo-
dul) eines Materials bestimmt werden. Es ist definiert als die Steigung der Spannungs-
Dehnungskurve σ(ε) innerhalb der ε-Werte 0,05 und 0,25 %. Die Messgeschwindigkeit 
für die Bestimmung des E-Moduls E erfolgt nach DIN EN ISO 527-1 bei 0,5 % L0/min 
(vgl. Kapitel 4.3.2). Es hat die Einheit MPa und ist über folgende Gleichung definiert: 

Gleichung 17: Elastizitätsmodul E  

Elastizitätsmodul Symbol Bezeichnung Einheit 

 𝑬𝑬 =
𝝈𝝈𝟐𝟐 ˗ 𝝈𝝈𝟏𝟏
ɛ𝟐𝟐 ˗ ɛ𝟏𝟏

 

σ1, σ2 

ε1, ε2 

E 

Spannungen bei Dehnung 1, 2 

Dehnungen 1, 2 

E-Modul 

[MPa] 

[-] 

[MPa] 

Das Elastizitätsmodul ist ein Maß für die Steifigkeit eines Werkstoffs. Das Elastizitäts-
modul ist umso größer, je mehr Widerstand ein Material seiner elastischen Verformung 
entgegensetzt (Arnold, 2013). Nach DIN EN ISO 527-1 wird ein Werkstoff als steif be-
zeichnet, wenn das Zug-Elastizitätsmodul über 700 MPa liegt. Als halbsteif wird es 
bezeichnet, wenn das Zug-Elastizitätsmodul Werte zwischen 70 und 700 MPa auf-
weist. Proteinbasierte Folien können sowohl in die Kategorie steif als auch halbsteif 
eingeteilt werden. Je nach Proteinherkunft, Formulierung und Herstellungsart kann das 
E-Modul dieser Folien sowohl zwischen 70 und 700 MPa als auch über 700 MPa liegen 
(Schmid et al., 2015b, Coltelli et al., 2016). Abbildung 11 zeigt dieses Verhalten an 
typischen Spannungs-Dehnungskurven von Polymeren. Die hier nicht definierte Sym-
bole sind für die vorliegende Dissertation nicht relevant. 
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Abbildung 11: Typische Spannungs-Dehnungskurven von Polymeren adaptiert nach DIN EN 
ISO 527-1 

Der lineare Anstieg zu Beginn des Spannungs-Dehnungsdiagramms wird als 
Hookesche Gerade bezeichnet (Arnold, 2013, Askeland et al., 2011). Während des 
linearen Verlaufs ist die Formänderung des Prüfkörpers reversibel. Im Anschluss 
kommt es zur plastischen, irreversiblen Verformung (Ehrenstein, 1999). Der senkrechte 
Abfall der Kurve stellt den Bruch des Materials dar und wird in Abbildung 11 mit dem 
Index b dargestellt. Kurve (a) entspricht sprödem Material mit niedrigen Dehnungswer-
ten ε, wobei keine Streckgrenze erreicht wird. Kurve (d) hingegen entspricht gummiar-
tigem Material mit höheren Dehnungswerten ε. Kurven (b) und (c) zeigen dehnbares 
Material, wobei (b) härter ist als (c). Molkenproteinisolat-basierte Folien mit entspre-
chendem Weichmachergehalt zeigen einen Spannungs-Dehnungskurvenverlauf, der 
dem gummiähnlicher Werkstoffe entspricht (Anker et al., 1998). 

3.2.3 Oberflächenenergie 

Ergänzend zu den in den vorherigen Kapiteln beschriebenen verpackungsrelevanten 
Eigenschaften wird in diesem Kapitel die Oberflächenenergie von Folien und Beschich-
tungen, welche zur Interpretation der erarbeiteten Ergebnisse von Nutzen ist, be-
schrieben. 

In Flüssigkeiten und Festkörpern wirken Kohäsionskräfte, welche in Oberflächennähe 
eine nach innen gerichtete Kraft bewirken. Um die Flächeneinheit einer neuen Oberflä-
che zu erzeugen, muss eine Arbeit verrichtet werden. Somit ergibt sich die Oberflä-
chenenergie σs, aus dem Verhältnis der zur Oberflächenvergrößerung dA benötigten 
Arbeit dW zur Oberflächenänderung dA (Gleichung 18). 
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Gleichung 18: Oberflächenenergie 

Oberflächenenergie Symbol Bezeichnung Einheit 

 σ𝒌𝒌=
dW
dA = σ𝒑𝒑 + σ𝒅𝒅 

dW 

dA 

σs 

Arbeit 

Oberflächenänderung 

Oberflächenenergie Festkörper 

[J] 

[m²] 

[J/m²]/[mN/m] 

Die Oberflächenenergie σs kann als messbare Größe für die Summe der Bindungskräf-
te an einer Oberfläche angesehen werden und setzt sich aus einem polaren σp und 
einem dispersen σd  Anteil zusammen. Als Ursache für die polaren Kräfte werden durch 
die unterschiedlichen Elektronegativitäten der Atome eines Moleküls und die sich 
dadurch ergebenden permanenten Dipole, sog. Keesom- und Debye-
Wechselwirkungen, betrachtet. Dispersionskräfte sind zwischen allen Molekülen vor-
handen und werden durch temporär unsymmetrische Ladungsverteilungen verursacht, 
sog. Londonsche Kräfte. (Lake, 2009, Schäfer, 2012) 

Zur Messung der Oberflächenenergie werden u.a. Kontaktwinkelmessgeräte bzw. 
Randwinkelmessgeräte eingesetzt. Hierbei werden unterschiedliche Flüssigkeiten be-
kannter Oberflächenspannung  σl eingesetzt. Young (1805) stellte den Zusammenhang 
zwischen dem Kontaktwinkel α und dem Verhältnis der Oberflächenspannung der flüs-
sigen Phase σl  und der Oberflächenenergie der festen Phase σs her (Gleichung 19).  

Gleichung 19: Youngsche Gleichung (Lake, 2009) 

Youngsche Gleichung Symbol Bezeichnung Einheit 

 σ𝒌𝒌=σ𝒌𝒌𝒔𝒔+σ𝒔𝒔 ∙ 𝒄𝒄𝒕𝒕𝒌𝒌 𝜶𝜶 

σs  

σl  

σsl 

α 

Oberflächenenergie Festkörper 

Oberflächenspannung Flüssigkeit 

Grenzflächenspannung 

Kontaktwinkel 

[J/m²]/[mN/m] 

[m²] 

[J/m²]/[mN/m] 

[°] 

Durch Anwendung der Owens-Wendt-Rabel-Kaelble Methode (OWRK-Methode), wel-
che die Grenzflächenspannung aus den molekularen Wechselwirkungen zwischen den 
Phasen ableitet, lässt sich so die Oberflächenspannung sowie deren polarer und dis-
perser Anteil eines Festkörpers ermitteln. (Owens und Wendt, 1969, Kaelble und 
Moacanin, 1977). Hierbei gilt grundsätzlich, dass eine Erhöhung der molekularen 
Wechselwirkungen an der Grenzfläche zu niedrigeren Grenzflächenspannungen führt.  
(Schäfer, 2012). 

Für Beschichtungs- und Kaschierprozesse ist die Kenntnis der Oberflächenenergie von 
entscheidender Bedeutung, da die Benetzbarkeit von Substratoberflächen eine Grund-
voraussetzung für haftfeste Beschichtungen ist. Nach Fox und Zisman (1950) gilt, dass 
für eine gute Benetzung der Substratoberfläche die Oberflächenspannung der Flüssig-
keit σl  kleiner oder gleich der Oberflächenenergie σs des Substrats sein muss. Was-
ser-basierte Formulierungen (wie z.B. Molkenprotein-basierte Formulierungen), haben 
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oft eine vergleichsweise hohe Oberflächenspannung, was durch den ausgeprägten 
Dipol-Charakter von Wasser und der damit einhergehenden starken Attraktionskräfte 
erklärt werden kann (Nanetti, 2016). Durch die Ermittlung der Oberflächenenergie so-
wie deren polaren und dispersen Anteils, können Abschätzungen über die Beschaffen-
heit der Oberflächenchemie eines Festkörpers sowie über das Adhäsionspotential un-
terschiedlicher Beschichtungsmaterialien auf dem Festkörper getroffen werden. 
(Schäfer, 2012) 

3.3 Molekulare Wechselwirkungen in Molkenprotein-basierten 
Folien und Beschichtungen 

Die Bestimmung und Quantifizierung molekularer Wechselwirkungen in Protein-
basierten Formulierungen (Lösungen) und daraus hergestellter Folien und Beschich-
tungen (vgl. Kapitel 3.1.4.1) kann mittels unterschiedlicher analytischer Methoden er-
folgen. Eine Auswahl dieser Methoden, welche in der wissenschaftlichen Literatur zur 
Bestimmung und Quantifizierung von molekularen Wechselwirkungen bei Sojaprotein-, 
Weizengluten-, und Molkenprotein-basierten Folien und Beschichtungen verwendet 
wurden, werden in einem wissenschaftlichen Übersichtsaufsatz von Hammann und 
Schmid (2014) erörtert und zusammengefasst. Hierbei kann in Analyse der Formulie-
rungen (Proteinlösungen) und Analyse der Protein-basierten Folien bzw. Beschichtun-
gen sowie jeweils in qualitative und quantitative Analysen unterschieden werden 
(Tabelle 3). 

Tabelle 3: Auswahl qualitativer und quantitativer Analysemethoden zur Bestimmung von mole-
kularen Wechselwirkungen in Protein-basierten Formulierungen, Folien und Beschichtungen 
(Hammann und Schmid, 2014) 

Zustand Qualifizierung Quantifizierung 

Lösung 

SDS-Page (sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis) 

SEC (Size exclusion chromatog-

raphy) 

Röntgenstreuung (X-ray scattering)  

- 

Folie/ 
Beschichtung 

Spektroskopische Untersuchungen 

Röntgenbeugung (X-ray diffraction) 

Löslichkeitsuntersuchung 

Quellversuche 

Löslichkeitsuntersuchung 

Insgesamt konnten mehr angewendete Methoden zur Qualifizierung als zur Quantifizie-
rung der molekularen Wechselwirkungen in Protein-basierte Formulierungen, Folien 
und Beschichtungen gefunden werden. Zur Quantifizierung des Vernetzungsgrades 
und der Quervernetzungsdichte von festen Folien und Beschichtungen erwiesen sich 
Quellversuche als geeignet, welche in Kapitel 3.3.2 näher beschrieben werden. Als 
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vielversprechendste Methode zur Qualifizierung der intermolekularen Wechselwirkun-
gen in Protein-basierten Folien und Beschichtungen stellten sich Löslichkeitsuntersu-
chungen mit spezifisch spaltenden Puffersystemen und anschließendem Bradford-
Assay heraus. Ein Vorteil dieser Methode ist, dass sie zudem an festen Folien und 
Beschichtungen angewendet werden kann. (Hammann und Schmid, 2014). Die theore-
tischen Grundlagen zu dieser Methode werden nachfolgend näher beschrieben. 

3.3.1 Bestimmung molekularer Wechselwirkungen in Molkenprotein-
basierten Folien und Beschichtungen 

Molkenprotein-basierte Folien und Beschichtungen aus nativen Proteinen sind über 
einen großen Bereich von Proteinkonzentration, pH-Wert, Temperatur und ionische 
Bedingungen in Wasser löslich (Perez-Gago et al., 1999), da viele hydrophobe Grup-
pen im Inneren der Tertiärstruktur des Proteins verborgen sind und somit keine kova-
lenten intermolekularen Wechselwirkungen, wie z.B. Disulfidbrückenbindungen, aus-
gebildet werden können. Hitzedenaturierte Molkenproteinfolien sind im Gegensatz da-
zu nahezu unlöslich, mit Ausnahme der verwendeten hydrophilen Weichmacher sowie 
nicht vernetzter niedermolekularer Peptide und freier Aminosäuren. Durch die in Kapi-
tel 3.1.6 ausführlich beschriebene Denaturierung von Molkenproteinen kommt es zu 
einer Umstrukturierung der Tertiärstruktur des Proteins. Hierbei werden freie, im Inne-
ren verborgene Thiolgruppen zugänglich gemacht und können andere Thiolgruppen 
oxidieren, um kovalente Disulfidbrückenbindungen auszubilden. Zudem können die 
freien Thiolgruppen mit anderen Disulfidbrückenbindungen wechselwirken. Durch diese 
Polymerisationsreaktionen werden Aggregate gebildet, wobei die eigentliche Folienbil-
dung als eine Konzentrierung dieser Aggregate sowie deren kovalente Vernetzung 
über Disulfidbrückenbindungen beschrieben wird. In Molkenprotein-basierten Folien 
und Beschichtungen stehen auch nach einer vollständigen Proteindenaturierung noch 
freie reaktive Thiolgruppen für eine Quervernetzung zur Verfügung. (Perez-Gago und 
Krochta, 2001, Floris et al., 2008) 

Eine vollständige Löslichkeit denaturierter Molkenprotein-basierter Folien und Be-
schichtungen wird allerdings erst durch das Spalten aller intermolekularen Wechselwir-
kungen erreicht. Die Proteinlöslichkeitsstudie bzw. –untersuchung macht sich diesen 
Umstand zu Nutze, um qualitative und semiquantitative Aussagen über die  beteiligten 
intermolekularen Wechselwirkungen treffen zu können. Hierbei basiert das Vorgehen 
auf der Lösung der Folien und Beschichtungen durch Anwendung unterschiedlicher 
Lösungsmittel (Puffersysteme mit spezifisch spaltenden Reagenzien). Das jeweilige 
Reagens spaltet dabei spezifisch molekulare Wechselwirkungen. Nach Liu und Hsieh 
(2008) können die in Tabelle 4 aufgeführten Reagenzien spezifisch verschiedene 
Wechselwirkungsarten (Bindungen) spalten. 
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Tabelle 4: Wechselwirkungsarten und Reagenzien, die spezifische Wechselwirkungen spalten 
(Liu und Hsieh, 2008) 

Wechselwirkungstyp Spezifische Wechselwirkung Spaltendes Reagenz 

kovalent Disulfidbrückenbindungen Oxidierende oder reduzierende Agenzien, 
wie Perjodsäure, Dithiothreitol (DTT),  
2-Mercaptoethanol, Natriumsulfite  

nicht-kovalent  Wasserstoffbrückenbindungen Stark Wasserstoff-bindende Agenzien,  
wie Urea, Dimethylformamid, Thiourea,  
Natriumdodecylsulfat (SDS) 

nicht-kovalent hydrophobe Wechselwirkun-
gen 

Ionische und nicht-ionische Agenzien,  
wie SDS, Thiourea,  

nicht-kovalent 
elektrostatisch 

sauer hydrophil 
alkalisch hydrophil 

Saure, alkalische oder salzige Lösungen,  
wie Salzsäure (HCl), Natronlauge (NaOH), 
Natriumchlorid (NaCl) 

Proteinlöslichkeitsstudien zur Bestimmung der molekularen Wechselwirkungen in Pro-
teinfilmen beginnen mit der Herstellung einer gepufferten Lösung aus allen Reagenzi-
en, um alle zu untersuchenden molekularen Wechselwirkungen zu spalten. Anschlie-
ßend werden Puffersysteme hergestellt, bei denen ein oder mehrere Reagenzien nicht 
eingesetzt werden und die resultierende Löslichkeit wird mit der Löslichkeit der alle 
Reagenzien enthaltenden Pufferlösung abgeglichen. Dadurch können Rückschlüsse 
auf die in den Folien und Beschichtungen involvierten Protein-Protein-
Wechselwirkungen gezogen werden (Liu und Hsieh, 2008). Diese Vorgehensweise bei 
Proteinlöslichkeitsuntersuchungen machten sich bereits mehrere Forschergruppen zu 
Nutze und bestätigten die Eignung dieser Methode zur Ermittlung der molekularen 
Wechselwirkungen in Protein-basierten Folien und Beschichtungen (Shimada und 
Cheftel, 1989, Guckian et al., 2006, Liu und Hsieh, 2008, Ciannamea et al., 2015) und 
wird daher im Rahmen dieser Dissertation adaptiert und angewendet (siehe Kapitel 
4.4). 

3.3.2 Vernetzungsgrad und -dichte in Molkenprotein-basierten Folien und 
Beschichtungen 

Zur Quantifizierung des Vernetzungsgrades und der Vernetzungsdichte von festen 
Folien und Beschichtungen erwiesen sich Quellversuche als geeignet (Perez-Gago 
und Krochta, 2001, Hammann und Schmid, 2014). Nachfolgend werden die theoreti-
schen Grundlagen dieser Methode erläutert.  

Allgemein versteht man unter Quellen die Veränderung von Volumen und Form eines 
Feststoffes durch die Einflüsse von Flüssigkeiten, Dämpfen oder Gasen (Gröngröft, 
2016). Dieser  Prozess kann in reversible und irreversible Quellung unterteilt werden. 
Die irreversible Quellung ist dabei durch eine Steigerung des Volumens und eine un-
vollständige Drainage nach dem Entfernen des Quellmediums gekennzeichnet (Nakai 
und Modler, 1996). Wird die Quellung nicht begrenzt (z.B. zeitlich), kann das Polymer 
in eine Suspension übergehen oder verbleibt bei Begrenzung der Quellung kohärent 
(Kocher, 2005). Während des Quellprozesses kommt es durch den Einfluss des Lö-
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sungsmittels zu einer Steigerung des Abstandes zwischen den Polymerketten. Elasti-
sche Kräfte des Polymers wirken dem entgegen. Deshalb reagieren quervernetzte Po-
lymer-Hydrogele in Kontakt mit Wasser oder anderen entsprechenden Lösungsmitteln 
mit einer Quellung, anstatt sich aufzulösen. Die Polymerketten werden mit zunehmen-
dem Grad der Quellung (engl. degree of swelling – DoS) in die  Länge gezogen, wobei 
die Entropie des gesamten Systems sinkt. Die Quelleigenschaften, die als DoS von 
Hydrogelen definiert werden, sind von der Netzwerkdichte, Lösungsmittelbeschaffen-
heit sowie den Lösungsmittel-Polymer-Wechselwirkungsparametern abhängig. 
(Peppas et al., 2010) 

Der DoS ist nach DIN EN ISO 175 durch Gleichung 20 definiert. 

Gleichung 20: Grad der Quellung - DoS nach DIN EN ISO 175 

Grad der Quellung Symbol Bezeichnung Einheit 

𝐃𝐃𝐃𝐃𝐃𝐃 =
𝒎𝒎𝟐𝟐 −𝒎𝒎𝟑𝟑

𝒎𝒎𝟑𝟑
 

m2  

m3  

Masse der gequollenen Folie 

Masse der Folie (ohne Quellmedi-
um) 

[g] 

[g] 

Der DoS ist ein relativer Wert und verhält sich umgekehrt proportional zum Grad der 
Quervernetzung bzw. Vernetzungsgrad (engl. degree of crosslinking –DoC). So nutzen 
Perez-Gago und Krochta (2001) die Ermittlung des DoS als Indikation für die Querver-
netzung in thermisch behandelten Molkenprotein-basierten Folien. Auch bei Folien aus 
Gelatine wurde diese Methode angewendet, um die vernetzende Eigenschaft von  Ge-
nipin zu untersuchen (Bigi et al., 2002). 

Nach Ding et al. (1991) ist der DoC über Gleichung 21 definiert. 

Gleichung 21: Vernetzungsgrad - DoC nach Ding et al. (1991) 

Grad der Vernetzung Symbol Bezeichnung Einheit 

𝐃𝐃𝐃𝐃𝐃𝐃 =  
𝑴𝑴𝟎𝟎����
𝑴𝑴𝑪𝑪

 

𝑀𝑀0���� 

𝑀𝑀𝐶𝐶 

 

Ø Molekulargewicht der Monomere 

Ø Molekulargewicht des Polymers 
zwischen zwei Quervernetzungen 

[g/mol] 

[g/mol] 

Somit kann als 𝑀𝑀0���� bei vernetzten Molkenprotein-basierten Folien und Beschichtungen 
das durchschnittliche Molekulargewicht der enthaltenen Aminosäuren verwendet wer-
den. Die Berechnung ist im Anhang I-a aufgeführt. 𝑀𝑀𝐶𝐶 entspricht dem durchschnittli-
chen Molekulargewicht zwischen zwei Quervernetzungen. Somit weist 𝑀𝑀𝐶𝐶 auch auf den 
Anteil, an bei der Quervernetzung involvierten Aminosäuren hin und ist damit eine ver-
anschaulichende Größe. Unter Berücksichtigung der Aminosäurenzusammensetzung 
der enthaltenen Molkenproteinfraktionen und deren Mengenverhältnissen kann mit den 
Daten aus Andrews (1978), de Wit (2009) und Töpel (2004) ein Molekulargewicht einer 
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durchschnittlichen Aminosäure (𝑀𝑀0����) mit 123,3 g/mol berechnet werden (Details siehe 
Anhang I-a). 

Im Gegensatz zum Vernetzungsgrad DoC, bei dem es sich um einen Relativwert han-
delt, bezeichnet die Vernetzungsdichte (engl. crosslinking density – CLD) einen Abso-
lutwert mit der Einheit mol/cm³ bzw. mol/g (Bezug über die Dichte). Es sind keine Ver-
öffentlichungen zur CLD von Molkenprotein-basierten Folien und Beschichtungen be-
kannt. Die CLD für natürliches Gummi liegt bei 2,0*10-4 mol/cm³ (Ahmed et al., 2012). 

Die CLD ist nach Ahmed et al. (2012) und Marzocca (2007) durch Gleichung 22 defi-
niert. 

Gleichung 22: Vernetzungsdichte - CLD nach Ahmed et al. (2012) und Marzocca (2007) 

Vernetzungsdichte Symbol Bezeichnung Einheit 

𝐃𝐃𝐂𝐂𝐃𝐃 =  
𝟏𝟏
𝑴𝑴𝑪𝑪

 

𝐶𝐶𝐶𝐶𝐷𝐷 

𝑀𝑀𝐶𝐶 

 

Vernetzungsdichte 

Ø Molekulargewicht des Polymers 
zwischen den Quervernetzungen 

[mol/g] 

[g/mol] 

𝑀𝑀𝐶𝐶  kann mit Hilfe der oben beschriebenen Quellversuche unter Anwendung der Flory-
Rehner-Gleichung (Gleichung 23) bestimmt werden (Isık und Kıs, 2004, Favre et al., 
1993, Valentín et al., 2008): 

Gleichung 23: Flory-Rehner Gleichung (Isık und Kıs, 2004, Favre et al., 1993, Valentín et al., 
2008) 

Flory-Rehner Gleichung Symbol Bezeichnung Einheit 

𝑴𝑴𝑪𝑪 =
𝝆𝝆𝑾𝑾𝑷𝑷𝑾𝑾 ∙ 𝑾𝑾𝟐𝟐 ∙ �𝝋𝝋𝟏𝟏

𝟏𝟏
𝟑𝟑 − 𝝋𝝋𝟏𝟏

𝟐𝟐 �

�𝐥𝐥𝐥𝐥(𝟏𝟏 − 𝝋𝝋𝟏𝟏) + 𝝋𝝋𝟏𝟏 + 𝝌𝝌 + 𝝋𝝋𝟏𝟏
𝟐𝟐�

 

𝜌𝜌𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊 

𝑉𝑉2 

𝜑𝜑1 

𝜒𝜒 

 

𝑀𝑀𝐶𝐶 

 

Dichte der Folie 

Molvolumen dest. H2O 

Volumenanteil des Polymers im ge-
quollenen Gel 

Flory-Huggins Wechselwirkungs-
parameter 𝜒𝜒 WPI mit H2O 

Ø Molekulargewicht des Polymers 
zwischen den Quervernetzungen 

[g/cm³] 

[cm³/mol] 

[-] 

 

[-] 

 

[g/mol] 

Es kann angenommen werden, dass eine binäre Mischung aus Polymer (WPI-
basierten Filmen) und Wasser vorliegt, da in den Filmen vorhandene hydrophile 
Weichmacher während des Quellprozess herausgelöst werden. Somit können diese 
bei der Berechnung vernachlässigt werden. Der Volumenanteil des Polymers (WPI) im 
gequollenen Gel kann somit wie folgt berechnet werden: 
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Gleichung 24: Polymer Volumenanteil Berechnung 

Polymer Volumenanteil Symbol Bezeichnung Einheit 

𝝋𝝋𝟏𝟏 =

𝒎𝒎𝑾𝑾𝑷𝑷𝑾𝑾
𝝆𝝆𝑾𝑾𝑷𝑷𝑾𝑾

𝒎𝒎𝑾𝑾𝑷𝑷𝑾𝑾
𝝆𝝆𝑾𝑾𝑷𝑷𝑾𝑾

+ 𝒎𝒎𝑺𝑺
𝝆𝝆𝑺𝑺

 

𝜌𝜌𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊 

𝑚𝑚𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊 

𝜑𝜑1 

𝜌𝜌𝑆𝑆 

𝑚𝑚𝑠𝑠 

 

Dichte der WPI-Filme 

Masse WPI im gequollenen Gel  

Volumenanteil des Polymers im ge-
quollenen Gel 

Dichte des Lösemittels (H2O) 

Masse Lösungsmittel im gequollenen 
Gel 

[g/cm³] 

[g] 

[-] 

[g/cm³] 

 

[g/mol] 

Die durchschnittliche Dichte 𝜌𝜌𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊 der in dieser Arbeit verwendeten Molkenprotein-
basierten Folien und Beschichtungen lag bei 1,40 ± 0,06 g/cm³ und ist daher wie die 
tabellierte Dichte von Wasser bekannt (Schmid et al., 2014b). Somit kann 𝜑𝜑1 nach 
Gleichung 24 berechnet werden.  

Der nun noch unbekannte Flory-Huggins Wechselwirkungsparameter 𝜒𝜒 stellt den Inter-
aktionsparameter zwischen Lösungsmittel (hier: destilliertem Wasser) und Polymer 
(hier: WPI-basierten Folien und Beschichtungen) dar. Laut Peters et al. (2015) und 
Karimi et al. (2005) kann dieser Parameter über die Messung der Wasserdampfsorpti-
onsisothermen unter Anwendung der Flurry-Huggins Gleichung bestimmt werden 
(Gleichung 25). Die Flory-Huggins Gleichung ist in ihrer vereinfachten Form wie folgt 
definiert (Flory, 1941, Huggins, 1941): 

Gleichung 25: Flory-Huggins Gleichung (Flory, 1941, Huggins, 1941) 

Symbol Bezeichnung  Einheit 

∆𝝁𝝁𝒎𝒎𝒊𝒊𝒅𝒅

𝑹𝑹𝑻𝑻
=  𝐥𝐥𝐥𝐥𝑭𝑭𝑾𝑾 =  𝐥𝐥𝐥𝐥(𝟏𝟏 − 𝝋𝝋𝟏𝟏) +  𝝋𝝋𝟏𝟏 +  𝝌𝝌 ∙ 𝝋𝝋𝟏𝟏

𝟐𝟐 

 

∆𝜇𝜇𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 

𝜑𝜑1 

𝜒𝜒 

𝑅𝑅 

𝑇𝑇 

Unterschied des chemischen Potentials der Mischung aus WPI-
basiertem Film und Wasser 

Volumenanteil des Polymers im gequollenen Gel 

Flory-Huggins Wechselwirkungsparameter 𝜒𝜒 WPI mit H2O 

Universelle Gaskonstante 

Temperatur 

[J/mol] 

[-] 

[-] 

[J/(mol K)] 

[K] 

Der Flory-Huggins Wechselwirkungsparameter 𝜒𝜒 wird bestimmt, indem man die ent-
sprechend angepasste Flory-Huggins-Gleichung mit der Kleinstquadratmethode an die 
gemessenen Wasserdampfsorptionsisothermen anpasst. 

Der Flory-Huggins Wechselwirkungsparameter verändert sich mit der Vernetzungs-
dichte (Marzocca et al., 2010). Laut McKenna et al. (1990) führt eine steigende Quer-
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vernetzung zu einer Erhöhung des Flory-Huggins Wechselwirkungsparameter 𝜒𝜒 bei 
Gummi.  

Auf dem in diesem Kapitel zusammengefassten aktuellen Stand des Wissens aufbau-
end, zielt die vorliegende Dissertation darauf ab zu beantworten, inwiefern und in wel-
chem Ausmaß  

• das Ausgangsmolekulargewicht (Rezeptur / Formulierungen mit unterschiedli-
chem Ausgangsmolekulargewicht), 

• der Denaturierungsgrad (Rezeptur / Formulierungen mit unterschiedlichem De-
naturierungsgrad), 

• die Transglutaminase-Quervernetzung (biochemische Vernetzung mittels TG 
bei der Verarbeitung bzw. Herstellung der Formulierungen) und 

• die UV-Bestrahlung (Nachbehandlung / Quervernetzung der Folien durch UV-
Strahlung) 

die molekularen Wechselwirkungen sowie die physikalischen und insbesondere verpa-
ckungsrelevanten Eigenschaften von Molkenproteinisolat (WPI)-basierten Folien und 
Beschichtungen beeinflussen. Untersuchungen zu Eigenschaften wie Permselektivität 
und Aktivierungsenergie der Gaspermeation (N2, O2, CO2), feuchteabhängige Sauer-
stoffpermeation und Nachvernetzungskinetik sollen die Arbeit abrunden. Die hierfür 
verwendeten Methoden werden im nächsten Kapitel beschrieben. 
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4 Material und Methoden 
Dieses Kapitel beschreibt die verwendeten Materialien, Geräte und Methoden, welche 
für das Verständnis dieser Arbeit notwendig sind. Darüber hinausgehende Detailinfor-
mationen können dem Kapitel 3 Grundlagen und Stand des Wissens entnommen wer-
den. 

In dieser Arbeit werden die Begriffe Folie und Beschichtung wie folgt definiert. Als Folie 
wird eine dünne alleinstehende Schicht, welche zum größten Teil aus Molkenprotein 
besteht und eine im Verhältnis zur Schichtdicke sehr große Oberfläche hat, bezeichnet. 
Diese Folien werden in dieser Arbeit durch das Gießverfahren (engl. Castfilm proces-
sing) hergestellt. Bei Beschichtungen handelt es sich um dünne Schichten, welche mit 
geeigneten Lackierverfahren auf einem Trägersubstrat aufgebracht werden. Die so 
entstandenen Beschichtungen gehen feste Verbindungen mit den Trägersubstraten ein 
und es entstehen Mehrschichtverbunde. Technisch bedingt, können durch nasschemi-
sche Lackierverfahren deutlich dünnere Schichten als durch das Gießverfahren herge-
stellt werden. Zur Beantwortung gewisser Fragestellungen ist es notwendig, sehr dün-
ne Folien herzustellen, behandeln und charakterisieren zu können. Insbesondere zur 
Frage des Einflusses einer UV-Behandlung auf verpackungsrelevante Eigenschaften 
ist dies notwendig, da die Eindringtiefe von UV-Strahlen gering ist und deren Einfluss 
sonst nicht zur Modifizierung der Folien beitragen würde. Deshalb wurden auch Folien 
durch Lackierung auf einem Substrat hergestellt. Hierbei wurden die hergestellten Be-
schichtungen vom Trägersubstrat nachträglich wieder abgelöst. Wieder abgelöste Be-
schichtungen werden in der vorliegenden Arbeit ebenfalls als Folien bezeichnet (vgl. 
Kapitel 4.2.4.1). 

4.1 Versuchsplan 
Abbildung 12 stellt die unterschiedlichen Versuche und Analysen dar, welche zur Be-
antwortung folgender wissenschaftlichen Fragestellung (vgl. Kapitel 2) durchgeführt 
worden sind: 

Inwiefern und in welchem Ausmaß beeinflusst das Ausgangsmolekulargewicht, der 
Denaturierungsgrad, die Transglutaminase-Quervernetzung und die UV-Bestrahlung 
die molekularen Wechselwirkungen sowie die physikalischen und insbesondere verpa-
ckungsrelevanten Eigenschaften von Molkenproteinisolat (WPI)-basierten Folien und 
Beschichtungen? 
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Abbildung 12: Versuchsplan 
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4.2 Molkenprotein-basierte Formulierungen, Folien und 
Beschichtungen 

4.2.1 Molkenproteinisolat und hydrolysiertes Molkenproteinisolat 

Zur Herstellung der Molkenprotein-basierten Formulierungen wurde das marktverfüg-
bare Molkenproteinisolat (WPI) BiPRO® von Davisco (Davisco Food International Inc., 
Le Sueur, Minnesota, USA) verwendet. Es wird aus Süßmolke hergestellt und ist ein 
hochreines, homogenes, natives (d.h. nicht denaturiertes) und rieselfähiges Pulver 
(Davisco, 2012). Als hydrolysiertes Molkenproteinisolat (h-WPI) wurde das marktver-
fügbare BioZate®3 von Davisco verwendet (Davisco, 2013). Es ist ein hochgereinigtes 
Molkenproteinisolat mit kürzeren Peptidketten als herkömmliches WPI. 

Tabelle 5: Spezifische Kennzahlen des verwendeten WPI und h-WPI  (BiPRO und BioZate3) 
laut (Davisco, 2012, Davisco, 2013) 

 BiPRO (WPI) BioZate3 (h-WPI) 

Hersteller & Lieferant Davisco Food International Inc., Le Sueur, Minnesota, 
USA 

Feuchtigkeitsgehalt [% (m/m)] 4,7 ± 0,3 4,6 ± 0,5 

Protein in Trockenmasse [% (m/m)] 97,7 ± 0,7 94,9 ± 0,8 

Hydrolysegrad DH (vgl. Kapitel 3.1.5.2) 0 10,0 ± 1,2 

pH 7,0 ± 0,3 7,3 ± 0,2 

Die Molekulargewichtsverteilung des h-WPI ist nachfolgend dargestellt (Herstelleran-
gaben in Prozent der Peptide): 

• 60 % – 75 %: < 2 kDa 
• 15 % – 25 %: 2–5 kDa 
• 5 % – 15 %: 5–10 kDa 
• 1 % – 10 %: >10 kDa 

Da es sich bei Molkenproteinisolat um ein Naturprodukt handelt und es während der 
Herstellung mehrere Prozessschritte durchläuft, kann es in seiner Zusammensetzung 
natürlichen Schwankungen unterliegen (u.a. saisonal und/oder technisch bedingt). 
Deshalb wurden innerhalb der jeweiligen Versuchsreihen ausschließlich Molkenprotei-
nisolate (WPI und h-WPI) derselben Chargen verwendet. 

4.2.2 Molkenprotein-basierte Standardformulierung 

Neben den o.g. Molkenproteinisolaten wurde Glycerol (Gly) aufgrund seiner guten 
Kompatibilität zu Molkenproteinformulierungen und seiner hohen weichmachenden 
Wirkung am häufigsten bei wissenschaftlichen Studien, wie auch in dieser Arbeit, ver-
wendet (vgl. Kapitel 3.1.5.1.2.). Basierend auf Vorversuchen zu dieser Arbeit, zeigte 
sich, dass eine Weichmacherkonzentration von 66,7 Massenprozent % (m/m)  bezo-
gen auf die verwendete wasserfreie WPI Menge geeignet ist, um Folien und Beschich-
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tungen aus WPI herstellen zu können, die einen hohen Spielraum für Rezeptur-, und 
Prozessparameterveränderungen sowie für verschiedene Nachbehandlungen zulassen 
(Schmid et al., 2012). Das bedeutet, dass trotz unterschiedlicher Modifizierungsvarian-
ten und Verarbeitungsweisen kohärente und geschlossene Folien und Beschichtungen 
hergestellt werden können. Dies ist eine Grundvoraussetzung, um verpackungsrele-
vante Eigenschaften messtechnisch analysieren zu können. Aus diesem Grund wird 
eine Zugabe von 66,7 % dieses Weichmachers in der vorliegenden Arbeit, und der 
daraus entstandenen wissenschaftlichen Publikationen, als die sog. Molkenprotein-
basierte Standardformulierung (WPSS) verwendet. Konkret bedeutet dies, dass sämtli-
che Versuchsreihen zur Beantwortung der in Kapitel 2 genannten wissenschaftlichen 
Fragestellungen auf dieser Formulierung aufbauen. Variationen dieser Standardformu-
lierung wurden hinsichtlich des Ausgangsmolekulargewichtes sowie des Denaturie-
rungsgrades vorgenommen (siehe Kapitel 4.2.3 und 4.2.4). Des Weiteren wurden die 
Versuche zur TG-Quervernetzung an dieser Formulierung durchgeführt (siehe Kapitel 
4.2.5). Darüber hinaus wurde die UV-Bestrahlung an Folien und Beschichtungen aus 
dieser Standardformulierung durchgeführt (siehe Kapitel 4.2.6). Somit hat diese Stan-
dardformulierung, welche nachfolgend näher beschrieben wird, eine zentrale Bedeu-
tung für diese Arbeit (siehe Tabelle 6 und Tabelle 7).  

Es wird an dieser Stelle explizit darauf hingewiesen, dass es sich bei dieser Standard-
formulierung und deren Variationen nicht um die „Best Performance“ Formulierungen 
aus den EU-Projekten Wheylayer (2008-2011), Wheylayer 2 (2012-2014) und 
Thermowhey (2014-2016) handelt. Die im Rahmen der genannten Projekte für den 
Industrieeinsatz entwickelten Formulierungen und Prozesse wurden insbesondere hin-
sichtlich deren Sauerstoffbarriereeigenschaften und industrieller Verarbeitbarkeit opti-
miert. Diese Formulierungen, Prozesse und Verbundaufbauten sind zwar zu Patenten 
angemeldet (Stäbler und Schmid, 2016, Schmid et al., 2013b), werden aber dennoch in 
ihrer genauen Zusammensetzung und detaillierten Verarbeitungsweise als Geschäfts-
geheimnis klassifiziert. Des Weiteren haben Molkenprotein-basierte Folien und Be-
schichtungen aus diesen für den Industrieeinsatz optimierten Formulierungen nur ein-
geschränkte Spielräume bezüglich Rezeptur-, und Prozessparameterveränderungen 
sowie bezüglich verschiedener Nachbehandlungen. Somit erfüllt die in dieser Arbeit 
verwendete Standardformulierung zwar die notwendigen Eigenschaften für die zur Be-
antwortung der wissenschaftlichen Fragestellungen notwendigen und durchgeführten 
Versuche, verletzt aber nicht die Interessen der aktuellen und zukünftigen Anspruchs-
personen der o.g. Projekte und der eingetragenen Marke WHEYLAYER®. 

Die zur Herstellung der Standardformulierung und deren Variationen verwendeten Ma-
terialien und Geräte sowie deren Hersteller sind in Tabelle 6 aufgelistet. 
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Tabelle 6: Materialien und Geräte zur Herstellung der Standardformulierung und deren Variatio-
nen 

Die Rezeptur der Standardformulierung kann aus Tabelle 7 entnommen werden. Der 
Gleichgewichtsfeuchtegehalt bei 23 °C und 50 % r. F. von BiPRO (WPI) beträgt 5 % 
(m/m). Dieser Wassergehalt wird bei der Formulierungsherstellung berücksichtigt. Der 
Anteil an Weichmacher (Gly) bezieht sich somit auf den Gehalt an wasserfreiem 
BiPRO (WPI). 

Tabelle 7: Rezeptur der Standardformulierung (Einwaagetabelle) 

WPI Gehalt in Lösung 10 % (m/m)  

WPI Gehalt in BiPRO 95 % (m/m)  

Gewicht an BiPRO in Lösung 10,53 % (m/m) 105,3 g 

Weichmachergehalt in Bezug auf WPI Gehalt  66,70 % (m/m)  

Gewicht an Weichmacher in Lösung 6,67 % (m/m) 66,7 g 

Gesamttrockensubstanzgehalt (WPI + Weichmacher) 16,67 % (m/m)  

Gesamtwassergehalt 83,33 % (m/m)  

Wassergehalt in BiPRO 0,53 % (m/m)  

Gewicht an Wasser in Lösung 82,80 % (m/m) 828,0 g 

 ∑ 100 % (m/m) ∑ 1000 g  

Es wurden Variationen der Standardformulierung hergestellt, um die in Kapitel 2 ge-
nannten wissenschaftlichen Fragenstellungen zu bearbeiten und die daraus abgeleite-
ten Versuche durchzuführen. Hierbei wurde zur Reduktion des Ausgangsmolekularge-
wichts WPI teilweise durch h-WPI substituiert, der Denaturierungsschritt ausgelassen 
(Schritt 3 in Abbildung 13), um Formulierungen mit reduzierten Denaturierungsgrad 
herzustellen, und TG zugesetzt, um eine biochemisch katalysierte Quervernetzung zu 
erwirken. Zudem wurden die aus der Standardformulierung hergestellten Folien und 
Beschichtungen anschließend UV-bestrahlt. Hierauf wird in Kapitel 3.2 eingegangen. 
Somit ist die Grundlage für alle Folien und Beschichtungen die o.g. Standardformulie-
rung, welche nach folgendem Prozessschema hergestellt wurde (Abbildung 13): 

Material Bezeichnung  Hersteller 

Molkenproteinisolat (WPI) BiPRO Davisco Foods International Inc.,  
Le Sueur, Minnesota, USA 

Hydrolysiertes  
Molkenproteinisolat (h-WPI) 

BioZate 3 Davisco Foods International Inc.,  
Le Sueur, Minnesota, USA 

Weichmacher Glycerol (Gly) Merck Schuchardt OHG, Hohenbrunn 

Destilliertes Wasser - Fraunhofer IVV, Freising 

Mixer mit Heizelement TM 31-1 Vorwerk Deutschland Stiftung & Co. KG,  
Wuppertal 

Ultraschallbad DT 514H  Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin 

Waage  Kern 440-53  Kern & Sohn GmbH, Ballingen-Frommern 
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Abbildung 13: Herstellung der Molkenprotein-basierten Standardformulierung (WPSS) 

Zur Herstellung der Standardformulierung werden die Bestandteile entsprechend der 
Angaben in Tabelle 7 eingewogen. BiPRO wird in destilliertem Wasser durch Rühren 
für 30 min mit einer Drehzahl von 200 rpm (min-1) bei 23 °C gelöst. Anschließend wird 
die Lösung auf 90 °C erhitzt und für 30 min gehalten, um eine vollständige Denaturie-
rung zu gewährleisten (dieser Schritt entfällt bei der Herstellung von nativen Formulie-
rungen). Die noch heiße Lösung wird in Weithalsflaschen überführt und anschließend 
für 15 min in einem Ultraschallbad behandelt (23 °C und 37 kHz). Letzteres ist ein 
wirksames Vorgehen, um eine möglichst blasenfreie Formulierung zu erhalten, ohne 
die Struktur und das Molekulargewicht der Proteine signifikant zu beeinflussen 
(Chandrapala et al., 2011, Jambrak et al., 2014). Anschließend wird der Weichmacher 
(Gly) hinzugefügt. Die nun vollständige Formulierung wird für weitere 30 min mit 200 
rpm bei 23 °C homogenisiert und anschließend im Ultraschallbad für 15 min mit 37 kHz 
bei 23 °C entgast. 

4.2.3 Herstellung von Folien aus Formulierungen mit unterschiedlichem 
Ausgangsmolekulargewicht 

4.2.3.1 Folien aus Formulierungen mit konstantem Weichmachergehalt 

Um den Einfluss des Ausgangsmolekulargewichts auf die verpackungsrelevanten Ei-
genschaften Molkenprotein-basierten Folien zu untersuchen, wurde WPI durch hydro-
lysiertem WPI (h-WPI) ersetzt, ohne den Weichmachergehalt zu variieren. Es wurde 
ausgehend von der Standardformulierung jeweils 1 % (m/m) BiPRO (WPI) durch 1 % 
(m/m) BioZate3 (h-WPI) substituiert. Hierfür wurden die Formulierungen mit BiPRO und 
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BioZate3, wie in Kapitel 4.2.2 beschrieben, hergestellt. Um unerwünschte Effekte (z.B. 
frühzeitige Gelbildung) zu verhindern, wurden die in Tabelle 8 genannten Lösungen 
getrennt voneinander erhitzt. 

Tabelle 8: Molkenprotein-basierte Formulierungen mit variierendem Gehalt an BiPRO und Bio-
Zate3 

[Gly:WPI: 
h-WPI] 

BiPRO 
(WPI) 
[%] 
(m/m) 

Gly [%]  
(m/m) 

BioZate 
(h-WPI) 
[%]  
(m/m) 

Wasser 
[%]  
(m/m) 

Protein [%] 
bezogen auf 
Gesamtanteil 
(m/m) 

Gly [%]  be-
zogen auf 
Gesamtanteil 
(m/m) 

Mittleres Pro-
tein Moleku-
largewicht 
[kDa] 

6,67:10:0 10 6,67 0 83,33 10 66,7 59,89 

6,67:9:1 9 6,67 1 83,33 10 66,7 54,23 

6,67:8:2 8 6,67 2 83,33 10 66,7 48,56 

6,67:7:3 7 6,67 3 83,33 10 66,7 42,89 

6,67:6:4 6 6,67 4 83,33 10 66,7 37,23 

6,67:5:5 5 6,67 5 83,33 10 66,7 31,56 

Es wurden jeweils 17,1 ml der in Tabelle 8 genannten Formulierungen in Petrischalen 
aus Polystyrol (Greiner Bio One International AG, Kremsmünster, Österreich, 120 mm 
x 120 mm) gegossen, um eine Foliendicke von ca. 200 µm zu erhalten. Die Gießfolien 
werden bei 23 °C und 50 % r. F. getrocknet und erreichten nach ca. 7 Tagen ihre 
Gleichgewichtsfeuchte. Die so hergestellten Folien wurden frühestens nach 14 Tagen 
hinsichtlich verpackungsrelevanter Eigenschaften und molekularer Wechselwirkungen 
charakterisiert. Die mittleren Protein-Ausgangsmolekulargewichte der Formulierungen 
wurden unter Berücksichtigung der Molekulargewichtsverteilung des h-WPI (BioZate3) 
berechnet (siehe Kapitel 4.2.1). 

4.2.3.2 Folien aus Formulierungen mit variierendem Protein und 
Weichmachergehalt 

Wie in Kapitel 3.1.5.2 beschrieben, können Folien und Beschichtungen aus WPI mit 
steigendem Hydrolysegrad (sinkendem Molekulargewicht) weichere und flexiblere Fil-
me ausbilden. Zudem hat die Weichmacherkonzentration direkten Einfluss auf die 
Permeation von Sauerstoff und Wasserdampf durch Molkenprotein-basierte Folien und 
Beschichtungen. Sothornvit und Krochta (2000b) stellten in diesem Zusammenhang 
die Hypothese auf, dass durch die Hydrolyse von denaturierten Molkenprotein-
basierten Formulierungen der Weichmachergehalt reduziert werden kann und dennoch 
flexible Folien und Beschichtungen entstehen, die aber geringere Permeationswerte 
gegenüber Sauerstoff und Wasserdampf aufweisen. Um diese Hypothese zu falsifizie-
ren bzw. zu bestätigen und um erstmals Korrelationen zwischen Mischungen aus 
hochmolekularem WPI und h-WPI und deren verpackungsrelevante Eigenschaften 
aufstellen zu können, wurden Formulierungen mit sinkendem   
WPI:h-WPI Verhältnis und sinkendem Weichmachergehalt (Gly) hergestellt und cha-
rakterisiert. Hierfür wurde bei der Standardformulierung in ihrer nativen Variante (dop-



4 Material und Methoden 46 

pelter Trockensubstanzgehalt bei gleichem WPI:Gly Verhältnis) 1 % (m/m) WPI und 1 
% Gly (m/m) durch 2 % (m/m) h-WPI ersetzt. So wurden insgesamt 6 Formulierungen, 
von 0 % (m/m) bis 10 % (m/m) h-WPI Gehalt, hergestellt und wie in Kapitel 4.2.3.1 be-
schrieben zu Gießfolien verarbeitet. 

4.2.4 Herstellung von Folien und Beschichtungen mit unterschiedlichem 
Denaturierungsgrad 

Der globale Denaturierungsgrad (DG) von Molkenprotein-basierten Formulierungen 
wurde durch das Mischen vollständig hitzedenaturierter (D) und nativer (N) WPI Lö-
sungen eingestellt. Die Lösungen wurden wie in Kapitel 4.2.2 beschrieben hergestellt, 
wobei der Denaturierungsschritt für die native Formulierung übersprungen wurde. Die 
hitzedenaturierte und native Formulierung wurden für 5 min bei 23 °C so gemischt, 
dass sich folgende D:N (m/m) Verhältnisse ergaben: 0:100, 25:75, 50:50, 75:25 und 
100:0. Der globale DG der Formulierungen wird in 0, 25, 50, 75 bzw. 100 % angege-
ben. 

4.2.4.1 Herstellung von Beschichtungen und Folien durch nasschemische 
Beschichtung 

Die in Kapitel 4.2.4 genannten Formulierungen wurden durch Beschichtung aus der 
flüssigen Phase auf Trägersubstraten zu beschichteten Mehrschichtverbunden und 
auch durch späteres Ablösen vom Trägersubstrat zu Folien verarbeitet. Hierfür wurden 
die in Tabelle 9 aufgelisteten Materialien und Geräte verwendet. 

Tabelle 9: Materialien und Geräte für den Beschichtungsprozess 

Material/Gerät Bezeichnung  Hersteller 

Beschichtungsautomat CUF 5 Sumet Messtechnik, Denklingen 

Korona-Anlage CLNE002-130-1KB4 
Typ 7015 

Softal Corona & Plasma GmbH,  
Hamburg 

Feindosierungsspritzen DIN EN ISO 7886-1  Wolf GmbH, Tuttlingen 

PTFE rein, weiß, d = 500 ± 20 µm Sahlberg GmbH & Co. KG,  
Feldkirchen 

PET Hostaphan RNK d = 12,0 µm Mitsubishi Polyester Film GmbH, Wies-
baden 

Rakel variierende Windungszahl Sumet Messtechnik, Denklingen 

Da für die Lösungsversuche zur Ermittlung der molekularen Wechselwirkungen dünne 
Molkenprotein-basierte Folien ohne Trägersubstrat benötigt werden, wurde u.a. Poly-
tetrafluorethylen (PTFE) als Beschichtungsgrundlage (Trägersubstrat) verwendet. Um 
eine ausreichende Benetzung der Molkenprotein-basierten Formulierungen auf den 
Trägersubstraten zu gewährleisten, wurden diese in der o.g. Korona-Anlage vorbehan-
delt. Details zum Effekt einer Koronabehandlung von Kunststoffen werden u.a. von 
Novák et al. (2006) und Matsunaga und Whitney (2000) beschrieben. Die Korona-
Vorbehandlung wurde mit einer Bahngeschwindigkeit von 3 m/min und einer Genera-
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torleistung von 1000 W durchgeführt. Hierdurch konnten Oberflächenenergien von > 39 
mN/m für PTFE und >44 mN/m für PET generiert werden (vgl. Kapitel 3.2.3). Die Mol-
kenprotein-basierten Formulierungen wurden jeweils unter Anwendung der in den 
nachfolgenden Kapiteln beschriebenen Prozessparameter mittels des Beschichtungs-
automaten CUF 5 (Abbildung 14) auf PTFE und Polyethylenterephthalat (PET) be-
schichtet und anschließend bei 23 °C und 50 % r.F. gelagert. Nach ca. 14 Tagen war 
es möglich, die Beschichtung vom PTFE-Trägersubstrat abzulösen und so defektfreie 
Folien zu erhalten. Dieses für diese Arbeit äußerst nützliche Verhalten könnte u.a. 
durch die üblicherweise während der Lagerung sinkenden Oberflächenenergie bei Ko-
rona-vorbehandelten Polymerfolien begünstigt worden sein (Mesic et al., 2006). Be-
schichtungen auf PET gingen eine untrennbare Verbindung mit dem Substrat ein.  

 

Abbildung 14: Beschichtungsautomat CUF 5 (Frontansicht links, schematische Aufsicht rechts) 
mit seinen Komponenten und Beschichtungsmaterial (rechts): 1. Bedienungsfeld, 2. Konvekti-
onstrockner, 3. Hydraulische Blattspannvorrichtung, 4. aufgetragene WPI Lösung, 5. WPI Lö-
sung, 6. Rakel, 7. Rakeleinsatz, 8. Not-Aus, 9. Probenschlitten, 10. Probe (DIN A4), 11. Blatt-
klemme 

Durch den jeweiligen Drahtdurchmesser und/oder die Windungszahl der Drähte auf 
den Rakeln, wird die Nassfilmdicke der Beschichtungen festgelegt. Dies beeinflusst  
u.a. die Trocknungszeit. Daher ist es notwendig die Trocknungstemperatur, Trock-
nungszeit und Wahl der verwendeten Rakel an den jeweiligen Prozess anzupassen. 
Die verwendeten Parameter werden nachfolgend für Formulierungen mit unterschiedli-
chem Denaturierungsgrad, aber auch im weiteren Verlauf dieser Arbeit, wenn notwen-
dig, genannt. 

Die hergestellten Mischungsverhältnisse sowie die Prozessbedingungen zur Beschich-
tung von Molkenprotein-basierten Formulierungen mit variierendem D:N Verhältnis 
werden in Tabelle 10 gelistet. Die Beschichtungen wurden mit einer Rakel zum Auftrag 
von einer 64 µm Nassfilmdicke durchgeführt (20 N Anpressdruck; 20 mm/s Beschich-
tungsgeschwindigkeit). Die Trocknung erfolgte bei 35 °C und somit deutlich unterhalb 
der Denaturierungstemperatur (vgl. 3.1.6) für 1200 s, um eine zusätzliche Denaturie-
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rung während des Trocknungsprozesses auszuschließen. Die resultierenden Beschich-
tungsdicken nach der Trocknung betrugen durchschnittlich 4,3 µm. Die entstandenen 
Muster wurden bei 23 °C und 50 % r. F. gelagert. (Schmid et al., 2014a) 

Tabelle 10: Mischungsverhältnisse und Beschichtungsprozessparameter für Formulierungen mit 
einem DG 0 - 100 %  

Nr. Native WPI  
Lösung [g] 

Denaturierte  WPI 
Lösung [g] 

Temperatur 
[°C] 

Zeit 
[s] 

Denaturierungsgrad 
[%] 

1 600 0 35 1200 0 

2 450 150 35 1200 25 

3 300 300 35 1200 50 

4 150 450 35 1200 75 

6 0 600 35 1200 100 

Des Weiteren wurden aus den in Tabelle 10 gelisteten Formulierungen Nr. 3 - 6 auch 
Gießfolien nach der in Kapitel 4.2.3.1 beschriebenen Methode hergestellt (Schmid et 
al., 2017b). Um festzustellen, ob die eingestellten Denaturierungsgrade auch noch in 
den Beschichtungen und Folien vorlagen, wurden die Proben nach deren Herstellung 
und Lagerung auf deren Anteil an nativen Fraktionen geprüft (siehe Kapitel 4.2.4.2). 

4.2.4.2 Analytische Bestimmung des Denaturierungsgrades 

Durch die wiederholte Bestimmung des Denaturierungsgrades (DG) soll zum einen 
nachgewiesen werden, dass das verwendete Molkenprotein auch in seiner nativen 
Form vorliegt und zum anderen, ob während der Herstellung der Folien und Beschich-
tungen der eingestellte Denaturierungsgrad nicht verändert wurde.  

Hierfür wurde der Gehalt an nativen Molkenproteinfraktionen mittels RP-HPLC (Re-
versed Phase-Chromatographie) ermittelt. Die Molkenprotein-basierten Folien wurden 
in einer Trockenfilmkonzentration von 0,1 % (m/m) in destilliertes Wasser eingewogen 
und für 24 Stunden bei 23 °C und 400 rpm gerührt. Anschließend wurde der pH-Wert 
auf 4,6 (isoelektrischer Punkt des WPI) durch Zugabe einer 0,1 molaren HCl Lösung 
abgesenkt. Hierbei fallen irreversibel denaturierte Proteinfraktionen aus, wogegen nati-
ve Fraktionen in Lösung bleiben (Parris und Baginski, 1991, Anandharamakrishnan et 
al., 2008, Haque et al., 2013a, Haque et al., 2013b, Pelegrine und Gasparetto, 2005). 
Die so erhaltenen Proben wurden mit 11.000 g für 10 min bei 23 °C zentrifugiert (Mi-
niSpin Zentrifuge, Eppendorf AG, Hamburg). Der Überstand wurde vor der RP-HPLC 
Messung filtriert (0,45 µm Spritzenfilter, Chromafil RC-45/15, Macherey-Nagel GmbH & 
Co. KG, Düren). Als Säule wurde die RP-Säule Zorbax 300SB-C18 (Agilent Techolo-
gies, Waldbronn) mit einer stationären Phase aus Octadecylsilan (ODS, 5 µm, 300 Å, 
150 x 4,6 mm) verwendet. Das HPLC Instrument von Fisher Scientific Inc. (Waltham, 
MA) bestand aus einer binären Gradientenpumpe mit Hochdruckmischer (Dionex 
P680, Dionex Corp., Sunnyvale, CA), einem Autosampler (Dionex ASI-100) und dem 
Dionex UltiMate 3000 RS Detektor sowie einer Entgasungseinheit (Gastorr BG-24, 
Flom Co. Ltd., Tokyo). Es wurde eine Gradientenelution nach Ferreira und Cacote 
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(2003) durchgeführt. Eluent A, bestehend aus 0,1 % (v/v) Trifluoressigsäure (TFA) und 
99,9 % (v/v) Wasser, wurde mit Eluent B, bestehend aus 0,1 % (v/v) TFA, 19,98 % 
(v/v) Wasser und 79,92 % (v/v) Acetonitril, nach folgendem Programm durch die statio-
näre Phase geführt:  

0 – 11 Minuten 45 % A zu 56 % B;  

11 – 15 Minuten 56 % A zu 57,6 % B; und  

15 – 16 Minuten 57,6 % A zu 45 % B.  

Die Säulentemperatur und der Volumenstrom wurden bei 40 °C und 1 ml/min konstant 
gehalten. Das Injektionsvolumen betrug 40 µl und die Detektion wurde bei einer Wel-
lenlänge von 215 nm durchgeführt. Es wurde eine Dreifachbestimmung durchgeführt. 
Der Denaturierungsgrad wurde nach Parris und Baginski (1991) durch die Auswertung 
der Chromatogramme der jeweiligen Proben und nativen Molkenproteinstandards ß-Lg 
A & B, α-La und BSA (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) mit der Software Dio-
nex Chromeleon© Version 6.80 SR8 Build 2623 (Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, MA, USA) ermittelt. Hierfür wurde die Summe der Peakflächen der jeweiligen 
Proben von der Summe der Peakflächen der nativen Molkenproteinstandards (siehe 
Abbildung 15) subtrahiert und durch die Summe der Peakflächen der nativen Molken-
proteinstandards dividiert. Hierdurch erhält man den DG (siehe auch Schmid et al. 
(2014a)). 

 

Abbildung 15: Beispiel eines Chromatogramms einer nativen, unbehandelten WPI Probe. Y-
Achse = Absorptionsgrad [mAU] und X-Achse = Retentionzeit [min]. Abgewandelt von Schmid 
et al. (2014a) 
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4.2.5 Herstellung von Folien und Beschichtungen aus TG quervernetzen 
Formulierungen 

Zur Herstellung von Folien und Beschichtungen aus Transglutaminase-quervernetzten 
Formulierungen wurde die in Kapitel 4.2.2 beschriebene Molkenprotein-basierte Stan-
dardformulierung (WPSS) verwendet. Diese wurde mit Konzentrationen von 0 – 10 
Units je Gramm Trockenmasse WPI an TG der Marke Activia YG (Ajinomoto Foods 
Europe SAS, Hamburg) versetzt (siehe Tabelle 11). Die Enzymaktivität beträgt laut 
Hersteller 85 – 121 Units U pro Gramm Enzymzubereitung (1 U = 1 µmol/min). 

Tabelle 11: Zusammensetzung der Transglutaminase behandelte Formulierungen 

Probenbezeichnung 

 

TG-Zugabe  
[Units] 

Inkubationszeit 
[min] 

Masse TG 
[g] 

Masse WPSS 
[g] 

TG_0_0 0,0 0 0,0 150,00 

TG_0,1_0 0,1 0 0,015 150,00 

TG_0,1_30 0,1 30 0,015 150,00 

TG_0,1_60 0,1 60 0,015 150,00 

TG_0,1_120 0,1 120 0,015 150,00 

TG_0,1_1440 0,1 1440 0,015 150,00 

TG_1_0 1,0 0 0,146 150,00 

TG_1_30 1,0 30 0,146 150,00 

TG_1_60 1,0 60 0,146 150,00 

TG_1_120 1,0 120 0,146 150,00 

TG_1_1440 1,0 1440 0,146 150,00 

TG_10_0 10,0 0 1,456 150,00 

TG_10_30 10,0 30 1,456 150,00 

TG_10_60 10,0 60 1,456 150,00 

TG_10_120 10,0 120 1,456 150,00 

TG_10_1440 10,0 1440 1,456 150,00 

Die in Tabelle 11 genannten Formulierungen wurden nach der in Kapitel 4.2.3.1 ge-
nannten Methode in Petrischalen überführt und direkt im Anschluss inkubiert. 

Als Inkubationstemperatur wurden 23 °C gewählt, um eine frühzeitige Gelbildung zu 
vermeiden, da für die nachfolgend beschriebenen Beschichtungsversuche die Fließfä-
higkeit der Lösung aufrecht erhalten bleiben muss. Dies war für die in Tabelle 11 ge-
nannten höchsten Konzentrationen und Inkubationszeiten bis 120 min bei 23 °C der 
Fall. Nach der jeweiligen Inkubationszeit wurde die TG in der Lösung bei 80 °C 
(30 min) inaktiviert. Anschließend wurden die Gießfolien bei 23 °C und 50 % r. F. gela-
gert. 
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Die nasschemische Beschichtung wurde mit dem in Kapitel 4.2.4.1 beschriebenen Be-
schichtungsautomaten CFU 5 unter Verwendung einer Rakel zum Auftrag von 80 µm 
Nassfilmdicke durchgeführt (20 N Anpressdruck; 20 mm/s Beschichtungsgeschwindig-
keit). Beschichtet wurden die in Tabelle 11 genannten Formulierungen mit einer Inku-
bationszeit von 120 min bei 23 °C. Als Beschichtungssubstrat wurde PET verwendet 
(Hostaphan® RNK 12.0, 12 µm, Mitsubishi Polyester Film GmbH, Wiesbaden). Die PET 
Folie wurde vor der Beschichtung wie in Kapitel 4.2.4.1 beschrieben Korona-
vorbehandelt. Die resultierende Oberflächenenergie betrug >44 mN/m. Die Trocknung 
erfolgte bei 80 °C und einem Trocknungsluftvolumenstrom von 1400 l/min (entspricht 
100 % des Maximalvolumenstroms) für 300 s. Die Trocknung wurde mit 75 % der ma-
ximalen Leistungsaufnahme (1500 Watt maximal) der eingebauten IR-Einheit unter-
stützt. Die so hergestellten Proben wurden anschießend bei 23 °C und 50 % r. F. gela-
gert. (Schmid et al., 2014b) 

4.2.6 Herstellung von UV-bestrahlten Folien und Beschichtungen 

Insbesondere zur Beantwortung der Frage des Einflusses einer UV-Behandlung auf 
verpackungsrelevante Eigenschaften war notwendig, möglichst dünne Folien herstellen 
zu können, da aufgrund der hohen UV-Absorption die Eindringtiefe von UV-Strahlen 
limitiert ist und deren Einfluss bei zu dicken Folien nicht zur Modifizierung der Folien 
beitragen würde (vgl. Kapitel 3.1.8). Deshalb wurden Molkenprotein-basierte Folien 
durch Lackierung auf einem Trägersubstrat aus Polytetrafluorethylen (PTFE) herge-
stellt und nachträglich wieder abgelöst. Die Beschichtungen mit der Molkenprotein-
basierten Standardformulierung WPSS (vgl. Kapitel 4.2.2) wurden mit dem in Kapitel 
4.2.4.1 beschriebenen Beschichtungsautomaten CUF 5 unter Verwendung einer Rakel 
zum Auftrag von 120 µm Nassfilmdicke auf Korona-vorbehandeltem PTFE durchge-
führt (20 N Anpressdruck; 20 mm/s Beschichtungsgeschwindigkeit). Die Trocknung 
erfolgte bei 105 °C und einem Trocknungsluftvolumenstrom von 1400 l/min für 510 s. 
Nach ca. zweiwöchiger Konditionierung bei 23 °C und 50 % r. F. wurden die Folien mit 
UV-Licht bestrahlt. Hierfür wurde eine Bestrahlungsvorrichtung verwendet (Fraunhofer 
IVV, Freising, siehe Abbildung 16). Die UV-Lampen (254 nm UV-Niederdrucklampen, 
Heraeus Noblelight GmbH, Hanau) wurden 70 mm über dem Boden installiert. Mindes-
tens 5 Minuten vor dem Start der Bestrahlung (Einlegen der beschichteten PTFE-
Trägersubstrate) wurden die UV-Lampen aktiviert, um die UV-Intensität zu stabilisie-
ren. Die UV-Strahlungsintensität wurde mit einem UV Radiometer (PowerPuck SN 
1645, UVECO GmbH, Bruckmühl) gemessen und betrug im 190 mm breiten Bestrah-
lungszentrum (vgl. Abbildung 16) 0,004 W/cm2. In Vorversuchen wurde mit dem vorher 
genannten UV Radiometer eine Eindringtiefe der UV-Strahlung von maximal 24,6 ± 0,9 
µm ermittelt. Hierfür wurden Folien mit Dicken von 5,9 µm bis 31,2 µm bestrahlt. Ab 
24,6 µm konnte keine UV-Strahlungsintensität ermittelt werden. Die Proben wurden mit 
UV-Bestrahlungsdosen von 0 (Kontrolle); 2,3; 10,2; 19,0 und 31,4 (UV-C, 200-280 nm, 
dotiert bei 254 nm) J/cm2 bestrahlt. Nach der Bestrahlung wurden die Beschichtungen 
bei 23 °C und 50 % r.F. für ca. 14 Tage gelagert und vor den Charakterisierungen vom 
PTFE-Trägersubstrat abgelöst.  
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Abbildung 16: Schematische Zeichnung der UV-Bestrahlungsanlage adaptiert und übersetzt 
aus Schmid et al. (2015c). Das Bestrahlungszentrum hat eine Breite von 190 mm 

4.2.7 Musterherstellung zur Ermittlung der Permselektivität, 
feuchteabhängige Sauerstoffpermeation und Aktivierungsenergie 
der Permeation 

Für die Ermittlung der Permselektivität (vgl. Kapitel 3.2.1.3), also dem Durchlässig-
keitsverhältnis von N2, O2 und CO2, und zur Ermittlung der jeweiligen Aktivierungs-
energien der Permeation wurden Beschichtungen mit der Molkenprotein-basierten 
Standardformulierung WPSS (vgl. Kapitel 4.2.2) mit dem in Kapitel 4.2.4.1 beschriebe-
nen Beschichtungsautomaten CUF 5 unter Verwendung einer Rakel zum Auftrag von 
120 µm Nassfilmdicke auf Korona-vorbehandeltem PTFE durchgeführt (20 N Anpress-
druck; 20 mm/s Beschichtungsgeschwindigkeit). Die Korona-Vorbehandlung wurde mit 
einer Bahngeschwindigkeit von 3 m/min und einer Generatorleistung von 1000 W 
durchgeführt. Hierdurch konnten Oberflächenenergien von > 39 mN/m für PTFE erzielt 
werden (vgl. Kapitel 3.2.3). Die Trocknung erfolgte bei 105 °C und einem Trocknungs-
luftvolumenstrom von 1400 l/min für 510 s. Nach dem Trocknungsvorgang resultierten 
Beschichtungsdicken von 24,2 ± 4,2 µm. Die so hergestellten Proben wurden anschie-
ßend bei 23 °C und 50 % r. F. für mindestens 5 Tage gelagert, bevor die Molkenpro-
tein-basierte Beschichtung vom PTFE-Trägersubstrat abgelöst wurde. Die so entstan-
denen Molkenprotein-basierten Folien wurden mindestens weitere 10 Tage bei 23 °C 
und 50 % r. F. gelagert. Als Beschichtungssubstrat für Muster zur Ermittlung der feuch-
teabhängigen Sauerstoffpermeation wurde Korona-vorbehandeltes PET (Hostaphan® 
RNK 12.0, 12µm, Oberlächenenergie >44mN/m, DIN A4, Mitsubishi Polyester Film 
GmbH, Wiesbaden) mit denselben Prozessparametern beschichtet und für mindestens 
14 Tage bei 23 °C und 50 % r.F. gelagert. 

4.2.8 Musterherstellung zur Ermittlung der lagerzeitabhängigen 
Permeation und Nachvernetzung 

Um die lagerzeitabhängige O2-Durchlässigkeit und Nachvernetzung der Molkenprotein-
basierten Standardformulierung (WPSS) zu messen, wurde die WPSS (vgl. Kapitel 
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4.2.2) wie in Kapitel 4.2.4.1 beschriebenen mit einer Rakel zum Auftrag von 150 µm 
Nassfilmdicke auf Korona-vorbehandeltem CPP (Cast Polypropylen, 200µm, Profol 
Kunststoffe GmbH, Halfing) beschichtet (30 N Anpressdruck; 20 mm/s Beschichtungs-
geschwindigkeit). Hierdurch resultierte eine Trockenschichtdicke von ca. 23 µm. Die 
Korona-Vorbehandlung wurde mit einer Bahngeschwindigkeit von 3 m/min und einer 
Generatorleistung von 1000 W an der Lackier- und Kaschieranlage des Fraunhofer IVV 
durchgeführt. Die Trocknung erfolgte bei 90 °C und einem Trocknungsluftvolumen-
strom von 1400 l/min für 510 s. Die so hergestellten Proben wurden anschließend di-
rekt zur Charakterisierung der lagerzeitabhängigen Sauerstoffpermeation (vgl. Kapitel 
4.3.1.2) verwendet. Zur Ermittlung der lagerzeitabhängigen Veränderung der molekula-
ren Wechselwirkungen sollten bevorzugt Monofolien vorliegen. Deshalb wurden Mol-
kenprotein-basierte Folien durch Lackierung auf einem Trägersubstrat aus PTFE her-
gestellt und an den Lagerungstagen 1, 2, 3, 7, 10 und 14 vom PTFE-Trägersubstrat 
wieder abgelöst und für die Lösungsversuche zur Ermittlung der molekularen Wech-
selwirkungen verwendet (vgl. Kapitel 4.4). Die Beschichtungen mit der Molkenprotein-
basierten Standardformulierung WPSS (vgl. Kapitel 4.2.2) wurden, wie in Kapitel 4.2.6 
beschrieben, mit einer Rakel zum Auftrag von 150 µm Nassfilmdicke auf Korona-
vorbehandeltem PTFE beschichtet. Des Weiteren wurden Gießfolien aus WPSS, wie in 
Kapitel 4.2.3.1 beschrieben, hergestellt und für die Ermittlung von Vernetzungskenn-
zahlen verwendet (vgl. Kapitel 4.5 und 4.6). 

4.3 Untersuchungen zu verpackungsrelevanten Eigenschaften 

4.3.1 Bestimmung von Permeationseigenschaften 

4.3.1.1 Bestimmung der Sauerstoffdurchlässigkeit  / sauerstoffspezifisches 
Trägergasverfahren 

Die Sauerstoffdurchlässigkeit (vgl. Kapitel 3.2.1) von Molkenprotein-basierten Folien 
und Beschichtungen wurde u.a. mit dem sauerstoffspezifischen Trägergasverfahren 
(DIN 53380-3) bestimmt. Hierbei wurden die flächigen Proben zwischen zwei Teile 
einer Permeationskammer eingespannt. Durch einen Teil der Permeationskammer 
strömt Stickstoff als Trägergas und durch den anderen Teil der Permeationskammer 
strömt Sauerstoff. Die Probe fungiert somit als Membran zwischen den beiden Per-
meationskammern. Während der Messung permeiert der Sauerstoff durch die Probe in 
das Trägergas, welches zu einem elektrochemischen Sensor geführt wird. Die elektro-
chemische Reaktion bewirkt eine Stromstärke, die mit dem Sauerstoffmengenstrom 
(Stoffstrom) direktproportional korreliert. Über die Probenfläche ergibt sich die Stoff-
stromdichte und durch Normierung auf die Partialdruckdifferenz ergibt sich die Sauer-
stoffdurchlässigkeit in der Einheit cm³(STP)/m² d bar (Bleisch et al., 2014). Die Sauer-
stoffdurchlässigkeitsmessungen wurden in den akkreditierten Prüflabors (Deutsche 
Akkreditierungsstelle DAkkS) des Fraunhofer IVV in Freising mit Sauerstoffpermeati-
onsmessgeräten der Firma Mocon Instruments (Mocon Inc., Minneapolis, Minnesota, 
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MN, USA) durchgeführt. Die Messungen wurden bei 23 °C und 50 % r. F. durchgeführt. 
Zusätzlich wurden ausgewählte Muster bei 35 % und 75 % r. F. gemessen, um die 
Feuchteabhängigkeit der Sauerstoffdurchlässigkeit zu bestimmen. Die Messungen 
wurden als Doppelbestimmung durchgeführt. Bei einer Messwertdifferenz von >20 % 
wurden weitere Messungen durchgeführt. Die jeweils angewendeten Messbedingun-
gen werden bei der Darstellung der Ergebnisse genannt. Die Folien- bzw. Beschich-
tungsdicken wurden mit der in Kapitel 4.3.2 beschriebenen Methode bestimmt.  

4.3.1.2 Bestimmung der Gasdurchlässigkeit  / manometrisches Verfahren 

Zur Bestimmung der Permselektivität und Aktivierungsenergie der Permeation (vgl. 
Kapitel 3.2.1.3) wurden Stickstoff-, Sauerstoff- und Kohlendioxiddurchlässigkeitsmes-
sungen in Anlehnung an DIN 53380-2, dem sog. manometrischen Verfahren, mit dem 
Permeationsmessgerät GDP/E (Brugger Feinmechanik GmbH, München) bei 23 °C, 35 
°C und 40 °C sowie jeweils 0 % r. F. durchgeführt. Die Proben (vgl. Kapitel 4.2.7) wur-
den hierbei in die zweiteilige Messzelle eingespannt und trennen somit als Membrane 
das Zellen-Oberteil vom Zellen-Unterteil. Während der Messung strömt das Testgas 
durch das Zellen-Oberteil und permeiert durch die Probe in das Zellen-Unterteil. Im 
Zellen-Unterteil wurde vor Beginn der Messung ein Unterdruck erzeugt, welcher auf-
grund des permeierenden Testgases während der Messung ansteigt. Dieser Druckan-
stieg korreliert mit der Gasdurchlässigkeit, welche nach DIN 53380-2 berechnet wer-
den kann und in der Einheit cm³(STP)/(m² d bar) angegeben wird (Schmid et al., 
2015g). Die Messungen wurden so lange wiederholt, bis die Durchlässigkeit konstant 
war. Hiervon abweichend wurden die Messungen zur Ermittlung der lagerzeitabhängi-
gen Sauerstoffdurchlässigkeit an den in Kapitel 4.2.8 beschriebenen Proben durchge-
führt. Dies war notwendig, da sich die intermolekularen Wechselwirkungen in Molken-
protein-basierten Folien und Beschichtungen während der ersten Wochen nach deren 
Herstellung weiter ausbildeten (siehe Kapitel 5.1) und somit erst nach ausreichend 
langer Lagerung konstante Durchlässigkeiten gemessen werden können. Deshalb 
wurden die Messungen nach folgenden festgelegten Intervallen durchgeführt. Zwi-
schen Lagertag 1 bis 3 wurde in 24 Stundenintervallen, zwischen Lagertag 4 bis 10 in 
48 Stundenintervallen und zwischen Lagertag 11 bis 25 in 72 Stundenintervallen die 
Sauerstoffdurchlässigkeit gemessen und als konstant angenommen. Diese Messungen 
wurden bei 23 °C und 0 % r. F. in Doppelbestimmung durchgeführt. Die Lagerung der 
Proben erfolgte dabei in den Messzellen des o.g. GDP/E Permeationsmessgerätes. 
Die Folien- bzw. Beschichtungsdicken wurden mit der in Kapitel 4.3.2 beschriebenen 
Methode bestimmt. (Schmid et al., 2015e) 

4.3.1.3 Bestimmung der Wasserdampfdurchlässigkeit 

Die Bestimmung der Wasserdampftransmissionsrate (WVTR) durch Molkenprotein-
basierte Folien und Beschichtungen wurde nach DIN 53122-1 (gravimetrisches Verfah-
ren) durchgeführt. Hierbei wurden Aluminiumschalen mit Silikagel als Absorptionsmittel 
befüllt. Die Proben wurden auf die Aluminiumschalen gelegt, welche anschließend mit 
einem Dichtring verschlossen und bei 23° C und 50 % bzw. 85 % r. F. gelagert wurden 
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(die jeweils angewendeten Messbedingungen werden bei der Darstellung der Ergeb-
nisse genannt). Die permeierende Wasserdampfmenge wurde durch die Messung der 
Gewichtszunahme der Schalen ermittelt. Nach dem Erreichen eines linearen Verlaufs 
der Gewichtszunahme mit der Zeit wurde die Wasserdampftransmissionsrate nach DIN 
53122-1 in der Einheit g/(m² d) errechnet. Es wurden jeweils Vierfachbestimmungen an 
den Mustern durchgeführt. (Schmid, 2013, Schmid et al., 2013a, Schmid et al., 2014b, 
Schmid et al., 2014a, Schmid et al., 2015c, Schmid et al., 2015g). Die Folien- bzw. 
Beschichtungsdicken wurden mit der in Kapitel 4.3.2 beschriebenen Methode be-
stimmt. Sowohl in der Normung (DIN 53122-1) als auch in der industriellen Praxis wird 
die Wasserdampfpermeationsrate meist als Wasserdampfdurchlässigkeit bezeichnet 
(Bleisch et al., 2014). 

4.3.2 Bestimmung der mechanischen Eigenschaften 

Die mechanischen Eigenschaften der Molkenprotein-basierten Folien wurden mit der 
Universalzugprüfmaschine Z005 (Allround Line, Zwick GmbH & Co. KG, Ulm) und RM 
50 (Doli BmbH Industrie Electronic, München) bei 23 °C und 50 % r. F. nach DIN EN 
ISO 527-1 gemessen. Die Folienmuster wurden zu je fünf bis zehn Streifen (mindes-
tens Fünf- bis maximal Zehnfachbestimmung) mit einer definierten Breite von 15 mm 
und einer Länge von 70 mm zugeschnitten. Vor der Zugprüfung wurden die Foliendi-
cken mit dem Dickenmessgerät Precision Thickness Gauge Model FT3 (Rhopoint In-
struments, Beyhill on Sea, UK) an fünf unterschiedlichen Positionen der Proben ge-
messen (Messgenauigkeit ± 0,4 µm). Daraus wurden der Mittelwert und die Stan-
dardabweichung berechnet. Die ermittelten Probendicken werden für die Berechnung  
der mechanischen Eigenschaften (vgl. Kapitel 3.2.2) verwendet. Die Folien wurden mit 
einer Anfangsmesslänge von 50 mm in die Klemmbacken eingespannt. Die Messun-
gen erfolgten mit einer Messgeschwindigkeit von 100 mm/min für die Zugfestigkeit σm 
und Bruchdehnung εb. Die Messgeschwindigkeit für die Bestimmung des E-Moduls E 
erfolgte bei 0,5 % L0/min (vgl. Kapitel 3.2.2), wobei der Dehnungsaufnehmer (Exten-
someter) einen Abstand von 25 mm aufwies. Die Messsignale der Zugprüfmaschinen 
wurden über die Software DOLI (DOLI Elektronik GmbH, München) verarbeitet und 
damit die in Kapitel 3.2.2 beschrieben mechanischen Eigenschaften E-Modul E, Zug-
festigkeit σm und die Bruchdehnung εb berechnet. 

4.3.3 Bestimmung der Oberflächenenergie 

Die Oberflächenenergie (vgl. Kapitel 3.2.3) der Molkenprotein-basierten Folien und 
Beschichtungen wurde mit dem Kontaktwinkelmessgerät G2 (Krüss GmbH, Stephans-
kirchen/Rosenheim) und dessen integrierter Software durch Anwendung der  
Youngschen Gleichung (siehe Gleichung 19, S. 31) ermittelt. Als Testflüssigkeiten 
wurden destilliertes Wasser (Fraunhofer IVV, Freising), Diiodmethan, Ethylenglykol und 
Dimethylphthalat (>99%, Sigma-Aldrich, Taufkirchen) verwendet. 3 µl Testflüssigkeiten 
wurden mit einer Dosiergeschwindigkeit von 20 µl/min auf die Proben aufgebracht. Die 
optische Kontaktwinkelmessung erfolge bei jeder Probe bei 20 s nach dem Aufbringen 
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der Testflüssigkeit bei 23 °C und 50 % r. F.. Somit wurde die Oberflächenenergie nicht 
im Gleichgewichtszustand, sondern nach einer vorgegebenen und für die Messung 
praktikablen Zeit gemessen. Dies begründet sich aus der Tatsache, dass die Molken-
protein-basierten Folien und Beschichtungen, je nach Zusammensetzung und Verar-
beitung in den verwendeten Testflüssigkeiten, löslich sind. Daher kann kein Gleichge-
wichtszustand erreicht werden. Deshalb wurde in dieser Arbeit keine absolute Oberflä-
chenenergie, sondern eine nach vorgegebener Zeit ermittelte Oberflächenenergie, zum 
Zwecke des Vergleichs mehrerer Muster innerhalb einer Versuchsreihe, ermittelt. 
Durch Anwendung der in Kapitel 3.2.3 beschriebenen Methode nach Owens-Wendt-
Rabel-Kaelble (OWRK-Methode) wurde die Oberflächenenergie in polare und disperse 
Anteile aufgeteilt. Der Kontaktwinkel jeder Testflüssigkeit wurde an fünf unterschiedli-
chen Positionen je Probe wie oben beschrieben gemessen. Für jedes Folien- bzw. Be-
schichtungsmuster wurden fünf Proben vermessen (Fünffachbestimmung). 

4.3.4 Untersuchung weiterer Eigenschaften 

4.3.4.1 Messung der UV-Lichtdurchlässigkeit 

Die UV-Lichtdurchlässigkeit im Wellenlängenbereich von 200 – 290 nm wurde mit dem 
Spectrophotometer Uvicon XL! (BioTek, Winooski, USA) in Doppelbestimmung für die 
UV-quervernetzten Folien (vgl. Kapitel 4.2.6) ermittelt. Bei den Messungen wurde eine 
Ulbricht-Kugel verwendet, um Lichtstreuungsverluste bei der Messung zu minimieren. 

4.3.4.2 Messung der Wasserdampfsorptionsisothermen 

Die Wasserdampfsorptionsisothermen von Molkenprotein-basierten Folien wurden mit 
dem SPS Sorptionstestsystem SPS-1µ High Load (ProUmid GmbH, Ulm, Germany) 
bei einer Temperatur von 23 °C gemessen. Aus den unterschiedlichen Musterfolien 
wurden dafür kreisrunde Proben mit einem Durchmesser von 25 mm ausgeschnitten. 
Diese werden in Tiegel mit bekannter Masse gegeben und während der Messung mit 
einer im SPS-1µ High Load verbauten Präzisionswaage gewogen. Bei der Messung 
startet die relative Feuchte bei 0 % und wird in 10 % Schritten bis zu einer relative 
Feuchte von 90 % erhöht. Anschließend wurde die r. F. von 90 % wieder in 10 % 
Schritten auf 0 % abgesenkt. Die nächst höhere bzw. niedrigere Feuchtigkeitsstufe 
wird dann eingestellt, sobald sich bei der vorherigen Feuchtestufe Massenkonstanz 
eingestellt hat (die Gleichgewichtsfeuchte ist erreicht). Dies ist der Fall, wenn sich der 
Wert für die letzten 300 min um weniger als 0,002 mg/min verändert hat oder nach 
einer maximalen Messzeit von 3000 min. Die Messungen wurden als Doppelbestim-
mung durchgeführt. 

Des Weiteren wurde der Feuchtegehalt in den Molkenprotein-basierten Folien (Gleich-
gewichtsfeuchte bei 23 °C und 50 % r. F.) thermo-gravimetrisch mit den Waagen MA30 
bzw. MA100C (Satorius AG, Göttingen) ermittelt. Hierfür wurden jeweils 0,5 g der Pro-
ben in Vierfachbestimmung bei einer Temperatur von 105 °C so lange getrocknet, bis 
Massenkonstanz (Massenänderung < 1 mg in 300 s) vorherrschte. 
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4.3.4.3 Bestimmung von Diffusions- und Sorptionskoeffizienten für 
Wasserdampf durch Sorptionsexperimente 

Die Diffusionskoeffizienten (D) und die Sorptionskoeffizienten (S) für Wasserdampf 
wurden exemplarisch an ausgewählten Mustern von TG-quervernetzten Folien be-
stimmt. Hierfür wurden Folien mit 0,1 Unit und 1 Unit TG nach 1440 min Inkubations-
zeit sowie jeweils Referenzfolien ohne Inkubationszeit, wie in Kapitel 4.2.5 beschrie-
ben, hergestellt. Vor Beginn der Wasserdampfadsorptionsmessungen wurden die Pro-
ben für 14 Tage bei 0 % r.F. und 23 °C getrocknet. Die Wasserdampfadsorption wurde 
als Funktion der Zeit bei 50 %  r.F. und 85 % r.F. bei 23 °C gravimetrisch gemessen. 
Die Messungen wurden als Dreifachbestimmungen durchgeführt. Der relative Massen-
anteil von Wasser (𝑚𝑚𝑡𝑡·𝑚𝑚∞-1) wurde als Funktion der Wurzel der Zeit t, geteilt durch den 
Mittelwert der Dicke d, aufgetragen (siehe Abbildung 17). Aus dem Anstieg der Gera-
den (bei einem relativen von Massenanteil Wasser zwischen ~0,1 bis ~0,6) wurde nach 
Gleichung 5 (S. 22) der Diffusionskoeffizient berechnet. Der Sorptionskoeffizient wurde 
mit Gleichung 2 (S. 21) berechnet. Hierfür wurde die ermittelte Wasserkonzentration, 
bezogen auf das Trockenvolumen im Gleichgewicht, sowie die Dichte der Probe und 
der jeweilige Wasserdampfpartialdruck, verwendet. Durch Multiplikation von S und D 
wurde der Permeationskoeffizient berechnet (vgl. Gleichung 6, S. 22). 

 

Abbildung 17: Massenanteil von Wasser als Funktion der Wurzel der Zeit geteilt durch den Mit-
telwert der Dicke. Adaptiert und übersetzt aus Schmid et al. (2014b) 

4.4 Ermittlung der molekularen Wechselwirkungen 
Wie in Kapitel 3.3.1 ausführlich beschrieben, stellen Löslichkeitsuntersuchungen mit 
spezifisch spaltenden Puffersystemen und anschließendem Bradford-Assay eine Mög-
lichkeit dar, intermolekulare Wechselwirkungen in Protein-basierten Folien und Be-
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schichtungen zu identifizieren und zu quantifizieren. Dass diese Methode zudem an 
festen Folien und Beschichtungen angewendet werden kann, stellt einen großen Vor-
teil dar (Hammann und Schmid, 2014). Die theoretischen Grundlagen zu dieser Me-
thode sind in Kapitel 3.3.1 näher beschrieben. Die praktische Durchführung dieser Me-
thode, welche an den in Kapitel 4.2.3, 4.2.4, 4.2.6 und 4.2.7 beschriebenen Mustern 
durchgeführt wurde, wird nachfolgend erläutert. 

4.4.1 Verwendete Chemikalien, Materialien und Geräte zur Ermittlung der 
molekularen Wechselwirkungen 

Die nachfolgenden Tabellen geben einen Überblick über die Chemikalien (Tabelle 12), 
die Materialien und Geräte (Tabelle 13), sowie über die Verbrauchsmaterialien (Tabelle 
14), die für die Ermittlung der molekularen Wechselwirkungen in Molkenprotein-
basierten Folien und Beschichtungen verwendet wurden. 

Tabelle 12: Übersicht der verwendeten Chemikalien zur Ermittlung der molekularen Wechsel-
wirkungen 

Chemikalien Hersteller 

Bio Rad Protein Assay Kit II LECO Instrumente GmbH, Mönchengladbach 

Dinatriumhydrogenphosphat Merck KGaA, Darmstadt 

DTT  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat Merck KGaA, Darmstadt 

Stickstoff (flüssig) Linde AG, München 

Thiourea Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Urea Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
 

Tabelle 13: Übersicht der verwendeten Materialien und Geräte zur Ermittlung der molekularen 
Wechselwirkungen 

Materialien / Geräte Bezeichnung  Hersteller 

Labormühle ZM 100 F.Kurt Retsch GmbH & Co. KG, Haan 

Pipetten Eppendorf research Eppendorf AG, Hamburg 

Rührplatte Magnetic emotion, mix control 2mag AG, München 

Schüttler Vibrofix VF1 Electronic IKA ®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen 

Spektralphotometer Specord ® 210 PLUS  Analytik Jena AG, Jena 

Wasserbad Memmert WNB 7-45 Memmert GmbH + CO KG, Schwabach 

Waagen Extend ED2202 S-CW Sartorius, Göttingen 

Zentrifuge Refrigerated Centrifuge 3K30 Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode 

Zentrifugenröhrchen Polypropylene copolymer 50 ml Nalgene ® Labware, USA 
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Tabelle 14: Übersicht der verwendeten Verbrauchsmaterialien zur Ermittlung der molekularen 
Wechselwirkungen 

Verbrauchsmaterialien Bezeichnung  Hersteller 

Küvetten-Rührstäbchen Rührspatel, 120 mm,PS Wagner & Munz GmbH, München 

Küvetten Ratiolab® Küvetten, Halbmikro 
PS 

Ratiolab GmbH, Dreieich 

Tubes  Safe-Lock Tubes 2,0 ml 

Safe-Lock Tubes 1,5 ml 

Eppendorf  Tubes 5,0 ml  

Eppendorf AG, Hamburg 

4.4.2 Durchführung der Lösungsversuche 

4.4.2.1 Probenvorbereitung 

Die Beschichtungen wurden am jeweiligen Versuchstag (für die Betrachtung des Ein-
flusses der Lagerungszeit) bzw. nach min. 14 Tagen Lagerung von den PTFE-
Trägersubstraten abgezogen und anschließend mittels einer Labormühle nach voran-
gegangenem Gefrieren mit Flüssigstickstoff zu einem homogenen Pulver gemahlen. 
Das Mahlen führt zu einer notwendigen Oberflächenvergrößerung, wodurch der Zu-
gang für die Spaltungsreagenzien zu den Proteinketten erleichtert wird. 

Molkenprotein-basierte Gießfilme wurden spätestens nach 14 Tagen aus den Pet-
rischalen gelöst (vgl. 4.2.3). Die Gießfilme wurden in Stücke geschnitten und anschlie-
ßend mit Flüssigstickstoff eingefroren und gemahlen. 

4.4.2.2 Extraktion 

Die Extraktion der Proben erfolgte durch Anwendung von fünf (Schmid et al., 2015e) 
bzw. sechs (Schmid et al., 2015c) verschiedenen Puffersystemen. Die Puffersysteme 
bestanden aus einer Kombination folgender Reagenzien: 0,1 M Phosphatpuffer (PP), 
1 M Thiourea (TH), 50 mM Dithiothreitol (DTT) und 8 M Urea (U). Die Basis aller Puf-
fersysteme war 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,5, hergestellt aus Natriumdihydrogenphos-
phat und Dinatriumhydrogenphosphat. Tabelle 15 zeigt die Zusammensetzung der 
verwendeten Puffersysteme. 

Tabelle 15: Extraktionsmittelzusammensetzung 

Nr. Extraktionssystem Phosphatpuffer (PP) Urea (U) Thiourea (TH) DTT (D) 

1 PP + - - - 

2 IEF-U-D + - + - 

3 IEF-U + - + + 

4 IEF-D + + + - 

5 IEF-TH + + - + 

6 IEF + + + + 

Die o.g. Reagenzien spalten spezifisch molekulare Wechselwirkungen, wodurch der 
Beitrag von kovalenten und nicht-kovalenten Bindungen zur Filmstabilisierung für Mol-
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kenprotein-basierte Folien und Beschichtungen qualitativ abgeschätzt werden kann. 
Durch den Phosphatpuffer (PP) kann zudem eine erfolgreiche Denaturierung nachge-
wiesen werden, da native Proteine in Phosphatpuffer (PP) löslich sind, aber denaturier-
te Proteine aufgrund intermolekularer Wechselwirkungen nicht. Durch die Anwendung 
verschiedener Reagenzien bei der Extraktion (Tabelle 16)  können unterschiedliche 
Bindungen gespalten werden (Details siehe Kapitel 3.3.1). 

Tabelle 16: Verwendete Extraktionsmittel und deren spezifisch spaltende Wirkung  

Spezifische Wechselwirkungen Spaltendes Reagenz 

Native Proteinstruktur Phosphatpuffer (PP) 

Hydrophobe Wechselwirkungen Thiourea (TH) 

Disulfidbrückenbindungen Dithiothreitol (DTT) bzw. (D) 

Wasserstoffbrückenbindungen Urea (U) 

Somit spaltet der IEF-U-D Puffer, Thiourea (TH) enthaltend, hydrophobe Wechselwir-
kungen. Urea kann Wasserstoffbrückenbindungen lösen und das reduzierende DTT 
kann Disulfidbrückenbindungen spalten. IEF-U ist eine Kombination zweier Reagenzi-
en: DTT zu Spaltung von Disulfidbrückenbindungen und TH zum Lösen hydrophober 
Wechselwirkungen. IEF-D enthält U und TH und spaltet somit Wasserstoffbrückenbin-
dungen und hydrophobe Wechselwirkung. Wasserstoffbrückenbindungen und Disulfid-
brückenbindungen werden durch den IEF-TH Puffer gespalten. Zudem wurde ein iso-
elektrischer Fokussierungs-Puffer (IEF) eingesetzt, der alle vier Reagenzien enthält 
und nach Liu und Hsieh (2007) in der Lage sein sollte, alle o.g. molekularen Wechsel-
wirkungen in Protein-basierten Folien und Beschichtungen spalten zu können. 

Für die Extraktion wurden jeweils 0,5 g der gemahlenen Proben in sechs 100 ml 
DURAN® Laborgläser eingewogen und 10 ml (Schmid et al., 2015e) bzw. 20 ml 
(Schmid et al., 2015c) des jeweiligen Extraktionsmittel hinzugefügt. Die Laborgläser 
wurden bei 25 °C für  2,5 Stunden in ein temperiertes Wasserbad gestellt, um die Pro-
teine bei kontinuierlichem Rühren  zu lösen. Nach der Extraktion wurden in einer La-
borzentrifuge die Proteinsuspensionen für 15 Minuten bei 20 °C und 16000 g zentrifu-
giert. Der Überstand wurde für die Proteinkonzentrationsbestimmung mittels nachfol-
gend beschriebenen Bradford-Assay verwendet. (Schmid et al., 2015c, Schmid et al., 
2015f) 

4.4.2.3 Bradford-Assay 

Der Bradford-Assay ist eine schnelle und empfindliche photometrische Methode zur 
Bestimmung der  Proteinkonzentration in Lösungen. Das Prinzip dieser Methode ba-
siert darauf, dass die Anwesenheit von Proteinen zu einer Farbveränderung des 
Farbreagenz Coomassie-Brillant-Blau führt. Durch diesen Farbumschlag kommt es zu 
einer Verschiebung des Absorptionsmaximums von 470 nm zu 595 nm. (Bradford, 
1976, Compton und Jones, 1985) 
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Die Methode wurde für einen Proteinkonzentrationsbereich von 5-20 µg/ml angepasst. 
Eine Kalibrierungsgerade mittels einer Serumalbumin(BSA)-Standardlösung wurde vor 
jeder Messreihe erstellt. BSA-Standardprotein wurde mit 20 ml destillierten Wasser 
verdünnt, sodass sich eine Stammlösung mit einer Konzentration von 1,45 mg/ml 
ergab. Die Stammlösung wurde in 1,5-ml-Tubes gefüllt und bei -25 °C bevorratet. Die 
BSA-Standardlösung wurde auf 20 µg/ml mit destilliertem Wasser verdünnt. Diese Lö-
sung wurde dunkel bei 8 °C gelagert und maximal bis zu einer Woche nach ihrer Her-
stellung verwendet. Die für die Bestimmung der Kalibrierkurve notwendigen Konzentra-
tionen von 5, 10, 15 µg/ml wurden durch Verdünnen mit destilliertem Wasser aus der 
Standardlösung mit 20 µg/ml hergestellt. 

Die Molkenproteinextrakte wurden mit destilliertem Wasser so verdünnt, dass eine 
Messung innerhalb des Kalibrierungsbereichs möglich war. Zu 0,8 ml der verdünnten 
Proteinextrakte wurden 0,2 ml Farbreagenz Coomassie-Brillant-Blau in die Küvetten 
pipettiert, um die Farbreaktion zu starten. In einem Einweg-Küvettenrührer wurden die 
Proben für 20 min bei 23 °C inkubiert. Die photometrische Messung erfolgte bei einer 
Wellenlänge von 595 nm. Als Referenz wurde Luft gemessen. Alle Messungen wurden 
als Sechsfachbestimmungen durchgeführt. 

4.4.2.4 Proteinbestimmung nach Dumas 

Zur Bestimmung des Proteingehalts in Lösungen wurde die im vorhergegangenen Ka-
pitel beschriebene Methode verwendet. Um aber den Proteingehalt in der Trocken-
masse der Proben zu messen, wurde der Stickstoffgehalt der Proben nach der Metho-
de von Dumas bestimmt. Die Dumas-Methode wird oft als Alternative zur Kjeldahl-
Methode zur Proteingehaltsbestimmung verwendet (Jung et al., 2003). Die Proben 
wurden in Keramiktiegel eingewogen und die Messungen, wie in Schmid et al. (2015c) 
und Schmid et al. (2015e) beschrieben, durchgeführt. Der Proteingehalt wurde durch 
Multiplikation des ermittelten Stickstoffgehalts (Massenprozent) mit dem Faktor 6,25 
berechnet.  

Um die Proteinlöslichkeit LP nach Gleichung 26 zu berechnen, musste der Proteingeh-
alt auf die Trockensubstanz (TS) bezogen werden. Hierfür wurde der Wassergehalt der 
gemahlenen Proben mit dem thermogravimetrischen Analysengerät LECO TGA 601 
(LECO Corporaton, Saint Josep) bestimmt und der Trockensubstanzgehalt berechnet. 

Gleichung 26: Berechnung der Proteinlöslichkeit (Schmid et al., 2015c, Schmid et al., 2015e) 

𝑳𝑳𝑷𝑷 [−] =  
𝑳𝑳ö𝒌𝒌𝒔𝒔𝒊𝒊𝒄𝒄𝒉𝒉𝒆𝒆 𝑷𝑷𝑷𝑷𝒕𝒕𝒕𝒕𝒆𝒆𝒊𝒊𝒌𝒌𝒆𝒆 �µ𝒈𝒈𝒎𝒎𝒔𝒔� ∗ 𝑾𝑾 (𝑬𝑬𝒅𝒅𝒕𝒕𝑷𝑷𝑭𝑭𝒌𝒌𝒕𝒕𝒊𝒊𝒕𝒕𝒌𝒌𝒌𝒌𝒔𝒔ö𝒌𝒌𝒔𝒔𝒌𝒌𝒈𝒈)[𝒎𝒎𝒔𝒔] ∗ 𝟏𝟏

𝑾𝑾𝑭𝑭
𝑴𝑴 (𝑷𝑷𝑷𝑷𝒕𝒕𝒃𝒃𝒆𝒆)[𝒈𝒈] ∗ 𝑷𝑷𝑷𝑷𝒕𝒕𝒕𝒕𝒆𝒆𝒊𝒊𝒌𝒌 𝑭𝑭𝒔𝒔𝒂𝒂 𝑻𝑻𝑺𝑺 𝒃𝒃𝒆𝒆𝑷𝑷𝒆𝒆𝒄𝒄𝒉𝒉𝒌𝒌𝒆𝒆𝒕𝒕 [µ𝒈𝒈𝒈𝒈 ]

 

M =  Masse 

TS =  Trockensubstanz 

V =  Volumen 

VF = Verdünnungsfaktor  

Ergänzend zu den Lösungsversuchen mit unterschiedlichen Puffersystemen zur Ermitt-
lung der molekularen Wechselwirkungen, wurde an ausgewählten Mustern (vgl. Kapitel 
4.2.4) der Massenanteil an wasserlöslichen Fraktionen in den Molkenprotein-basierten 
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Mustern mit unterschiedlichen Denaturierungsgraden ermittelt. Diese gravimetrische 
Methode ist in Schmid et al. (2014a) ausführlich beschrieben. 

4.5 Bestimmung des Quellgrades – DoS 
Der DoS verhält sich auch bei Proteinfilmen umgekehrt proportional zum Grad der 
Quervernetzung bzw. Vernetzungsgrad (engl. degree of crosslinking –DoC) und wurde 
im Rahmen dieser Arbeit verwendet, um Rückschlüsse auf den DoC und dessen Ein-
fluss auf die mechanischen und Barriereeigenschaften von Molkenprotein-basierten 
Folien zu untersuchen. Die theoretischen Grundlagen hierzu sind in Kapitel 3.3.2 erläu-
tert. 

Der Grad der Quellung (DoS) wurde in Anlehnung an die DIN EN ISO 175:2000 be-
stimmt (vgl. 3.3.2.). Hierfür wurden die Molkenprotein-basierten Folien auf eine Größe 
von 50 mm x 50 mm zugeschnitten. Die bei 23 °C und 50 % relativer Feuchte gelager-
ten Filme wurden gewogen (m1), bevor sie in ein Probengefäß gegeben wurden, wel-
ches mit 200 ml destilliertem Wasser befüllt war. Somit entspricht die verwendete Füll-
menge den in der DIN EN ISO 175:2000 vorgegebenen 8 ml an Quellmedium pro cm² 
Probenfläche. Die verschlossenen Gefäße wurden für 24 Stunden bei 23 °C und 50 % 
r. F. gelagert. Nach der Quellung wird die Masse der Probe mit einer Präzisionswaage 
bestimmt (m2). Die Proben wurden dann bei 65 °C bis zur Massenkonstanz getrocknet, 
wobei die Masse der getrockneten Folien (m3) in regelmäßigen Abständen mit einer 
Präzisionswaage bestimmt wurde. Die Versuche wurden in Fünffachbestimmung 
durchgeführt. 

4.6 Bestimmung von Vernetzungsgrad und –dichte 
Wie ausführlich in Kapitel 3.3.2 beschrieben, wird der Vernetzungsgrad (DoC) über die 
Gleichung 21 (S. 35) und die Vernetzungsdichte (CLD) über die Gleichung 22 (S. 36) 
berechnet. Hierfür wird das durchschnittliche Molekulargewicht des Polymers zwischen 
den Quervernetzungen (MC), welches über die Flory-Rehner-Gleichung (Gleichung 23, 
S. 36) berechnet werden kann, benötigt. In der Flory-Rehner-Gleichung zur Berech-
nung von MC werden allerdings der Flory-Huggins Wechselwirkungsparameter 𝜒𝜒 und 
der Volumenanteil des Polymers im gequollenen Gel 𝜑𝜑1 benötigt, welche mit den fol-
gend beschriebenen Methoden bestimmt wurden. 

Zur Berechnung des Flory-Huggins Wechselwirkungsparameters wurden zunächst aus 
der Doppelbestimmung der Wassedampfsorptionsisotherme (vgl. Kapitel 4.3.4.2) der 
Mittelwert aus den resultierenden Gleichgewichtsmassen pro Feuchteschritt ermittelt. 
Anschließend wird für jede Feuchtegleichgewichtsmasse die Massenzunahme (Δm) im 
Vergleich zur Feuchtegleichgewichtsmasse bei 0 % relativer Feuchte berechnet. Mit 
Hilfe von Δm wird unter der Annahme, dass bei 0 % Feuchte lediglich reines WPI vor-
liegt mit Gleichung 27 die Masse des Wassers in der Probe berechnet. 
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Gleichung 27: Bestimmung des Wassergehalts der Proben aus Sorptionsisothermen 

Masse des Wassers Symbol Bezeichnung Einheit 

𝒎𝒎𝑫𝑫𝟐𝟐𝑶𝑶 = 𝒎𝒎𝑾𝑾𝑷𝑷𝑾𝑾 − ∆𝒎𝒎 

𝑚𝑚𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊 

𝑚𝑚𝐻𝐻2𝑂𝑂 

∆𝑚𝑚  

Masse des Polymers im gequollenem Gel 

Masse des Wassers im gequollenem Gel 

Massenzuname 

[g] 

[g] 

Nun kann mit Gleichung 24 (S. 37) der Polymervolumenanteil im gequollenem Gel 𝜑𝜑1 
berechnet werden. Hiermit wurde durch Anwendung der Flory-Huggins Gleichung 
(Gleichung 25, S. 37) der aW-Wert berechnet. Danach wurde für jeden Feuchteschritt 
die Differenz aus dem berechneten und dem gegebenen aW-Wert gebildet. Diese Wer-
te wurden quadriert und aufsummiert. Somit erhält man das Fehlerquadrat der Diffe-
renz zwischen theoretischem und berechnetem aW-Wert. Der Flory-Huggins Wechsel-
wirkungsparameter 𝜒𝜒 wurde anschließend bestimmt, indem man die Flory-Huggins-
Gleichung (Gleichung 24, S. 37) mit der Kleinstquadratmethode an die gemessenen 
Wasserdampfsorptionsisothermen anpasst. Hierfür wurde das Excel-Solver-Werkzeug 
(Microsoft Office Professional Plus 2010, Microsoft, Redmond, Washington, USA) ver-
wendet. 

Mit dem so ermittelten Flory-Huggins Wechselwirkungsparameter 𝜒𝜒 wurde nun über 
die Flory-Rehner Gleichung (Gleichung 23, S. 36) das durchschnittliche Molekularge-
wicht des Polymers zwischen den Quervernetzungen (MC) berechnet. Somit sind nun 
alle Informationen verfügbar und der Vernetzungsgrad (DoC) wurde entsprechend über 
Gleichung 21 sowie die Vernetzungsdichte (CLD) über Gleichung 22 (S. 36) berechnet. 

4.7 Statistische Methoden 

4.7.1 Test auf Normalverteilung 

Die Messergebnisse wurden bei einer Probenanzahl von 3 < 5 mit dem Kolmogorov-
Smirnov-Anpassungstest und bei einer Probenanzahl ≥ 5 mit dem Anderson-Darling-
Test auf Standardnormalverteilung geprüft. Es wurde ein Signifikanzniveau von 0,05 
gewählt. Hierfür wurde die Software Visual XSel 12.1 (CRGraph, München) verwendet. 
(Ronniger, 2013) 

4.7.1.1 Kolmogorov-Smirnow-Anpassungstest 

Zur Prüfung auf Normalverteilung wurde u.a. der Kolmogorov-Smirnow-Test (K-S-
Test), welcher besonders gut geeignet ist, um bei kleinen Stichprobenumfängen Ab-
weichungen von der Normalverteilung aufzudecken, verwendet. Die Nullhypothese H0 
des Kolmogorov-Smirnow-Anpassungstest lautet: 

H0: Die Werte der Stichprobe sind normalverteilt. 

Der maximale Differenzwert aus dem Vergleich der relativen Summenhäufigkeit wird 
als Prüfwert Tx für jeden Wert verwendet. 
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Gleichung 28: Prüfwert Tx im Kolmogorov-Smirnow-Anpassungstest 

Prüfwert Tx Symbol Bezeichnung Einheit 

𝑻𝑻𝒅𝒅 = 𝐦𝐦𝐦𝐦𝐦𝐦
 

 |𝑫𝑫𝑩𝑩 −𝑫𝑫𝑬𝑬| 

𝑇𝑇𝑚𝑚 

𝐻𝐻𝐵𝐵 

∆𝐻𝐻𝐸𝐸  

Prüfgröße 

beobachtete Häufigkeit 

erwartete Häufigkeit 

[-] 

[-] 

[-] 

Die erwarteten Summenhäufigkeiten können durch eine Klassifizierung der Daten be-
stimmt werden. Der in einschlägigen Tabellenwerken vorhandene kritische Wert TCr 
wird mit Tx verglichen. Ist TCr größer als Tx, kann die Nullhypothese auf dem gewählten 
Signifikanzniveau nicht abgelehnt und somit eine Normalverteilung der gemessenen 
Werte angenommen werden. (Ronniger, 2013) 

4.7.1.2 Anderson-Darling-Test 

Die Nullhypothese, welche bei Anwendung des Anderson-Darling-Tests überprüft wird, 
unterstellt, dass die Proben Teil einer normalverteilten Grundgesamtheit sind. Eine 
Klassifizierung der gemessenen Werte ist im Gegensatz zum K-S-Test nicht nötig. Der 
Anderson-Darling-Test ist ab einer Stichprobenanzahl ≥ 5 geeignet. (Ronniger, 2013) 

4.7.2 Prüfung auf Ausreißer 

Der Hampel-Ausreißer-Test wurde genutzt, um Ausreißer in auffälligen Datensätzen zu 
identifizieren. Diese wurden dann bei weiteren Berechnungen nicht berücksichtigt, wo-
bei die als Ausreißer identifizierten Messwerte dokumentiert sind. Der Hampel-
Ausreißer-Test arbeitet mit den Größen Median und absolute Abweichung vom Median 
(Pearson, 2002). Nähere Details zur Vorgehensweise werden von Kölling (2001) be-
schrieben. Der Hampel-Ausreißer-Test wurde mit der Statistiksoftware Visual XSel 
12.1 (CRGraph, München) unter Anwendung eines Signifikanzniveaus von 0,05 durch-
geführt. 

4.7.3 Prüfung auf Mittelwertunterschied 

Mit dem sog. Student´s t-Test (t-Test) wurde geprüft, ob statistisch signifikante Unter-
schiede zwischen den Mittelwerten von zwei Probenreihen vorliegen. Der Test setzt 
eine Varianzhomogenität der Stichproben voraus. Deshalb wurden vor der Durchfüh-
rung alle Varianzen auf einen signifikanten Unterschied (Signifikanzwert: 0,05) getes-
tet. Eine weitere Voraussetzung für den t-Test ist die Normalverteilung aller Datenrei-
hen, was wie in Kapitel 4.7.1 beschrieben, geprüft wurde. Da im Rahmen dieser Arbeit 
meist mehr als zwei Datensätze miteinander verglichen werden mussten, wurde ein 
Multi-t-Test durchgeführt. Dieser führt mehrere t-Tests gleichzeitig durch und vergleicht 
immer zwei Datensätze miteinander. Hierfür wurde die Software Visual XSel 12.1 
(CRGraph, München) verwendet. Als Signifikanzniveau p wurde 0,05 festgelegt. 
(Adamek, 2015, Ronniger, 2013, Harris et al., 2007) 
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5 Ergebnisse und Diskussion 
Auf dem in Kapitel 3 zusammengefassten aktuellen Stand des Wissens aufbauend, 
zielt die vorliegende Dissertation darauf ab zu beantworten, inwiefern und in welchem 
Ausmaß  

• das Ausgangsmolekulargewicht (Rezeptur / Formulierungen mit unterschiedli-
chem Ausgangsmolekulargewicht), 

• der Denaturierungsgrad (Rezeptur / Formulierungen mit unterschiedlichem De-
naturierungsgrad), 

• eine Transglutaminase-induzierte Quervernetzung (biochemische Vernetzung 
mittels Transglutaminase (TG) bei der Verarbeitung bzw. Herstellung der For-
mulierungen) und 

• eine UV-Bestrahlung (Nachbehandlung / Quervernetzung der Folien durch UV-
Strahlung) 

die molekularen Wechselwirkungen sowie die physikalischen und insbesondere verpa-
ckungsrelevanten Eigenschaften von Molkenproteinisolat (WPI)-basierten Folien und 
Beschichtungen beeinflussen. Des Weiteren wurden Untersuchungen zu Eigenschaf-
ten, wie Permselektivität und Aktivierungsenergie der Gaspermeation (N2, O2, CO2), 
feuchteabhängige Sauerstoffpermeation und Nachvernetzungskinetik durchgeführt. 
Letzteres ist auch insbesondere hinsichtlich der zeitlich geeigneten Probencharakteri-
sierung von entscheidender Bedeutung, da eine zu kurze Lagerung der Proben – d.h. 
bei nicht vollständig abgeschlossener Nachvernetzung – zu Fehlinterpretationen der 
Ergebnisse führen könnte. Deshalb werden in diesem Kapitel zuerst die Ergebnisse zur 
Nachvernetzung dargestellt und diskutiert, gefolgt von den Ergebnissen zu den weite-
ren o.g. wissenschaftlichen Fragestellungen. Hierbei werden in den jeweiligen Unter-
kapiteln zuerst die Ergebnisse der ermittelten molekularen Wechselwirkungen darge-
stellt. Anschließend werden die verpackungsrelevanten Eigenschaften aufgeführt und 
u.a. anhand der ermittelten molekularen Wechselwirkungen diskutiert. Hierdurch sollen 
neue Erkenntnisse zu Prozess- Formulierungs- molekulare Wechselwirkungs-
Eigenschaftsbeziehungen generiert werden. 

5.1 Einfluss der Lagerungszeit auf die molekularen 
Wechselwirkungs-Eigenschaftsbeziehungen 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals der Einfluss der Lagerungszeit von Molken-
protein-basierten Folien und Beschichtungen auf die molekularen Wechselwirkungs-
Eigenschaftsbeziehungen untersucht. Erstaunlicherweise wird in zahlreichen wissen-
schaftlichen Publikationen davon ausgegangen, dass bereits sehr kurze Zeit nach der 
Herstellung konstante Eigenschaften vorliegen. So wurden u.a. Molkenprotein-basierte 
Beschichtungen und Folien bereits 18 Stunden (Hong und Krochta, 2003, Hong und 
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Krochta, 2004) bzw. 24 Stunden (Díaz et al., 2016) oder auch 3 und 7 Tage (Díaz et 
al., 2017, Guckian et al., 2006) nach deren Herstellung auf deren funktionelle und/oder 
molekulare Eigenschaften untersucht. Dabei zeigten Vorversuche im Rahmen dieser 
Arbeit, dass sich die Sauerstoffpermeationseigenschaften von Molkenprotein-basierten 
Folien noch bis zu 14 Tage nach deren Herstellung verändern. Aus diesem Grund 
wurden hierzu systematische Lösungsversuche durchgeführt, um erstmals die qualita-
tiven Veränderungen der molekularen Wechselwirkungen während der Lagerungszeit 
zu ermitteln und mit den veränderten Eigenschaften (hier: Sauerstoffdurchlässigkeit) zu 
korrelieren sowie um notwendige Informationen u.a. hinsichtlich der zeitlich geeigneten 
Probencharakterisierung zu erlangen. Offenbar birgt eine zu kurze Lagerung der Pro-
ben – also u.a. eine nicht vollständig abgeschlossene Nachvernetzung – die Gefahr 
von Fehlinterpretationen der ermittelten Ergebnisse. Obwohl bei manchen Messme-
thoden (wie z.B. bei der Permeationsmessung) der stationäre Zustand des Messsig-
nals abgewartet wird, so könnten dennoch einige Messungen, insbesondere zu den 
molekularen Wechselwirkungen durch Quell- und/oder Lösungsversuche, fehlinterpre-
tiert werden. Zudem erschien eine systematische Untersuchung zur Ausbildung der 
unterschiedlichen molekularen Wechselwirkungen direkt nach der Filmherstellung 
schon alleine deshalb interessant, um neue Erkenntnisse über die Nachvernetzungski-
netik von Molkenprotein-basierten Folien zu erlangen. 

5.1.1 Veränderung der molekularen Wechselwirkungen während der 
Lagerungszeit 

5.1.1.1 Qualifizierung der molekularen Wechselwirkungen in Abhängigkeit 
der Lagerungszeit 

Da im Rahmen von Vorversuchen die Sauerstoffdurchlässigkeitsmessungen in Abhän-
gigkeit der Lagerungszeit ergaben, dass es erst 14 Tage nach der Folien- bzw. Be-
schichtungsherstellung zu keiner weiteren Abnahme der Sauerstoffpermeabilität 
kommt, wurde eine Messdauer von 14 Tagen für die Lösungsversuche gewählt. Es 
kann angenommen werden, dass die Nachvernetzung innerhalb dieses Zeitraums ab-
geschlossen ist (Schmid et al., 2015f, Schmid et al., 2015e, Schmid et al., 2015d).  

Wie in Kapitel 3.3.1 und Kapitel 4.4 beschrieben, wurde die unterschiedliche Löslichkeit 
der Proben in Puffersystemen (siehe Tabelle 16), welche spezifisch molekulare Wech-
selwirkungen spalten, genutzt, um die Ausbildungen molekularer Wechselwirkungen 
(Definition siehe Kapitel 3.1.4.1) in Abhängigkeit von der Lagerungszeit zu qualifizie-
ren. In Abbildung 18 ist die Löslichkeit von Molkenproteinisolat-basierten Folien in den 
verwendeten Puffersystemen in Abhängigkeit der Lagerungszeit dargestellt. Im Phos-
phat-Puffersystem (PP) zeigen alle Muster eine sehr geringe Löslichkeit. Da PP keine 
molekularen Wechselwirkungen spaltet, kann gefolgert werden, dass die meisten Po-
lypeptide durch kovalente und nicht-kovalente Bindungen infolge der Proteindenaturie-
rung in das aus ihnen gebildete Proteinnetzwerk eingebaut sind. Im IEF-U-D Puffer, 
welcher die hydrophoben Wechselwirkungen löst, waren die Muster auch über den 
gesamten Lagerungszeitraum kaum löslich. Daraus kann abgeleitet werden, dass nur 
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ein kleiner Anteil der Polypeptidketten ausschließlich über hydrophobe Wechselwir-
kungen im Netzwerk eingebunden ist. Da die Molkenproteinketten mehrere funktionelle 
Gruppen enthalten, welche unterschiedliche kovalente und nichtkovalente Bindungen 
eingehen können, war dies zu erwarten. Es ist daher sehr unwahrscheinlich, dass Po-
lypeptide nur durch eine einzige Wechselwirkungsart in das Proteinnetzwerk einge-
bunden sind. Die geringe Löslichkeit im IEF-U-D Puffer, welcher hydrophobe Wech-
selwirkungen löst, schließt trotzdem nicht aus, dass hydrophobe Wechselwirkungen in 
Kombination mit anderen Wechselwirkungen einen Beitrag zur Stabilisierung des Pro-
teinnetzwerkes leisten. 

 

Abbildung 18: Löslichkeit von Molkenprotein-basierten Folien in verschiedenen Puffersystemen 
über die Lagerungszeit. (Bei gleichen Buchstaben besteht ein signifikanter Unterschied zwi-
schen den ermittelten Mittelwerten (p<0,05) innerhalb eines Puffersystems). Übersetzt aus 
Schmid et al. (2015e) 

Die charakterisierten Proben zeigten im IEF-U Puffer eine signifikant höhere Löslichkeit 
als im PP und IEF-U-D Puffer. Da das IEF-U Puffersystem sowohl hydrophobe Wech-
selwirkungen löst als auch Disulfidbrückenbindungen spaltet, kann gefolgert werden, 
dass die Kombination aus diesen beiden Wechselwirkungen bedeutsam für die Netz-
werkstabilisierung ist. Die Proteinlöslichkeit im IEF-U Puffer war jedoch nicht konstant 
über die Lagerungszeit, was darauf schließen lässt, dass der Beitrag dieser Wechsel-
wirkungen im Polymernetzwerk mit der Lagerungszeit variiert. Zwischen Tag eins, zwei 
und drei war kein statistisch signifikanter Unterschied der Löslichkeit im IEF-U Puffer 
messbar. Das bedeutet, dass der Anteil an Proteinen, der über hydrophobe Wechsel-
wirkungen und Disulfidbrückenbindungen eingebunden ist, konstant bleibt, obwohl in 
diesem Zeitfenster noch eine höhere Mobilität der Proteinketten gegeben sein könnte. 
Von Tag drei bis Tag sieben sank die Löslichkeit signifikant. Da der Energieeintrag 
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während der Lagerung, z.B. durch Wärme, nicht ausreicht um kovalente Bindungen zu 
spalten, kann vermutet werden, dass die gesunkene Löslichkeit durch einen reduzier-
ten Beitrag von hydrophoben Wechselwirkungen bedingt ist. Ab Tag sieben ist ein sig-
nifikanter Löslichkeitsanstieg zu beobachten. Dies weist auf einen zunehmenden Bei-
trag von hydrophoben Wechselwirkungen und Disulfidbrückenbindungen hin und führt 
zu einer geringeren Beweglichkeit der Polypeptidketten. Insgesamt konnte nachgewie-
sen werden, dass ein erheblicher Anteil der Proteine über Disulfidbrückenbindungen 
und hydrophobe Wechselwirkungen verbunden ist. Hierbei wird den hydrophoben 
Wechselwirkungen eine geringere Bedeutung für den Filmbildungsprozess zugeschrie-
ben, was auch übereinstimmend von mehreren Forschungsgruppen berichtet wurde 
(McHugh et al., 1994, Perez-Gago et al., 1999, Le Tien et al., 2000, Barone et al., 
2006, Hernandez-Izquierdo und Krochta, 2008).  

Im IEF-D Puffer wurde innerhalb der ersten Tage nach der Folienherstellung ein signi-
fikanter Anstieg der Löslichkeit festgestellt. Dieses Puffersystem löst hauptsächlich 
nicht-kovalente Bindungen. Ab Tag sieben konnte keine weitere signifikante Verände-
rung beobachtet werden. Der anfängliche Anstieg der Löslichkeit im IEF-D Puffersys-
tem impliziert einen steigenden Anteil an Polypeptiden, die weitestgehend über Was-
serstoffbrückenbindungen und hydrophobe Wechselwirkungen verbunden sind. Da es 
zu keiner Abnahme der Löslichkeit nach Tag drei kam, kann die Annahme getroffen 
werden, dass nach dem Beschichtungsprozess nur wenige intermolekulare Disulfid-
brückenbindungen ausgebildet werden. Das Fehlen eines geeigneten Reaktionspart-
ners in der Umgebung einer freien Thiolgruppe oder die Bildung intramolekularer Bin-
dungen könnte ein Grund hierfür sein. Außerdem fällt auf, dass die Proteinlöslichkeit im 
IEF-D Puffer größer ist als im IEF-U Puffer und somit ein signifikanter Anteil der Po-
lypeptide über nicht-kovalente Bindungen im Polymernetzwerk eingebunden ist. 
(Schmid et al., 2015e)  

Nur im IEF-TH-Puffer wurde ein konstanter Anstieg der Proteinlöslichkeit über die ge-
samte Lagerungszeit gemessen. Da dieser Puffer Wasserstoffbrückenbindungen löst  
und Disulfidbrückenbindungen spaltet, kann daraus abgeleitet werden, dass die Be-
deutung der Kombination dieser beiden Wechselwirkungen über die Lagerungszeit 
ansteigt. Die insgesamt höhere Proteinlöslichkeit in diesem Puffersystem im Vergleich 
zu den anderen Puffersystemen deutet darauf hin, dass die meisten Polypeptide über 
diese Wechselwirkungen in das Proteinnetzwerk eingebunden sind. Da die Löslich-
keitsergebnisse des IEF-D-Puffers zeigten, dass eine Nachvernetzung durch Disulfid-
brückenbindungen innerhalb der ersten zwei Tage nahezu abgeschlossen ist, kann der 
Anstieg der Proteinlöslichkeit auf eine zunehmende Bedeutung von Wasserstoffbrü-
ckenbindungen während der Lagerung zurückgeführt werden. Diese Hypothese wird 
durch die Primärstruktur der beiden Hauptproteinfraktionen in Molkenprotein bekräftigt. 
β-Lactoglobulin und α-Lactalbumin enthalten nur fünf bzw. acht Thiolgruppen, wohin-
gegen der Gehalt an polaren Aminosäuren, die geeignet sind Wasserstoffbrücken aus-
zubilden, signifikant höher ist (Sienkiewicz, 1981a, Sienkiewicz, 1981b). Daher ist in 
einem Proteinnetzwerk, mit sehr eingeschränkter Beweglichkeit der Molekülketten die 
statistische Wahrscheinlichkeit um ein vielfaches höher, dass hydrophile Aminosäuren 
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Wasserstoffbrückenbindungen ausbilden, als dass die wenigen Cysteine Disulfidbrü-
ckenbindungen bilden.  

Ciannamea et al. (2015) untersuchten ebenso die Veränderung der funktionellen Ei-
genschaften von Proteinfolien über die Lagerungszeit. Allerdings untersuchten sie So-
japroteinkonzentrat-basierte Folien über eine Lagerungszeit von 90 Tagen. Hierbei 
wiesen sie nach, dass hauptsächlich nicht-elektrostatische Wechselwirkungen das Po-
lymernetzwerk stabilisieren (d.h. alle Wechselwirkungen, mit Ausnahme von elektrosta-
tischen Wechselwirkungen, stabilisieren das Polymernetzwerk). Bei einer Lagerung 
von 90 Tagen war die Ausbildung von intermolekularen Disulfidbrückenbindungen über 
Lösungsversuche nachweisbar. 

Basierend auf diesen Ergebnissen kann zusammenfassend gefolgert werden, dass 
Wasserstoffbrückenbindungen die vorherrschenden Wechselwirkungen in Molkenpro-
tein-basierten Folien sind. Zudem scheint die Bedeutung dieser Bindungen über den 
betrachteten Lagerungszeitraum zu steigen. Hierbei muss allerdings beachtet werden, 
dass nicht nur die reine Quantität der intermolekularen Wechselwirkungen für die Sta-
bilisierung des Proteinnetzwerks und damit für die Folieneigenschaften ausschlagge-
bend ist, sondern auch die Bindungsenergien berücksichtigt werden müssen. Denn 
wenige, aber starke kovalente intermolekulare Wechselwirkungen sind sicherlich von 
großer Bedeutung für die Netzwerkstabilisierung, wie in mehreren unabhängigen Stu-
dien übereinstimmend berichtet wurde (McHugh et al., 1994, Bryant und McClements, 
1998, de la Fuente et al., 2002, Foegeding et al., 2002). Daraus kann gefolgert  wer-
den, dass durch die Modifikation von starken kovalenten intermolekularen Wechselwir-
kungen die Netzwerkstabilität gezielt beeinflusst werden kann (Zink et al., 2016). 

5.1.1.2 Quantifizierung der Vernetzung von Molkenprotein-basierten Folien in 
Abhängigkeit der Lagerungszeit 

Zur Quantifizierung der Vernetzung von Folien aus der Molkenprotein-basierten Stan-
dardformulierung (WPSS) in Abhängigkeit der Lagerungszeit wurden Muster, wie in 
Kapitel 4.2.2 beschrieben, hergestellt. Die Methodologie zur Bestimmung des Grades 
der Quellung (DoS) ist in Kapitel 4.5, die zur Bestimmung von Vernetzungsgrad (DoC) 
und –dichte (CLD) ist in Kapitel 4.6 beschrieben. Die ermittelten Ergebnisse zu DoS in 
Abhängigkeit der Lagerungszeit (Tag 1 – 14) sind in nachfolgernder Abbildung darge-
stellt (Abbildung 19). 
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Abbildung 19: DoS in Abhängigkeit der Lagerungszeit (Unterschiedliche Buchstaben bedeu-
ten, dass ein signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den Mittelwerten besteht) 

Der DoS sinkt signifikant während der Lagerzeit, was auf eine Nachvernetzung der 
Molkenprotein-basierten Folien zurückzuführen ist. Das Ausmaß der Nachvernetzung 
zeigt sich auch durch den steigenden DoC und die steigende CLD, welche in nachfol-
gender Abbildung in Abhängigkeit der Lagerungszeit dargestellt sind (Abbildung 20): 

 

Abbildung 20: DoC und CLD in Abhängigkeit der Lagerungszeit (Unterschiedliche Buchsta-
ben bedeuten, dass ein signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den Mittelwerten 
besteht) 



5 Ergebnisse und Diskussion 71 

Der DoC und die CLD steigen signifikant über die Lagerungszeit. Dies korreliert wiede-
rum mit der sinkenden Sauerstoffdurchlässigkeit, welche in nachfolgendem Kapitel 
5.1.2 erörtert wird. 

5.1.2 Veränderung der Sauerstoffdurchlässigkeit während der 
Lagerungszeit 

Zur Ermittlung der Veränderung der Sauerstoffdurchlässigkeit durch Molkenprotein-
basierte Beschichtungen während der Lagerungszeit wurden die Proben, wie in Kapitel 
4.2.8 beschrieben, hergestellt (beschichtet auf CPP, Cast Polypropylen) und wie in 
Kapitel 4.3.1.2 beschrieben, untersucht. Abbildung 21 zeigt, dass eine inverse Korrela-
tion zwischen der Sauerstoffdurchlässigkeit und der Lagerungszeit besteht. Für beide 
durchgeführten Testreihen konnte eine starke Abnahme der Sauerstoffdurchlässigkeit 
von bis zu 80 % innerhalb der ersten Lagerungswoche festgestellt werden (vgl. Abbil-
dung 21). In den darauf folgenden Tagen sank die Durchlässigkeit weiter. Es kam le-
diglich zu sehr geringen Gewichtsveränderungen (-0,1 % bei Probe 1 und +0,16% bei 
Probe 2) und somit zu vernachlässigbaren Veränderungen des Wassergehalts der 
Proben während der Lagerungszeit. 

Die stetig abnehmenden Sauerstoffdurchlässigkeitswerte innerhalb der ersten zwei 
Wochen nach Beschichtungsherstellung zeigen an, dass es während der Lagerung zu 
strukturellen Veränderungen kommt. 

 

Abbildung 21: Zeitabhängige Sauerstoffdurchlässigkeit durch Molkenprotein-basierte Beschich-
tung; Fehlerbalken zeigen die relative Fehlerwahrscheinlichkeit von 27 % der Messmethode 
nach der Validierung durch Becker (1982). Übersetzt aus Schmid et al. (2015e) 

Es kann angenommen werden, dass die Sauerstoffdurchlässigkeit mit der zunehmen-
den Ausbildung an intermolekularen Wechselwirkungen, welche die Nachvernetzung 
durch sowohl kovalente Disulfidbrücken, aber auch nichtkovalente hydrophobe Wech-
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selwirkungen und Wasserstoffbrücken einschließen, abnimmt. Durch Kombination der 
Ergebnisse aus den Lösungsversuchen und den ermittelten Vernetzungskennzahlen 
kann gezeigt werden, dass die verschiedenen molekularen Wechselwirkungen einen 
unterschiedlichen Einfluss während der Phasen der Lagerungszeit haben. Hierdurch 
könnte der starke Abfall der Sauerstoffdurchlässigkeit innerhalb der ersten drei bis fünf 
Tage der Lagerungszeit durch eine frühe Bildung von Disulfidbrückenbindungen zu 
einem Zeitpunkt von großer Beweglichkeit der Polymerketten erklärt werden. Diese 
Hypothese wird durch eine konstante Proteinlöslichkeit im IEF-D Puffersystem  
(Wasserstoffbrückenbindungen und hydrophobe Wechselwirkungen lösend) während 
der ersten zwei Lagerungstage im Vergleich zur zunehmenden Löslichkeit im IEF-TH 
und IEF-U Puffersystem gestützt. Auch Wasserstoffbrückenbindungen werden erwar-
tungsgemäß innerhalb der ersten Lagerungstage ausgebildet, was durch die Zunahme 
der Proteinlöslichkeit im IEF-D-Puffersystem nachgewiesen wurde. Da Disulfidbrü-
ckenbindungen allerdings die stärksten intermolekularen Wechselwirkungen darstellen 
und somit bedeutsam für die Nachvernetzung sind, kann auch davon ausgegangen 
werden, dass diese ausschlaggebend für die Abnahme der Sauerstoffdurchlässigkeit 
über die Lagerungszeit sind. Ciannamea et al. (2015) konnten bei Sojaprotein-
basierten Folien eine Abnahme der Wasserdampfpermeation feststellen. Diese war 
zwar nicht signifikant, wurde aber dennoch auf einen zunehmenden Grad der Querver-
netzung zurückgeführt. Es kann geschlussfolgert werden, dass die Ausbildung intermo-
lekularer Wechselwirkungen den Abstand zwischen den Polypeptidketten verringert, 
somit den Durchgang von Gasmolekülen erschwert und mit einer Reduktion der 
Sauerstoffdurchlässigkeit einhergeht. (Schmid et al., 2015e) 

5.2 Gasdurchlässigkeit in Abhängigkeit der Temperatur und 
der relativen Feuchtigkeit 

Wie in Kapitel 5.1 erörtert, müssen Molkenprotein-basierte Folien und Beschichtungen 
eine ausreichend lange Zeit nach deren Herstellung gelagert werden, um die stattfin-
dende Nachvernetzung abschließen zu können. Dies wurde im weiteren Verlauf dieser 
Arbeit beachtet (vgl. Kapitel 4). In diesem Kapitel werden weitere verpackungsrelevan-
te Eigenschaften (Gasdurchlässigkeit in Abhängigkeit der relativen Feuchtigkeit und 
der Temperatur) von Folien und Beschichtungen aus der Molkenprotein-basierten 
Standardformulierung (WPSS) dargestellt, bevor im weiteren Verlauf dieser Arbeit die 
nachfolgend aufgeführte Hauptfragestellung behandelt wird (vgl. Kapitel 2): Inwiefern 
und in welchem Ausmaß beeinflusst das Ausgangsmolekulargewicht, der Denaturie-
rungsgrad, die Transglutaminase-Quervernetzung und die UV-Bestrahlung die moleku-
laren Wechselwirkungen sowie die physikalischen und insbesondere verpackungsrele-
vanten Eigenschaften von Molkenproteinisolat (WPI)-basierten Folien und Beschich-
tungen? 



5 Ergebnisse und Diskussion 73 

5.2.1 Stickstoff-, Sauerstoff- und Kohlendioxiddurchlässigkeit in 
Abhängigkeit der Temperatur 

Zur Bestimmung der Stickstoff-, Sauerstoff- und Kohlendioxiddurchlässigkeit in Abhän-
gigkeit der Temperatur T wurden Molkenprotein-basierte Folien wie in Kapitel 4.2 her-
gestellt. Die Gasdurchlässigkeit wurde mit einem manometrischen Verfahren bei  
jeweils 0 % r. F. bei 23 °C, 35 °C und 40 °C gemessen (siehe Kapitel 4.3.1.2). Die 
Gasdurchlässigkeit in Abhängigkeit der Temperatur ist in Abbildung 22 dargestellt. 

 

Abbildung 22: Stickstoff-, Sauerstoff- und Kohlendioxiddurchlässigkeit von Molkenprotein-
basierten Beschichtungen bei 0 % r. F. in Abhängigkeit der Temperatur T. Die Foliendicke be-
trug 24,2 ± 4,2 µm. Die Fehlerbalken zeigen den Minimal- und Maximalwert an. Übersetzt aus 
Schmid et al. (2015g) 

Das Verhältnis der jeweiligen Gasdurchlässigkeit Q zwischen N2, O2 und CO2 wird 
nach Yasuda und Lamaze (1971) Permselektivität genannt und ist in nachfolgender 
Tabelle 17 auf N2 normiert dargestellt. 

Tabelle 17: Gasdurchlässigkeitsverhältnis in Abhängigkeit der Temperatur. Übersetzt aus 
Schmid et al. (2015g) 

Temperatur → 

Permselektivität ↓ 

23 °C 35 °C 40 °C 

QN2 : QN2  1.00 ± 0.17 1.00 ± 0.19 1.00 ± 0.13 

QO2 : QN2 4.22 ± 0.71 5.66 ± 0.77 5.72 ± 0.59 

QCO2 : QN2 33.52 ± 4.08 34.55 ± 4.74 34.07 ± 3.31 

Die berechneten Gasdurchlässigkeitsverhältnisse zeigen deutlich, dass die Permselek-
tivität von Molkenprotein-basierten Folien sich deutlich von Standardkunststoffen un-
terscheidet. Für viele Kunststoffe wie Beispielsweise PE, PET, PS und EVOH beträgt 
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das N2:O2:CO2 Verhältnis ca. 1:4:16 (Müller, 2013, Brandrup et al., 1999). Wie aus Ta-
belle 17 ersichtlich wird, liegen insbesondere die CO2:O2 Verhältnisse bei allen gemes-
senen Temperaturen deutlich höher. Basierend auf diesen Ergebnissen und unter 
Verwendung eines Arrhenius-Ansatzes (vgl. Gleichung 7, S. 23) kann die Aktivierungs-
energie EA der Durchlässigkeit Q für die drei verwendeten Gase (N2, O2 und CO2), wie 
in Kapitel 3.2.1.3 beschrieben, berechnet werden. Die berechneten Aktivierungsener-
gien sind in Tabelle 18 aufgeführt. 

Tabelle 18: Aktivierungsenergie EA der Durchlässigkeit Q für N2, O2 und CO2 . Übersetzt aus 
Schmid et al. (2015g) 

Gas EA aus dieser Arbeit 

(Schmid et al., 2015g) 

EA aus Literatur 

(Hong und Krochta, 2003) 

N2 36,01  - 

O2 50,73  47,73 ± 3.77 

CO2 33,35  - 

Je größer die EA, desto größer ist der Temperatureinfluss auf die Durchlässigkeit. Kon-
kret bedeutet dies, dass eine Temperaturänderung sich deutlich stärker auf die Sauer-
stoffdurchlässigkeit von Molkenprotein-basierten Folien auswirkt als auf die N2- und 
CO2-Durchlässigkeit. Die EA der Sauerstoffdurchlässigkeit wurde bereits von Hong und 
Krochta (2003) von Molkenprotein-basierten Beschichtungen auf Polypropylen ermittelt 
und liegt im Bereich der im Rahmen dieser Arbeit ermittelten EA. Vergleichswerte für 
die EA der N2- und CO2-Durchlässigkeit von Molkenprotein-basierten Folien und Be-
schichtungen liegen nicht vor. 

5.2.2 Sauerstoffdurchlässigkeit in Abhängigkeit der relativen 
Feuchtigkeit 

Die Sauerstoffdurchlässigkeit in Abhängigkeit der relativen Feuchtigkeit (35, 50 und 
75 % r. F.) wurde bei Molkenprotein-basierten Beschichtungen auf PET mit dem Sau-
erstoffspezifischen Trägergasverfahren (vgl. Kapitel 4.3.1.1.) bei 23 °C gemessen. Da 
auch PET eine von der relativen Feuchtigkeit abhängige Sauerstoffdurchlässigkeit 
aufweist, wurde zudem die Sauerstoffdurchlässigkeit von unbeschichteten PET-Folien 
gemessen (siehe Abbildung 23). 
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Abbildung 23: Sauerstoffdurchlässigkeit in Abhängigkeit der relativen Feuchtigkeit (35, 50 und 
75 % r. F.) von Molkenprotein-basierten Beschichtungen (WPSS) auf PET und PET-Folie bei 23 
°C. Übersetzt aus Schmid et al. (2015g) 

Die Sauerstoffdurchlässigkeit der verwendeten PET-Folie sinkt bei steigender relativer 
Feuchtigkeit. Dies entspricht dem in der Literatur beschriebenen Verlauf (Müller, 2013, 
Auras et al., 2004). Die Sauerstoffdurchlässigkeit der mit Molkenprotein-basierten 
Standardformulierung (WPSS) beschichteten PET-Folie hingegen steigt mit steigender 
relativer Feuchtigkeit. Dies ist dadurch begründet, dass die Molkenprotein-basierte 
Beschichtung eine geringere Durchlässigkeit als die verwendete PET-Folie aufweist, 
aber im Gegensatz zu PET bei steigender relativer Feuchtigkeit eine steigende Sauer-
stoffdurchlässigkeit zeigt. Dies wird deutlich, wenn man die jeweilige Sauerstoffdurch-
lässigkeit der WPSS Beschichtung allein mit Gleichung 10 (S. 24) berechnet 
(Abbildung 24). 

 

Abbildung 24: Sauerstoffdurchlässigkeit Q100 in Abhängigkeit der relativen Feuchtigkeit (35, 50 
und 75 % r. F.) von der WPSS Beschichtung bei 23 °C. Die Messwerte sind auf 100 µm nor-
miert. Übersetzt aus Schmid et al. (2015g) 
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Das im Rahmen dieser Arbeit beobachte Verhalten, also die steigende Sauer-
stoffdurchlässigkeit von Molkenprotein-basierten Beschichtungen bei steigender relati-
ver Feuchtigkeit, stimmt mit den Ergebnissen von Hong und Krochta (2003) überein 
und kann wie folgt begründet werden. Hydrophile Polymere (hier: Molkenprotein-
basierte Beschichtung) lagern entsprechend ihrer Wasserdampf-Sorptionsisotherme 
mehr Wassermoleküle innerhalb der Polymermatrix an – sie absorbieren Wasser. In 
den meisten Fällen steigt die Gasdurchlässigkeit bei diesen Polymeren, da Wasser als 
effektiver Weichmacher fungiert und hierdurch das freie Volumen im Polymer steigt 
(vgl. Kapitel 3.1.5.1.2). Da es sich bei Molkenprotein-basierten Beschichtungen um ein 
hydrophiles Polymer handelt, führt dieser Weichmachereffekt zu höheren Durchlässig-
keitswerten (Hong und Krochta, 2003). Der Weichmachereffekt von Wasser ist auch 
bei anderen hydrophilen Polymeren wie z.B. EVOH bekannt (Muramatsu et al., 2003, 
Del Nobile und Conte, 2013). 

5.3 Molekulargewicht und Weichmachergehalt 
Wie bereits in Kapitel 3.1.5.2 beschrieben, sinkt mit steigendem Hydrolysegrad das 
Molekulargewicht der Molkenproteine. Die intermolekularen Wechselwirkungen entlang 
der Proteinketten werden reduziert und es entstehen mehr freie funktionelle Gruppen 
aufgrund der höheren Anzahl an Peptidkettenenden.  

Die Reduktion des durchschnittlichen Ausgangsmolekulargewichts durch Hydrolyse 
von Molkenprotein-basierten Formulierungen hat laut Sothornvit und Krochta (2000a) 
keinen signifikanten Einfluss auf die Sauerstoff- und Wasserdampfpermeabilität 
(Sothornvit und Krochta, 2000c). Im Gegensatz dazu weisen Folien und Beschichtun-
gen aus hydrolysierten Molkenprotein-basierten Formulierungen eine deutlich höhere 
Flexibilität auf. Folglich könnte die Verwendung von hydrolysiertem Molkenproteinisolat 
(h-WPI) die technologisch notwendige Menge an Weichmacher reduzieren, welche 
maßgeblich für die Permeationseigenschaften verantwortlich ist. Sothornvit und 
Krochta (2000b) stellten daher bereits folgerichtig die Hypothese auf, dass durch die 
Hydrolyse von denaturierten Molkenprotein-basierten Formulierungen der Weichma-
chergehalt reduziert werden kann und dennoch flexible Folien und Beschichtungen 
entstehen, die aber eine geringere Permeation gegenüber Sauerstoff und Wasser-
dampf aufweisen. Eine Bestätigung dieser Hypothese wurde bislang nicht in der wis-
senschaftlichen Literatur beschrieben. Auch wurden die bisherigen Korrelationen zwi-
schen Hydrolysegrad und resultierenden molekularen Wechselwirkungen sowie verpa-
ckungsrelevanten Eigenschaften nur an hydrolysierten Formulierungen durchgeführt, 
nicht aber an Mischungen aus hochmolekularem WPI und hydrolysiertem Molkenpro-
teinisolat (h-WPI). Daher war auch dies Untersuchungsgegenstand der vorliegenden 
Arbeit und wird in den nachfolgenden Kapiteln (5.3.1 und 5.3.2) beschrieben. 
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5.3.1 Veränderung der molekularen Wechselwirkungen und 
Vernetzungskennzahlen in Abhängigkeit des 
Ausgangsmolekulargewichts 

Zur Ermittlung der Veränderung der molekularen Wechselwirkungen in Abhängigkeit 
des Ausgangsmolekulargewichtes (Mischungen aus WPI und h-WPI) wurden Molken-
protein-basierte Folien mit dem Gießfilmverfahren (vgl. Kapitel 4.2.3) hergestellt. Das 
mittlere Protein-Ausgangsmolekulargewicht beträgt ca. 60 kDa bei Formulierungen 
ohne h-WPI. Bei Formulierungen mit einem WPI:h-WPI Verhältnis von 1:1 beträgt das 
mittlere Protein-Ausgangsmolekulargewicht 32 kDa (siehe Tabelle 8). Zur Qualifizie-
rung der molekularen Wechselwirkungen wurden Lösungsversuche (siehe Kapitel 4.4) 
durchgeführt. Des Weiteren wurde die Vernetzung der Molkenprotein-basierten Folien 
und Beschichtungen in Abhängigkeit des Ausgangsmolekulargewichtes, wie in den 
Kapiteln 4.5 und 4.6 beschrieben, quantifiziert. 

5.3.1.1 Qualifizierung der molekularen Wechselwirkungen in Abhängigkeit 
des Ausgangsmolekulargewichts mittels Lösungsversuchen 

Um den Einfluss der Reduzierung des Molekulargewichts auf die molekularen Wech-
selwirkungen in Molkenprotein-basierten Folien zu untersuchen, wurden Lösungsver-
suche an Folien mit verschiedenen Mischungsverhältnissen von hydrolysiertem (h-
WPI) und nicht-hydrolysiertem WPI durchgeführt. Die Folien wurden vor deren Charak-
terisierung mindestens 14 Tage bei 23 °C und 50 % r. F. gelagert. Die Ergebnisse sind 
in Abbildung 25 dargestellt. 

 

Abbildung 25: Löslichkeit von Molkenprotein-basierten Folien mit steigendem Anteil an h-WPI in 
verschiedenen Puffersystemen (Unterschiedliche Buchstaben innerhalb eines Puffersystems 
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bedeuten, dass ein signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den Mittelwerten besteht). 
Übersetzt und adaptiert aus Schmid et al. (2016) 

In allen Puffersystemen ist eine signifikante Zunahme der Löslichkeit mit zunehmen-
dem Anteil an h-WPI erkennbar. Somit führt erwartungsgemäß die Hydrolyse von Pro-
teinen im Allgemeinen zu Proteinfolien mit einer höheren Löslichkeit (Chobert et al., 
1988, Damodaran und Paraf, 1997). Dies kann durch den höheren Anteil an polaren 
Endgruppen (Carboxyl- und Aminogruppen) bei hydrolysierten Proteinen begründet 
werden und trifft somit auch auf h-WPI im Vergleich zu WPI zu (Damodaran und Paraf, 
1997, Sothornvit und Krochta, 2000c). 

5.3.1.2 Quantifizierung der Vernetzung der Molkenprotein-basierten Folien 
und Beschichtungen in Abhängigkeit des Ausgangsmolekulargewichtes 

Zur Quantifizierung des Vernetzungsgrades und der Vernetzungsdichte von Molken-
protein-basierten Folien und Beschichtungen erwiesen sich Quellversuche als geeignet 
(Hammann und Schmid, 2014). Die Muster zur Quantifizierung der Vernetzung  in Ab-
hängigkeit des Ausgangsmolekulargewichts wurden, wie im Kapitel 4.2.3.1 beschrie-
ben, hergestellt (Gießfolien). Die Herangehensweise zur Bestimmung des Grades der 
Quellung (DoS) ist in Kapitel 4.5, die zur Bestimmung von Vernetzungsgrad (DoC) und 
–dichte (CLD) ist in Kapitel 4.6 beschrieben. Die ermittelten Ergebnisse zu DoS, DoC 
und CLD sind in Tabelle 19 zusammengefasst. Die ermittelten Zwischenergebnisse zur 
Berechnung der nachfolgend dargestellten Vernetzungskennzahlen sind in Anhang I-b 
ergänzend aufgeführt. 

Tabelle 19: Grad der Quellung (DoS) und Vernetzungsgrad (DoC) und –dichte (CLD) in Abhän-
gigkeit des WPI:h-WPI Verhältnisses. Übersetzt aus Schmid et al. (2016) 

Bezeichnung 

WPI:h-WPI 

DoS 

[%] 

CLD 

10-4 [mol·g-1]  

DoC 

[%] 

10:0 400 ± 9 1.15 ± 0.24 1.42 ± 0.30 

9:1 380 ± 60 1.2 ± 0.5 1.50 ± 0.60 

8:2 590 ± 40 0.55 ± 0.15 0.67 ± 0.19 

7:3 810 ± 100 0.29 ± 0.11 0.36 ± 0.14 

6:4 860 ± 80 0.27 ± 0.09 0.33 ± 0.11 

5:5 1100 ± 400 0.18 ± 0.13 0.22 ± 0.16 

Insgesamt wird deutlich, dass mit steigendem Anteil an h-WPI und somit mit sinken-
dem mittlerem Ausgangsmolekulargewicht der DoS deutlich zunimmt und folglich der 
Vernetzungsgrad und die Vernetzungsdichte abnehmen. Die ermittelten Werte können 
sicherlich nicht dem Anspruch der absoluten Vergleichbarkeit mit anderen Polymersys-
temen aus Literaturwerten entsprechen. Dies liegt u.a. daran, dass sich insbesondere 
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die Proben mit sehr hohem DoS während der Messungen sehr schwer handhaben 
ließen, was auch zu großen Messschwankungen führte. Daraus begründen sich auch 
die teilweise sehr hohen Standardabweichungen (siehe Abbildung 26). Des Weiteren 
sind nicht nur der Weichmacher Glycerin (fast vollständig), sondern auch Teile der 
nicht vernetzten Polypeptide im Quellmedium löslich (< 0,1 % (m/m)), was wiederum zu 
Messfehlern führen kann. Ungeachtet dieser möglichen Fehlerquellen wird nachfol-
gend dennoch ein Vergleich zwischen den ermittelten CLD bei Molkenprotein-basierten 
Folien und der CLD von natürlichem Gummi (Literaturwert) aufgeführt. Hierfür war es 
aber nötig, die CLD auf die Einheit mol/cm³ umzurechnen, da die CLD in diesem Fall in 
der Literatur nicht in mol/g, sondern in mol/cm³ angegeben wird. Hierfür wird die be-
rechnete CLD in mol/g mit der Dichte der Molkenprotein-basierten Folien multipliziert 
(vgl. Kapitel 3.3.2.). In Abbildung 26 ist die CLD in der Einheit mol/cm³ in Abhängigkeit 
des Ausgangsmolekulargewichts dargestellt. 

 

Abbildung 26: Quervernetzungsdichte CLD in Abhängigkeit des Ausgangsmolekulargewichts. 
Übersetzt und adaptiert aus Schmid et al. (2016) 

Nach Ahmed et al. (2012) liegt die CLD für natürliches Gummi bei 2,0 – 2,6·10-4 
mol/cm³ und somit in derselben Größenordnung und nur leicht über den die im Rah-
men der o.g. Versuchsreihe ermittelten CLDs für Molkenprotein-basierte Folien mit 
hohem Ausgangsmolekulargewicht. 

Durch die Erhöhung des h-WPI Gehaltes um 20 % wurde die CLD auf 0,55·10-4 mol/g 
im Vergleich zur Formulierung ohne h-WPI halbiert. Eine weitere Erhöhung des h-WPI 
Gehaltes führte zu einer CLD von 0,29·10-4 mol/g. Weiter steigende h-WPI Gehalte 
zeigten keine signifikante Änderung auf die CLD. Bei sehr hohen h-WPI Gehalten 
(>30 %) sind lediglich 0,22 – 0,36 % der Proteine in der Ausbildung von kovalenten 
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Quervernetzungen und somit in der Netzwerkbildung involviert. Nach Sothornvit und 
Krochta (2000a) führt die Hydrolyse von WPI zu schwächeren molekularen Wechsel-
wirkungen in den daraus hergestellten Folien und Beschichtungen. Dies bedeutet aber 
nicht, dass weniger Disulfidbrückenbindungen gebildet werden. Bei der Mischung von 
hochmolekularem WPI und h-WPI kann auch davon ausgegangen werden, dass nie-
dermolekulare Peptidketten des h-WPI in das Netzwerk eingebunden werden, aber 
aufgrund deren geringen Größe und evtl. Abwesenheit einer weiteren freien Thiolgrup-
pe nicht weiter quervernetzen können. Somit könnte ein gewisser Anteil dieser nieder-
molekularen h-WPI Peptidketten eine weitere Quervernetzung verhindern. Diese Mo-
dellvorstellung ist schematisch in Abbildung 27 dargestellt. (Schmid et al., 2016) 

 

Abbildung 27: Modellvorstellung zur Netzwerkausbildung bei Mischungen aus WPI und h-WPI. 
(links: 0 % h-WPI; rechts: 50 % h-WPI). Übersetzt aus Schmid et al. (2016). 

Diese Modellvorstellung erklärt auch die steigenden durchschnittlichen Molekularge-
wichte zwischen den Quervernetzungen 𝑀𝑀𝐶𝐶 (siehe Tabelle 26 im Anhang I-c) bei stei-
genden h-WPI Gehalt, da mit steigendem h-WPI Gehalt immer mehr niedermolekulare 
Peptidstücke (Molekulargewichtverteilung siehe Kapitel 4.2.1) zur Verfügung stehen, 
um Disulfidbrücken mit den freien Thiolgruppen des hochmolekularen WPI auszubil-
den. Dem hochmolekularen WPI stehen dann weniger Thiolgruppen zur kovalenten 
Quervernetzung und Einbindung in das Proteinnetzwerk zur Verfügung. Dies führt zu 
deutlich größeren 𝑀𝑀𝐶𝐶 und folglich zu sinkenden CLD und DoC. 

5.3.2 Einfluss des Ausgangsmolekulargewichts auf 
verpackungsrelevanten Eigenschaften 

Dieses Kapitel widmet sich den Ergebnissen zum Einfluss des Ausgangsmolekularge-
wichts auf die verpackungsrelevanten Eigenschaften. Zur Interpretation der Ergebnisse 
werden sowohl die Erkenntnisse aus den ermittelten molekularen Wechselwirkungen 
als auch die Grundlagenliteratur herangezogen. Zur Ermittlung der Veränderung der 
verpackungsrelevanten Eigenschaften in Abhängigkeit des mittleren Ausgangsmoleku-
largewichtes (siehe Tabelle 8) wurden Molkenprotein-basierte Folien, wie in Kapitel 
4.2.3 beschrieben, hergestellt und deren Sauerstoff- und Wasserdampfdurchlässigkeit 
sowie mechanische Eigenschaften gemessen (vgl. Kapitel 4.3). 
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5.3.2.1 Wasserdampf- und Sauerstoffdurchlässigkeit in Abhängigkeit des 
Ausgangsmolekulargewichts und des Weichmachergehalts 

Tabelle 20 zeigt die Sauerstoff- und Wasserdampfdurchlässigkeit von Molkenprotein-
basierten Folien, hergestellt aus Formulierungen mit unterschiedlichen WPI:h-WPI An-
teilen. 

Tabelle 20: Sauerstoff- und Wasserdampfdurchlässigkeit von Molkenprotein-basierten Folien in 
Abhängigkeit des Ausgangsmolekulargewichts (Schmid et al., 2013a, Schmid et al., 2016). Bei 
den Wasserdampfpermeationsraten bedeuten nach der Standardabweichung angegebene un-
terschiedliche Buchstaben, dass ein signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den Mittelwer-
ten besteht. Bei der Sauerstoffdurchlässigkeit ist anstelle der Standardabweichung die Distanz 
zum Minimal- und Maximalwert angegeben. 

Bezeichnung 

WPI:h-WPI 

Folien 
Dicke           
[μm] 

Durchlässigkeitseigenschaften 
 

CLD 

·10-4 [mol·g-1] 

Sauerstoffdurchlässigkeit Q100                            
[cm³ (STP) 100 µm/(m2·d·bar)] 

23 °C & 50 % r.F. 

Wasserdampf- 
transmissionsrate 
[g/(m²·d)] 23 °C & 

500 % r.F. 

10:0 183 ± 9 101 ± 6 177 ± 6 (a) 1.15 ± 0.28 

9:1 191 ± 18 145 ± 9 257 ± 20 (bc) 1.2 ± 0.5 

8:2 186 ± 7 99 ± 8 194 ± 7 (ab) 0.55 ± 0.17 

7:3 196 ± 12 123 ± 3 253 ± 6 (bc) 0.29 ± 0.12 

6:4 211 ± 16 82 ± 5 222 ± 16 (b) 0.27 ± 0.10 

5:5 198 ± 8 208 ± 20 264 ± 10 (c) 0.18 ± 0.13 

Es besteht kein erkennbarer Zusammenhang zwischen Ausgangsmolekulargewicht 
und den Durchlässigkeitswerten und somit auch nicht zu den ermittelten CLD-Werten. 
Da die Vernetzungskennzahlen CLD und DoC proportional zum ermittelten durch-
schnittlichem Molekulargewicht des Polymers zwischen den Quervernetzungen 𝑀𝑀𝐶𝐶 
(siehe Anhang I-c) und somit auch zueinander proportional sind, gilt derselbe Zusam-
menhang auch für den DoC. Die Abwesenheit eines Zusammenhangs deckt sich mit 
den Ergebnissen von Sothornvit und Krochta (2000a) und Sothornvit und Krochta 
(2000c), da auch in deren Studien kein signifikanter Einfluss des Molekulargewichts auf 
die Sauerstoffdurchlässigkeit und Wasserdampftransmissionsrate festgestellt wurde. 
Ein direkter Vergleich der in diesen Studien gemessenen Absolutwerte mit den Durch-
lässigkeitswerten dieser Arbeit ist allerdings nicht möglich, da bei den Studien von 
Sothornvit und Krochta keine Mischungen aus h-WPI und WPI, sondern hochmolekula-
res WPI hydrolysiert und anschließend zu Filmen verarbeitet wurde. Auch wurden an-
dere Herstell- und Messbedingungen verwendet. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit, 
nach Darstellung der weiteren ermittelten verpackungsrelevanten Eigenschaften, wer-
den Schlussfolgerungen gezogen, um die ermittelte Eigenschaften zu sich selbst und 
in Bezug zu den veränderten molekularen Wechselwirkungen zu setzen. 
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Die Reduktion des durchschnittlichen Ausgangsmolekulargewichts durch Hydrolyse 
von Molkenprotein-basierten Formulierungen hat laut Sothornvit und Krochta (2000a) 
sowie im Rahmen dieser Arbeit keinen signifikanten Einfluss auf die Sauerstoff- und 
Wasserdampfpermeabilität (Sothornvit und Krochta, 2000c). Im Gegensatz dazu wei-
sen Folien und Beschichtungen aus hydrolysierten Molkenprotein-basierten Formulie-
rungen eine deutlich höhere Flexibilität auf, was auch in dieser Arbeit bestätigt wurde 
(siehe Kapitel 5.3.2.2 und Schmid et al. (2013a)). Somit könnte die Verwendung von 
hydrolysiertem Molkenproteinisolat (h-WPI) die technologisch notwendige Menge an 
Weichmacher reduzieren, welche maßgeblich für die Permeationseigenschaften ver-
antwortlich ist. Sothornvit und Krochta (2000b) stellten die Hypothese auf, dass durch 
die Hydrolyse von denaturierten Molkenprotein-basierten Formulierungen der Weich-
machergehalt reduziert werden kann und dennoch flexible Folien und Beschichtungen 
entstehen, die aber geringere Permeationswerte gegenüber Sauerstoff und Wasser-
dampf aufweisen. Da diese Hypothese in der wissenschaftlichen Literatur noch nicht 
bestätigt wurde, ist dies Untersuchungsgegenstand im Rahmen dieser Arbeit. Nachfol-
gend sind die ermittelten Ergebnisse zur Sauerstoff- und Wasserdampfdurchlässigkeit 
dargestellt. Um die o.g. Hypothese zu überprüfen, wurden die Rezepturen (Massen-
verhältnisse von Gly:WPI:h-WPI so angepasst, dass sich in etwa konstante mechani-
sche Eigenschaften einstellten. Hierfür wurden jeweils ein Teil Weichmacher und ein 
Teil WPI durch zwei Teile h-WPI ersetzt. 

 

Abbildung 28: Sauerstoffdurchlässigkeit von Molkenprotein-basierten Folien mit sinkendem 
Ausgangsmolekulargewicht und reduziertem Weichmachergehalt. Die Fehlerbalken geben die 
Distanz zum Minimal- und Maximalwert an. Übersetzt aus Schmid (2013) 

Es ist deutlich erkennbar, dass eine Reduktion des Weichmachergehalts durch An-
wendung von h-WPI als sog. internen Weichmacherersatz zu einer Reduktion der  
Sauerstoffdurchlässigkeit führt (Abbildung 28). Dass h-WPI einen weichmachenden 
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Effekt hat, zeigen insbesondere die E-Modulmessungen, welche in dem noch folgen-
den Kapitel 5.3.2.2 dargestellt sind.  

Da der verwendete externe Weichmacher Glycerol (Gly) u.a. durch eine Erhöhung der 
Gleichgewichtsfeuchte seine starke weichmachende Wirkung in Biopolymer-basierten 
Folien erhält, führt im Umkehrschluss eine Reduktion des Weichmachergehalts u.a. 
auch zu einer Reduktion des Wassergehalts (siehe Anhang I-d). Da Wasser zu den 
effektivsten Weichmachern bei Biopolymeren zählt, führt eine Verringerung des Was-
sergehalts zusätzlich zur Reduktion des Weichmachergehalts zu einer Verringerung 
des freien Volumens und somit zu einer geringeren Permeabilität. (Schmid, 2013, 
Vieira et al., 2011) 

Derselbe Zusammenhang kann bei der Wasserdampftransmissionsrate beobachtet 
werden und ist nachfolgend dargestellt. 

 

Abbildung 29: Wasserdampftransmissionsrate von Molkenprotein-basierten Folien mit sinken-
dem Ausgangsmolekulargewicht und reduziertem Weichmachergehalt. Balken mit unterschied-
lichen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich (p<0,05). Übersetzt aus Schmid (2013) 

Der in Abbildung 29 dargestellte Zusammenhang, also die signifikante Abnahme der 
Wasserdampftransmissionsrate bei sinkendem Weichmachergehalt, stimmt mit den 
Ergebnissen von Sothornvit und Krochta (2000c) überein. Im Unterschied zur vorlie-
genden Arbeit wurde aber bei Sothornvit und Krochta (2000c) das Ausgangsmoleku-
largewicht bei sinkendem Weichmachergehalt konstant belassen. Dies führt zwangs-
läufig zu steiferen und weniger flexiblen Folien. Im nachfolgenden Kapitel 5.3.2.2 wer-
den deshalb die mechanischen Eigenschaften in Abhängigkeit des Ausgangsmoleku-
largewichts und des Weichmachergehalts betrachtet. 
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Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit kann die Schlussfolgerung getroffen wer-
den, dass die Reduktion des Weichmachergehalts, einhergehend mit der Verringerung 
der Gleichgewichtsfeuchte, einen größeren Einfluss auf die Gasdurchlässigkeitseigen-
schaften von Molkenprotein-basierten Folien hat als die Proteinstruktur und das Aus-
gangsmolekulargewicht. Dies wird übereinstimmend von mehreren Studien bestätigt 
(Perez-Gago et al., 1999, Mate und Krochta, 1996, Sothornvit und Krochta, 2000c).  

5.3.2.2 Mechanische Eigenschaften in Abhängigkeit des 
Ausgangsmolekulargewichts und des Weichmachergehalts 

Nachfolgend sind die mechanischen Eigenschaften (E-Modul und Zugfestigkeit) von 
Molkenprotein-basierten Folien in Abhängigkeit des WPI:h-WPI Verhältnisses bei kon-
stantem Weichmachergehalt aufgeführt. 

 

Abbildung 30: E-Modul in Abhängigkeit des Ausgangsmolekulargewichts bei konstantem 
Weichmachergehalt. Balken mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich 
(p<0,05). Übersetzt und angepasst aus Schmid et al. (2013a) 
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Abbildung 31: Zugfestigkeit in Abhängigkeit des Ausgangsmolekulargewichts bei konstantem 
Weichmachergehalt. Balken mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich 
(p<0,05). Übersetzt und angepasst aus Schmid et al. (2013a) 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch niedermolekulare Sub-
stanzen, wie h-WPI, eingesetzt werden können, um die Flexibilität von Molkenprotein-
basierten Folien zu erhöhen (vgl. Abbildung 30). Durch die Substitution von WPI durch 
gleiche Anteile an h-WPI bei konstanter Weichmacherkonzentration kann eine signifi-
kante Reduktion der Zugfestigkeit und des E-Moduls erreicht werden, aber gleichzeitig 
wurden die Durchlässigkeitseigenschaften kaum beeinflusst (vgl. Tabelle 20). Diese 
Beobachtungen machten auch Sothornvit und Krochta (2000a) mit dem Unterschied, 
dass im Rahmen der vorliegenden Arbeit verschiedene Mischungsverhältnisse von h-
WPI und WPI verwendet wurden. Es könnte also vermutet werden, dass Folien, die 
aus Mischungen von WPI und h-WPI hergestellt wurden, andere Eigenschaften als 
Folien aufweisen die h-WPI mit unterschiedlichem Hydrolysegrad enthalten. Diese 
Vermutung konnte nun wiederlegt werden, da auch Mischungen aus WPI und h-WPI 
ein ähnliches Verhalten aufweisen. Es besteht also kein Zusammenhang zwischen der 
Reduzierung des Molekulargewichts und der Wasserdampf- bzw. Sauerstoffdurchläs-
sigkeit. Allerdings ist eine signifikante Änderung der mechanischen Eigenschaften mit 
einem zunehmenden Anteil an h-WPI erkennbar. Abbildung 30 und Abbildung 31 zei-
gen die signifikante Abnahme der Zugfestigkeit und des E-Moduls mit zunehmendem 
Anteil an h-WPI. Die Flexibilität der Folien erhöht sich mit steigendem Anteil an h-WPI 
und somit mit zunehmender Anzahl an kurzen Polypeptidketten. Hierfür könnten die 
Reduzierung intermolekularer Wechselwirkungen und die Zunahme des freien Volu-
mens innerhalb der Polymerstruktur verantwortlich sein. Die mechanischen Eigen-
schaften reagieren hierbei stärker auf Veränderungen des freien Volumens und die 
Reduktion der CLD und des DoC als die Durchlässigkeitseigenschaften (Sears und 
Darby, 1982, Sothornvit und Krochta, 2000a, Sothornvit und Krochta, 2000c, Schmid et 
al., 2013a, Schmid, 2013). 
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Die Untersuchungen zur qualitativen Bestimmung der molekularen Wechselwirkungen 
in Abhängigkeit des Ausgangsmolekulargewichts mittels der Lösungsversuche konnte 
aber keine Verschiebung der Verhältnisse der dominierenden molekularen Wechsel-
wirkungen mit zunehmendem h-WPI Gehalt nachweisen (vgl. Kapitel 5.3.1.1). In allen 
Puffersystemen ist die Proteinlöslichkeit mit zunehmendem Gehalt an niedermolekula-
ren WPI angestiegen. Da h-WPI aber aus kurzen Polypeptidketten mit einer hohen 
Anzahl an polaren Endgruppen besteht, kommt es zur Ausbildung von mehreren 
schwachen molekularen Wechselwirkungen zwischen den kurzen Polypeptidketten. 
Diese sind meist doch im Polymernetzwerk kovalent eingebundenen, deshalb kann von 
einem internen Weichmachereffekt durch h-WPI gesprochen werden (vgl. Abbildung 
27) (Sears und Darby, 1982, Schmid et al., 2013a). 

Die Hypothese von Sothornvit und Krochta (2000b), dass durch die Hydrolyse von de-
naturierten Molkenprotein-basierten Formulierungen der Weichmachergehalt reduziert 
werden kann und dennoch flexible Folien und Beschichtungen entstehen, und dies zu 
geringeren Gasdurchlässigkeitseigenschaften führen kann, wurde durch die Ergebnis-
se dieser Arbeit bestätigt. Es ist deutlich erkennbar, dass eine Reduktion des Weich-
machergehalts durch Anwendung von h-WPI als sog. internen Weichmacherersatz zu 
einer Reduktion der Sauerstoff- und Wasserdampfdurchlässigkeit führt (Abbildung 28 
und Abbildung 29), dies aber nur einen geringen Einfluss (p meist >0,05) auf die me-
chanischen Eigenschaften, wie in Abbildung 32 und Abbildung 33 dargestellt, hat. 

 

Abbildung 32: E-Modul von Molkenprotein-basierten Folien mit sinkendem Ausgangsmolekular-
gewicht und reduziertem Weichmachergehalt. Balken mit unterschiedlichen Buchstaben sind 
signifikant unterschiedlich (p<0,05). Übersetzt aus Schmid (2013) 
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Abbildung 33: Zugfestigkeiten von Molkenprotein-basierten Folien mit sinkendem Ausgangsmo-
lekulargewicht und reduziertem Weichmachergehalt. Balken mit unterschiedlichen Buchstaben 
sind signifikant unterschiedlich (p<0,05). Übersetzt aus Schmid (2013) 

5.4 WPI-Denaturierungsgrad 
Der Einfluss des Denaturierungsgrades auf die molekularen Wechselwirkungen und 
daraus resultierenden verpackungsrelevanten Eigenschaften von Molkenprotein-
basierten Folien und Beschichtungen wurde bislang nur wenig untersucht und ist Ge-
genstand dieser Arbeit. In diesem Kapitel 5.4 wird der Einfluss des Denaturierungsgra-
des auf die molekularen Wechselwirkungen (Kapiteln 5.4.1) und auf die verpackungs-
relevante Eigenschaften (Kapitel 5.4.2) dargestellt und diskutiert. 

5.4.1 Veränderung der molekularen Wechselwirkungen und 
Vernetzungskennzahlen in Abhängigkeit des Denaturierungsgrades 

Für die Ermittlung des Einflusses des Denaturierungsgrades auf die molekularen 
Wechselwirkungen und auf die Vernetzungskennzahlen wurden Molkenprotein-basierte 
Folien und Beschichtungen aus Formulierungen mit variierendem Mischungsverhältnis 
von vollständig hitzedenaturierter und nativer WPI Lösungen hergestellt (vgl. Kapitel 
4.2.4), und wie in den Kapiteln 4.4, 4.5 und 4.6 beschrieben, charakterisiert. 

5.4.1.1 Qualifizierung der molekularen Wechselwirkungen in Abhängigkeit 
des Denaturierungsgrades mittels Lösungsversuche 

Lösungsversuche wurden durchgeführt, um den Einfluss des Denaturierungsgrades 
auf die molekularen Wechselwirkungen in Molkenprotein-basierten Beschichtungen, 
hergestellt aus unterschiedlichen Verhältnissen von hitzedenaturierter und nativer WPI 
Lösung, zu charakterisieren. Die Folien und Beschichtungen wurden vor den Lösungs-
versuchen mindestens 14 Tage bei 23 °C und 50 % r. F. gelagert. In Abbildung 34 sind 
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die Ergebnisse der Protein Lösungsversuche in unterschiedlichen Puffersystemen dar-
gestellt. Eine signifikante Abnahme der Löslichkeit im PP Puffersystem weist den stei-
genden Denaturierungsgrad (DG) der folienbildenden Lösung nach. Mit steigendem 
DG kommt es zur Ausbildung von kovalenten und verstärkten Ausbildung von nicht-
kovalenten Bindungen. Dies bedingt eine geringere Löslichkeit im PP Puffersystem, da 
dieser keine spaltende Wirkung auf molekulare Wechselwirkungen hat. Bei vollständig 
denaturierten Molkenprotein-basierten Beschichtungen geht die Löslichkeit im PP-
Puffersystem gegen Null, da durch die Hitzedenaturierung die meisten Polypeptide 
durch molekulare Wechselwirkungen in das Proteinnetzwerk eingebaut sind. Allerdings 
muss beachtet werden, dass auch bei Verwendung von nativen Proteinen zur Be-
schichtungs- und Folienherstellung die Proteine denaturiert werden könnten. Vorgän-
ge, wie beispielsweise das Entweichen von Wasser während des Trocknungsprozes-
ses, könnten zur Auffaltung der Proteinstruktur und Orientierung der funktionellen 
Gruppen führen (Haque et al., 2013a, Haque et al., 2013b, Schmid et al., 2015a). Aus 
diesem Grund wurden die Folien und Beschichtungen, wie in Kapitel 4.2.4 beschrie-
ben, hergestellt und auf deren DG untersucht. Konkret bedeutet dies, dass die Folien 
und Beschichtungen deutlich unterhalb der Denaturierungstemperatur (<35 °C) ge-
trocknet und ausgehärtet wurden. Die Wirksamkeit dieser Maßnahme wurde durch die 
in Kapitel 4.2.4.2 beschriebene analytische Bestimmung des DG bestätigt. Die einge-
stellten Denaturierungsgrade von 0, 25, 50, 75 und 100 % konnten exakt nachgewie-
sen werden (Schmid et al., 2014a). 

 

Abbildung 34: Löslichkeit von Molkenprotein-basierten Folien mit variierendem Denaturierungs-
grad in verschiedenen Puffersystemen. Unterschiedliche Buchstaben innerhalb eines Puffersys-
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tems bedeuten, dass ein signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den Mittelwerten besteht. 
Angepasst und übersetzt aus Schmid et al. (2017b) 

Die Abnahme der Löslichkeit im IEF-U-D Puffersystem (löst hydrophobe WW) mit stei-
gendem DG impliziert nicht zwangsläufig, dass hydrophobe Wechselwirkungen keine 
stabilisierende Rolle im Proteinnetzwerks spielen, sondern nur, dass die Proteine nicht 
ausschließlich über hydrophobe Wechselwirkungen eingebunden sind. Denn die Kom-
bination von kovalenten und nicht-kovalenten Bindungen ist entscheidend, da jede 
Wechselwirkung einen Beitrag zur Proteinnetzwerkstabilisierung leistet.  

Beschichtungen mit einem 0 % DG zeigten erwartungsgemäß eine hohe Löslichkeit im 
IEF-D Puffersystem, welches hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoffbrü-
ckenbindungen spezifisch löst. Bekanntermaßen wird die Polymerstruktur von nativen 
Molkenprotein-basierten Folien und Beschichtungen hauptsächlich über Wasserstoff-
brückenbindungen stabilisiert. Der Grund hierfür ist, dass die globulären Strukturen des 
nativen Molkenproteins intakt und die meisten hydrophoben und Thiolgruppen  
(auch Sulfhydrylgruppen, -SH genannt) im Inneren verborgen bleiben (Perez-Gago und 
Krochta, 2001). 

Es fällt insbesondere auf, dass sich die Proteinlöslichkeit bei Beschichtungen mit 0 und 
25 % DG in allen Puffersystem, außer im IEF-TH Puffersystemen, nicht signifikant 
voneinander unterscheiden (p>0,05). Es konnte bis zu einem DG von 50 % ein signifi-
kanter Anstieg der Proteinlöslichkeit im IEF-TH Puffersystem (p<0,05), welches Was-
serstoffbrückenbindungen löst und Disulfidbrückenbindungen spaltet, nachgewiesen 
werden. Daraus kann gefolgert werden, dass die Kombination dieser Wechselwirkun-
gen an Bedeutung zunimmt. Der steigende DG führt dazu, dass mehr Proteine aufge-
faltet sind, wobei die im Inneren liegenden hydrophoben und Sulfhydrylgruppen freige-
legt werden. Diese funktionellen Gruppen können nun intermolekulare Protein-Protein-
Wechselwirkungen ausbilden. Der Einfluss variierender DG in Molkenprotein-basierten 
Folien auf die molekularen Wechselwirkungen wurde auch von Guckian et al. (2006) 
mittels Lösungsversuchen untersucht. Auch sie kamen zum Ergebnis, dass nicht-
kovalente hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoffbrückenbindungen die Film-
bildung bei Folien mit einem geringen Gehalt an denaturiertem Molkenproteinisolat 
dominieren und Disulfidbrückenbindungen mit steigendem DG an Bedeutung gewin-
nen. 

5.4.1.2 Quantifizierung der Vernetzung von Molkenprotein-basierten Folien 
und Beschichtungen in Abhängigkeit des Denaturierungsgrades 

Zur Quantifizierung der Vernetzung wurden Quellversuche durchgeführt. Dies ist eine 
der wenigen funktionierenden Methoden zur Bestimmung von Vernetzungskennzahlen 
bei Protein-basierten Folien (Hammann und Schmid, 2014). Die Herstellung der Muster 
zur Ermittlung der Vernetzungskennzahlen DoS (Grad der Quellung) und CLD (Vernet-
zungsdichte) in Abhängigkeit des DG wurden, wie in Kapitel 4.2.4 beschrieben, herge-
stellt. Die Herangehensweise zur Bestimmung des DoS ist in Kapitel 4.5 und zur Be-
stimmung der CLD ist in Kapitel 4.6 beschrieben. Die Ergebnisse zu DoS und CLD  
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sind in Tabelle 21 zusammengefasst. Die ermittelten Zwischenergebnisse zur Berech-
nung der nachfolgend dargestellten Vernetzungskennzahlen sind in Anhang I-b 
(Tabelle 25) ergänzend aufgeführt. 

Tabelle 21: Vernetzungskennzahlen DoS und CLD in Abhängigkeit des Denaturierungsgrades 

 0 % DG 25 % DG 50 % DG 75 % DG 100 % DG 

DoS23°C - - 1010 % ± 220 % 531 % ± 18 % 400 % ± 9 % 

CLD - - 0.22·10-4 mol·cm-3 0.78·10-4 mol·cm-3 1.39·10-4 mol·cm-3 

Für Filme mit einem DG von 0 und 25 % konnte kein DoS ermittelt und somit kein CLD 
berechnet werden, da Filme aus 0 % DG sich vollständig und aus 25 % sich teilweise 
aufgelöst haben. Es standen somit keine kohärenten Filme zur Charakterisierung nach 
der Quellung zur Verfügung (vgl. Kapitel 4.5). Denn je niedriger DG ist, desto niedriger 
ist der Anteil an intermolekularen Disulfidbrückenbindungen im Proteinnetzwerk. Die 
Schlussfolgerung hieraus ist, dass ein hoher DoS auf eine geringere Anzahl an inter-
molekularen Disulfidbrückenbindungen und somit auf ein schwächeres und weitma-
schigeres Polymernetzwerk zurückzuführen ist. Die nachfolgende Abbildung veran-
schaulicht den Quellprozess (Abbildung 35). 

 

Abbildung 35: Schematische Darstellung der Modellvorstellung des Quellprozesses. Adaptiert 
aus Koltzenburg et al. (2014) und Schmid et al. (2017b) 

Während der Quellung kommt es durch den Einfluss des Lösungsmittels (hier: Wasser) 
zu einer Steigerung des Abstandes zwischen den Polymerketten. Elastische Kräfte von 
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vernetzten Polymeren wirken dem entgegen. Deshalb reagieren nicht oder zu gering 
quervernetzte Proteinfilme (hier: 0 % und 25 % DG) in Kontakt mit Wasser nicht mit 
einer Quellung, sondern lösen sich auf (vgl. Kapitel 3.3.2). Diese Beobachtung deckt 
sich mit den Lösungsversuchen im PP Puffersystem (welches keine spezifischen WW 
spaltet oder löst), da bei 0 und 25 % noch eine relativ hohe Löslichkeit gegeben ist, 
welche ab 50 % DG signifikant sinkt (p<0,05). Guckian et al. (2006) schlussfolgerte 
ebenfalls, dass ein höherer Anteil an hitzedenaturiertem Molkenprotein zu einer ver-
stärkten Ausbildung von intermolekularen Disulfidbrückenbindungen führt. 

Die nachfolgende Auftragung der CLD über DG zeigt deutlich, dass zwischen CLD und 
DG ein Zusammenhang besteht (Abbildung 36). 

 

Abbildung 36: Vernetzungsdichte (CLD) in Abhängigkeit des Denaturierungsgrades (DG). Über-
setzt aus Schmid et al. (2017b) 

Die CLD steigt mit steigendem DG erwartungsgemäß an, was auf die vermehrte Aus-
bildung von intermolekularen Disulfidbrückenbindungen zurückgeführt werden kann. 
Die berechneten Absolutwerte liegen auch im Fall von 100 % DG leicht unterhalb von 
natürlichem Gummi, welches nach Ahmed et al. (2012) eine CLD von 2.0 – 2.6 · 10-4 
mol/cm³ aufweist und deutlich unterhalb von unterschiedlichen Polyurethan-basierten 
Elastomeren, welche nach Hepburn (1992) eine CLD von 7.27 – 13.18 · 10-3 mol/cm³ 
aufweisen. 

In Abbildung 37 ist eine schematische Modellvorstellung zum Einfluss des Denaturie-
rungsgrades auf die CLD von Molkenprotein-basierten Folien und Beschichtungen dar-
gestellt. 
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Abbildung 37: Modellvorstellung zum Einfluss des Denaturierungsgrades (DG) auf die Vernet-
zungsdichte (CLD) von Molkenprotein-basierten Folien und Beschichtungen. Übersetzt aus 
Schmid et al. (2017b) 

Diese stark vereinfachte Modellvorstellung veranschaulicht den Einfluss des Denaturie-
rungsgrades auf die CLD. Von links nach rechts nimmt der Denaturierungsgrad zu und 
mit ihm die Anzahl an möglichen Quervernetzungen (intermolekulare Disulfidbrücken-
bindungen). In der Realität ist natürlich nicht davon auszugehen, dass auch bei einem 
DG von 100 % sämtliche zur Verfügung stehenden funktionellen Gruppen intermoleku-
lare Wechselwirkungen ausbilden. Dennoch steigt die statistische Wahrscheinlichkeit 
für die Ausbildung von Quervernetzungen mit steigendem DG, was auch die Ergebnis-
se dieser Arbeit bestätigen (steigende CLD bzw. sinkender DoS bei steigendem Dena-
turierungsgrad). 

5.4.2 Einfluss des Denaturierungsgrades auf verpackungsrelevante 
Eigenschaften 

Dieses Kapitel widmet sich den Ergebnissen zum Einfluss des Denaturierungsgrades 
auf verpackungsrelevante Eigenschaften. Zur Interpretation der Ergebnisse werden 
sowohl die Erkenntnisse aus den ermittelten molekularen Wechselwirkungen, als auch 
die Grundlagenliteratur herangezogen. Zur Ermittlung der Veränderung der verpa-
ckungsrelevanten Eigenschaften in Abhängigkeit des Denaturierungsgrades wurden 
Molkenprotein-basierte Folien  wie in Kapitel 4.2.4 beschrieben  hergestellt und auf 
deren verpackungsrelevante Eigenschaften Sauerstoff- und Wasserdampfdurchlässig-
keit, mechanischen Eigenschaften und Oberflächenenergie untersucht (vgl. Kapitel 
4.3). 

5.4.2.1 Sauerstoff- und Wasserdampfdurchlässigkeit in Abhängigkeit des 
Denaturierungsgrades 

Abbildung 38 zeigt die Sauerstoffdurchlässigkeit und Abbildung 39 die Wasser-
dampfdurchlässigkeit von Molkenprotein-basierten Folien, hergestellt aus Formulierun-
gen mit unterschiedlichen Denaturierungsgrad. 
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Abbildung 38: Sauerstoffdurchlässigkeit von Molkenprotein-basierten Folien aus Formulierun-
gen mit unterschiedlichem Denaturierungsgrad. Normiert auf 100 µm Foliendicke. Die Fehler-
balken geben die Distanz zum Minimal- und Maximalwert an. Übersetzt aus Schmid et al. 
(2017b) 

Nach Perez-Gago und Krochta (2001) weisen denaturierte Molkenproteine eine aufge-
faltete lineare Struktur auf, die zu einer dichteren Polymerpackung mit geringerem 
freien Volumen führt. Auch der signifikante Anstieg der Löslichkeit im IEF-TH Puffer-
system, welches Wasserstoffbrückenbindungen löst und Disulfidbrückenbindungen 
spaltet, weist auf steigende molekulare Wechselwirkungen, insbesondere Wasserstoff- 
und Disulfidbrücken, hin. Die ermittelten Sauerstoffdurchlässigkeitswerte zeigen aber 
dennoch keine Abhängigkeit zum DG auf. Diese Ergebnisse legen die Vermutung na-
he, dass bei den verwendeten Formulierungen der DG und somit die Struktur bzw. die 
molekularen Wechselwirkungen keinen nachweisbaren Effekt auf die Gasdurchlässig-
keit haben, was auch die Studien von Mate und Krochta (1996) und Perez-Gago und 
Krochta (1999) sowie die bisher dargestellten Ergebnisse dieser Arbeit zum Einfluss 
des Ausgangsmolekulargewichts bestätigen (Schmid et al., 2013a, Schmid, 2013).. 

Auch die in Abbildung 39 dargestellten Ergebnisse zur Wasserdampfdurchlässigkeit 
zeigen keine eindeutige Abhängigkeit zum DG. Zwar scheint die Folie mit 50 % DG zu 
den anderen Folien statistisch signifikant unterschiedlich (p<0,05) zu sein, so besteht 
aber bei Anwendung eines Signifikanzniveaus von 1 % kein statistisch signifikanter 
Unterschied zwischen den Mittelwerten sämtlicher Muster (p>0,01). 
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Abbildung 39: Wasserdampfdurchlässigkeit von Molkenprotein-basierten Folien aus Formulie-
rungen mit unterschiedlichem Denaturierungsgrad. Fehlerbalken entsprechen der Standardab-
weichung. Balken mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich (p<0,05). 
Übersetzt aus Schmid et al. (2017b) 

Die Ergebnisse korrelieren weitestgehend mit den Ergebnissen von Guckian et al. 
(2006). Sie ermittelten lediglich eine leicht erhöhte Wasserdampfdurchlässigkeit bei 
einem DG von 20% (m/m). McHugh et al. (1994) und Perez-Gago et al. (1999) konnten 
eine tendenziell höhere Wasserdampfdurchlässigkeit von vollständig nativen Molken-
protein-basierten Folien im Vergleich zu 100 % denaturierten Molkenprotein-basierten 
Folien feststellen. Dieser Unterschied war aber auch nicht signifikant, was wiederum 
die Annahme bestätigt, dass die durch Denaturierung hervorgerufene erhöhten mole-
kularen Wechselwirkungen kaum einen ausschlaggebenden Einfluss auf die Durchläs-
sigkeitseigenschaften von Molkenprotein-basierten Folien und Beschichtungen bei den 
verwendeten Messbedingungen (23 °C und 50 %  0 %) haben. Beschichtungen, 
welche bei 23 °C und 85 %  0 % gemessen wurden, zeigten hingegen eine deutliche 
Reduktion der Wasserdampfdurchlässigkeit ab einem DG von 25 % (Abbildung 40). 
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Abbildung 40: Wasserdampfdurchlässigkeit von Molkenprotein-basierten Beschichtungen in 
Anhängigkeit des DG. Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Adaptiert und über-
setzt aus (Schmid et al., 2014a) 

Eine weitere Erhöhung des DG resultierte aber nicht in einer weiteren Reduktion der 
Wasserdampfdurchlässigkeit (Schmid et al., 2014a). Dies könnte dadurch begründet 
sein, dass die bei steigendem DG ausgebildeten molekularen Wechselwirkungen (ins-
besondere kovalente Bindungen) bei höheren relativen Feuchtigkeiten einen stärkeren 
Einfluss auf die Durchlässigkeitseigenschaften haben (vgl. Kapitel 5.5.2.1), da Molken-
proteinbasierte Folien und Beschichtungen sensibel auf Feuchtigkeit reagieren. Dies 
konnte bereits, wie in Kapitel 5.2.2 beschrieben, bestätigt werden. 

5.4.2.2 Mechanische Eigenschaften in Abhängigkeit des 
Denaturierungsgrades 

In Abbildung 41 und Abbildung 42 sind die mechanischen Eigenschaften (E-Modul und 
Zugfestigkeit) von Molkenprotein-basierten Folien in Abhängigkeit des Denaturierungs-
grades aufgeführt. 

Ab einem DG von 50 % steigt das E-Modul statistisch signifikant an (p<0,05), wobei 
insgesamt der E-Modul mit steigendem DG ansteigt. Dies kann auf die vermehrte Aus-
bildung von Disulfidbrückenbindungen zurückgeführt werden (steigende CLD mit stei-
gendem DG). Native Molkenprotein-basierte Folien sind weitestgehend über schwä-
chere nicht-kovalente WW stabilisiert (u.a. Wasserstoffbrückenbindungen und hydro-
phobe Wechselwirkungen). Starke intermolekulare Wechselwirkungen sind nicht vor-
handen und bilden sich erst mit steigendem DG aus (Guckian et al., 2006). Die darge-
stellten Ergebnisse, also die signifikante Erhöhung des E-Moduls bei steigendem DG 
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stimmen gut mit den Ergebnissen von Guckian et al. (2006), Perez-Gago und Krochta 
(2001) und (Perez-Gago et al., 1999) überein. 

 

Abbildung 41: E-Modul von Molkenprotein-basierten Folien aus Formulierungen mit unter-
schiedlichem Denaturierungsgrad. Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Mess-
ergebnisse, die mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet sind, sind signifikant unter-
schiedlich (p<0,05). Übersetzt aus Schmid et al. (2017b) 

 

Abbildung 42: Zugfestigkeit von Molkenprotein-basierten Folien mit unterschiedlichem Denatu-
rierungsgrad. Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Messergebnisse, die mit 
unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet sind, sind signifikant unterschiedlich (p<0,05). 
Übersetzt aus Schmid et al. (2017b) 
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Auch die Zugfestigkeit von Molkenprotein-basierten Folien (Abbildung 42) steigt signifi-
kant (p<0,05) mit steigendem Denaturierungsgrad und kann mit denselben Argumen-
ten wie die Zunahme des E-Moduls mit steigendem Denaturierungsgrades begründet 
werden. 

5.4.2.3 Änderung der Oberflächenenergie in Abhängigkeit des 
Denaturierungsgrades 

Durch die Bestimmung der Oberflächenenergie sowie deren polaren und dispersen 
Anteils, können u.a. Abschätzungen über die Oberflächenchemie eines Festkörpers 
sowie über das Benetzungs- und das Adhäsionspotential der unterschiedlichen Be-
schichtungsmaterialien auf dem Festkörper getroffen werden (vgl. Kapitel 3.2.3). Die 
Oberflächenenergie sowie deren disperse und polare Anteile von Molkenprotein-
basierten Beschichtungen in Abhängigkeit des Denaturierungsgrades wurden deshalb, 
wie in Kapitel 4.3.3 beschrieben, ermittelt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 43 darge-
stellt. 

 

Abbildung 43: Oberflächenenergie von Molkenprotein-basierten Beschichtungen in Abhängig-
keit vom Denaturierungsgrad (DG). Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Adap-
tiert und übersetzt aus Schmid et al. (2014a) 

Eine Erhöhung des Denaturierungsgrades von 0 auf 25 % führt zu einer deutlichen 
Reduktion der Oberflächenenergie um fast 20 %, wobei diese Reduktion durch den 
Abfall des polaren Anteils der Oberflächenenergie begründet ist. Eine weitere Erhö-
hung des Denaturierungsgrades führt zu keiner weiteren signifikanten Veränderung der 
Oberflächenenergie, aber zu einer Änderung des Verhältnisses zwischen polarem und 
dispersem Anteil. Der disperse Anteil steigt hierbei um nahezu den gleichen Betrag um 
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den der polare Anteil sinkt. Der Anstieg des dispersen Anteils kann durch die verstärkte 
Ausbildung von Van-der-Waals Kräften erklärt werden. Durch die Lösungsversuche zur 
Bestimmung der qualitativen molekularen Wechselwirkungen und insbesondere durch 
den ermittelten Anstieg der CLD bei steigendem DG konnte bereits nachgewiesen 
werden, dass das Molekulargewicht bei Erhöhung des DG steigt. Diese Molekularge-
wichtserhöhung führt zu einer verstärkten Ausbildung von Van-der-Waals Kräften, wel-
che in dispersen Materialen auftreten (Drummond und Chan, 1997). Da das Molekular-
gewicht proportional zu der Anzahl an Elektronen in der äußersten Hülle des Moleküls 
ist, nehmen entlang der Polypeptidketten die Van-der-Waals Kräfte zu und erhöhen 
den dispersen Anteil der Oberflächenenergie (Pauling, 1970, Parsegian, 2006). Somit 
liefern die in Abbildung 43 aufgeführten Ergebnisse einen weiteren Nachweis für die 
denaturierungsbedingte Quervernetzung und fügen sich in den bisher erbrachte Argu-
mentationskette ein. (Schmid et al., 2014a) 

5.5 TG-induzierte Quervernetzung 
Die Ergebnisse der Untersuchungen zum Einfluss der Transglutaminase (TG)-
induzierten Quervernetzung (Vernetzungsreaktion der Aminosäure Glutamin und Lysin, 
katalysiert durch TG) von Molkenprotein-basierten Formulierungen auf  das Ausmaß 
der Vernetzung in Molkenprotein-basierten Folien und Beschichtungen werden in nach-
folgendem Kapiteln 5.5.1 beschrieben. Die daraus resultierenden verpackungsrelevan-
ten Eigenschaften von Molkenprotein-basierten Folien und Beschichtungen werden in 
Kapitel 5.5.2 dargestellt und interpretiert. 

5.5.1 Veränderung der Vernetzungskennzahlen in Abhängigkeit der TG-
Vernetzung 

Für die Ermittlung des Einflusses der TG-Zugabe auf die Vernetzungskennzahlen wur-
den Molkenprotein-basierte Folien und Beschichtungen wie in Kapitel 4.2.5 beschrie-
ben hergestellt und, wie in den Kapiteln 4.5 und 4.6 beschrieben, charakterisiert. Die 
für die Berechnung der Vernetzungsdichte (CLD) und des Vernetzungsgrades (DoC) 
verwendeten Mess- und Zwischenergebnisse sind in Anhang I-e aufgeführt. 

5.5.1.1 Quantifizierung der Vernetzungskennzahlen von Molkenprotein-
basierten Folien und Beschichtungen in Abhängigkeit der TG-Vernetzung 

Die unter definierten Bedingungen ermittelten Ergebnisse zum Grad der Quellung 
(engl. degree of swelling – DoS) sind in Abbildung 44 sowie die Ergebnisse zur Vernet-
zungsdichte (engl. crosslinking density – CLD) und zum Vernetzungsgrad (engl. 
degree of crosslinking –DoC) in Abbildung 45 gemeinsam dargestellt. Dies ist möglich, 
da die beiden Kennzahlen (CLD und DoC) zum durchschnittlichen Molekulargewicht 
des Polymers zwischen den Quervernetzungen (MC) und somit auch zueinander pro-
portional sind (Gleichung 29). 
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Gleichung 29: Proportionalität zwischen CLD und DoC (vgl. Kapitel 3.3.2) 

 Symbol Bezeichnung Einheit 
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(Schmid et al., 2014b) 
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Die ermittelten Zwischenergebnisse zur Berechnung der nachfolgend dargestellten 
Vernetzungskennzahlen sind in Anhang I-e ergänzend aufgeführt. 

 

Abbildung 44: DoS in Abhängigkeit der TG-Zugabe und Inkubationszeit. Messergebnisse, die 
mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet sind, sind signifikant unterschiedlich 
(p<0,05). Die Probenbezeichnungen entsprechen der in Tabelle 11 (S. 50) genannten Zusam-
mensetzung der TG behandelten Formulierungen 

Wie in Kapitel 3.3.2 erläutert, handelt es sich beim DoS um einen relativen Wert, wel-
cher sich umgekehrt proportional zum DoC und auch zur CLD verhält. Somit führt eine 
erhöhte Quervernetzung innerhalb eines Polymers zu einem sinkenden Grad der Quel-
lung (DoS). Im Umkehrschluss deutet somit ein geringerer DoS auf eine höhere Ver-
netzung hin (hier DoC und CLD). Unter Berücksichtigung der in Abbildung 44 darge-
stellten Ergebnisse zum DoS kann somit festgestellt werden, dass sich die mit niedri-
gen TG-Konzentrationen behandelten Proben kaum signifikant voneinander und von 
der Referenz unterscheiden, während die Proben, die mit einer TG-Konzentration von 
10 Units behandelt wurden, signifikant niedrigere DoS-Werte aufweisen, was auf eine 
höhere Quervernetzung schließen lässt (siehe auch Abbildung 45). 
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Abbildung 45:Vernetzungsgrad und Vernetzungsdichte in Abhängigkeit der TG-Zugabe und 
Inkubationszeit. Messergebnisse, die mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet sind, 
sind signifikant unterschiedlich (p<0,05). Die Probenbezeichnungen entsprechen der in Tabelle 
11 genannten Zusammensetzung der TG behandelten Formulierungen 

Der DoC und die CLD bei niedriger TG-Konzentration unterscheiden sich meist nicht 
signifikant und nur sehr gering von der Referenzprobe. Dies deutet darauf hin, dass bei 
Konzentrationen von „0,1 bzw. 1 Unit“ noch keine mit der angewendeten Methode 
nachweisbare TG-induzierte Quervernetzung stattgefunden hat. Erst bei „10 Units“ 
konnten signifikant höhere DoC und CLD Werte ermittelt werden. Die Inkubationszeit 
scheint dabei keinen signifikanten Einfluss auf die Quervernetzung zu haben. Insge-
samt liegen die CLD Werte oberhalb der von natürlichem Gummi (ohne Vulkanisati-
onsbehandlung). Der CLD von natürlichen Gummi liegt laut Ahmed et al. (2012) bei 
2,0*10-4 mol/cm³ und somit unterhalb der hier ermittelten Werte, welche zwischen 
7,7*10-4 – 14,9*10-4  mol/cm³ liegen. 

5.5.2 Einfluss der TG-Quervernetzung auf verpackungsrelevanten 
Eigenschaften 

Dieses Kapitel widmet sich den Ergebnissen zum Einfluss der TG-Quervernetzung auf 
verpackungsrelevante Eigenschaften. Zur Interpretation der Ergebnisse werden sowohl 
die Erkenntnisse aus den ermittelten Vernetzungskennzahlen als auch die Grundlagen-
literatur herangezogen. Zur Ermittlung der Veränderung der verpackungsrelevanten 
Eigenschaften in Abhängigkeit der TG-Quervernetzung wurden Molkenprotein-basierte 
Folien und Beschichtungen, wie in Kapitel 4.2.5 beschrieben, hergestellt und auf deren 
Sauerstoff- und Wasserdampfdurchlässigkeit, mechanische Eigenschaften, Farbe und 
Oberflächenenergie untersucht (vgl. Kapitel 4.3). 
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5.5.2.1 Wasserdampf- und Sauerstoffdurchlässigkeit in Abhängigkeit der TG-
Quervernetzung 

Abbildung 46 zeigt die Wasserdampfdurchlässigkeit von Folien mit unterschiedlichen 
TG-Konzentrationen (Units) und Inkubationszeiten. 

 

Abbildung 46: Wasserdampfdurchlässigkeit von Molkenprotein-basierten Folien in Abhängigkeit 
der TG-Zugabe und Inkubationszeit. Die Ø Foliendicke betrug 190 ± 13 µm. Messergebnisse, 
die mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet sind, sind signifikant unterschiedlich 
(p<0,05). Die Probenbezeichnungen entsprechen der in Tabelle 11 genannten Zusammenset-
zung der TG behandelten Formulierungen 

Mit Ausnahme des Musters „0,1 Unit bei 120 min“, welches im Vergleich zur Referenz 
(Molkenprotein-basierte Standardformulierung WPSS ohne TG) eine signifikant höhere 
Wasserdampfdurchlässigkeit aufweist (p<0,05), konnten die Werte durch eine TG-
Behandlung gegenüber der Referenz tendenziell erniedrigt werden. Allerdings konnte 
eine signifikante Reduzierung der Wasserdampfdurchlässigkeit im Vergleich zur Refe-
renz nur bei vier Mustern (0,1 bzw. 1 Unit bei jeweils 30 min und 1 Unit und 10 Units 
bei jeweils 60 min) beobachtet werden (p<0,05). 

Der Diffusionskoeffizient (D) und der Sorptionskoeffizienten (S) für Wasserdampf wur-
den exemplarisch an ausgewählten Mustern von TG-quervernetzten Folien bestimmt. 
Hierfür wurden Folien mit „0,1 Unit und 1 Unit TG nach 1440 min“ Inkubationszeit so-
wie jeweils Referenzfolien ohne Inkubationszeit für Sorptionsexperimente verwendet. D 
und S wurden auf Basis der Messergebnisse aus den Sorptionsexperimenten, wie in 
Kapitel 4.3.4.3 beschrieben, berechnet. Durch Multiplikation von D und S wurde der 
Permeationskoeffizient (P) berechnet (vgl. Kapitel 3.2.1.3). Die Ergebnisse sind in 
nachfolgender Abbildung gemeinsam mit den Koeffizienten für gängige Polymere dar-
gestellt (Abbildung 47). 
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Abbildung 47: Permeations-, Diffusions- und Sorptionskoeffizienten für Wasserdampf von Mol-
kenprotein-basierten Folien. Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Übersetzt aus 
Schmid et al. (2014b) 

Die Ergebnisse aus den Sorptionsmessungen zeigen deutlich, dass sich der Wasser-
dampfsorptionskoeffizient S je nach Messbedingung deutlich unterscheidet. Der S ge-
messen bei 85 % r. F. ist deutlich größer als der S bei 50 % r. F.. Dies deutet darauf 
hin, dass strenggenommen das Gesetz nach Henry (vgl. Gleichung 2, S. 21) nicht gilt, 
aber dennoch als Vereinfachung angenommen wird. Bei gleicher relativer Feuchte war 
die Wasseraufnahme und damit S bei allen Mustern ähnlich. Dies deutet darauf hin, 
dass die TG-Quervernetzung einen geringen Einfluss auf den Wasserdampfsorptions-
koeffizienten hat, wohingegen der Diffusionskoeffizient deutlich reduziert wird. Daraus 
lässt sich schlussfolgern, dass eine Reduktion der Wasserdampfdurchlässigkeiten 
(bzw. des Permeationskoeffizienten P) durch TG-Quervernetzung maßgeblich auf die 
Verringerung des Diffusionskoeffizienten zurückzuführen ist. Dieser Zusammenhang 
wurde auch von Olsson et al. (2013) für quervernetzte Stärkefolien beschrieben. 

Abbildung 48 zeigt die auf 100 µm Foliendicke normierte Sauerstoffdurchlässigkeit der 
mit TG behandelten Folien in Abhängigkeit der TG-Konzentration und Inkubationszeit. 
Mit Ausnahme des Musters „0,1 Units TG bei 120 min Einwirkzeit“ zeigen alle Muster 
mit steigender TG-Konzentration bei allen Einwirkzeiten eine tendenziell sinkende 
Sauerstoffdurchlässigkeit. 

Bei genauerer Betrachtung der unterschiedlichen Einwirkzeiten fällt auf, dass für die 
beiden TG-Konzentrationen „1 und 10 Units“ die Wasserdampfdurchlässigkeit nach „30 
und 60 min“ niedriger sind als nach „10 und 120 min“ Inkubationszeit. Dieser Zusam-
menhang ist auch bei E-Modul und Zugfestigkeit zu beobachten (vgl. Kapitel 5.5.2.2). 
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Insgesamt ist aber ein eindeutiger Trend zu beobachten, dass die Sauerstoffdurchläs-
sigkeit bei allen Einwirkzeiten mit steigender Konzentration an Transglutaminase sinkt. 

 

Abbildung 48: Sauerstoffdurchlässigkeit von Molkenprotein-basierten Folien in Abhängigkeit der 
TG-Konzentration und Inkubationszeit. Die Fehlerbalken zeigen Minimal- und Maximalwert. Die 
Probenbezeichnungen entsprechen der in Tabelle 11 genannten Zusammensetzung der TG 
behandelten Formulierungen 

Des Weiteren wurden Molkenprotein-basierte Beschichtungen hergestellt und auf de-
ren Sauerstoffdurchlässigkeit untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 49 darge-
stellt. 

 

Abbildung 49: Sauerstoffdurchlässigkeit von Molkenprotein-basierten Beschichtungen auf PET 
in Abhängigkeit der TG-Konzentration bei 120 min Inkubationszeit. Die Fehlerbalken zeigen 
Minimal- und Maximalwert. Adaptiert und übersetzt aus Schmid et al. (2014b) 



5 Ergebnisse und Diskussion 104 

Ein eindeutiger Trend, dass die Sauerstoffdurchlässigkeit mit steigender Konzentration 
an Transglutaminase sinkt, wird insbesondere bei Beschichtungen deutlich (vgl. Abbil-
dung 49) und weist auch darauf hin, dass die Reaktion nicht substratlimitiert ist. 
(Schmid et al., 2014b) 

Im Vergleich zu den Sauerstoffdurchlässigkeitswerten der im Gießfilmverfahren herge-
stellten Molkenprotein-basierten Folien zeigen alle Beschichtungen niedrigere Werte 
auf. Dies ist, wie bereits mehrfach erwähnt, auf die sich deutlich unterscheidenden 
Herstellungsparameter (Nassfilmdicke, Orientierung, Trocknungstemperatur, Trock-
nungszeit, etc.) bei der Herstellung von Folien bzw. Beschichtungen zurückzuführen. 
Ein direkter Vergleich der absolut gemessenen Permeationswerte ist daher nicht mög-
lich. Dennoch zeigt sich derselbe Trend zur sinkenden Sauerstoffdurchlässigkeit bei 
steigender TG-Konzentration, was sich durch eine höhere Quervernetzung durch TG 
zurückführen lässt. Der Anstieg der Quervernetzung (ausgedrückt als CLD und DoC) 
konnte zwar im Rahmen dieser Arbeit erst ab einer TG-Konzentration von 10 Units 
signifikant nachgewiesen werden, so scheinen aber insbesondere bei Beschichtungen 
bereits niedrige TG-Konzentrationen einen deutlichen Einfluss auf die Sauerstoffdurch-
lässigkeitseigenschaften zu haben. Die Massenkonzentrationen der verwendeten En-
zymzubereitung in Folien und Beschichtung beträgt bei 10 Units kleiner 5 %, bei 1 Unit 
kleiner 0,5 % und bei 0,1 Unit sogar kleiner 0,05 % sind (vgl. Tabelle 11, S. 50). Es ist 
nicht davon auszugehen, dass diese geringen Massenkonzentrationen an Enzymzube-
reitung selbst (also auch ohne Aktivität) für die Reduktion der Sauerstoffdurchlässigkeit 
verantwortlich sind, sondern auf die TG-induzierte Quervernetzung zurückzuführen ist. 
Dies konnte durch Vergleichsmessungen mit thermisch inaktivierter TG bestätigt wer-
den. (Schmid et al., 2014b) 
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5.5.2.2 Mechanische Eigenschaften in Abhängigkeit der TG-Quervernetzung 

In Abbildung 50 und Abbildung 51 sind die mechanischen Eigenschaften (E-Modul und 
Zugfestigkeit) von Molkenprotein-basierten Folien in Abhängigkeit der TG-
Konzentration (Zugabe) und Inkubationszeit aufgeführt. 

 

Abbildung 50: E-Modul in Abhängigkeit der TG-Zugabe und Inkubationszeit. Balken mit ver-
schiedenen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich (p<0,05). Die Probenbezeichnungen 
entsprechen der in Tabelle 11 genannten Zusammensetzung der TG behandelten Formulierun-
gen 

Die Messung des E-Modul der mittels TG quervernetzten Folien ergab nur wenige sig-
nifikante Unterschiede zu Referenz ohne TG. Nur vereinzelt sind signifikante Unter-
schiede aufzuzeigen (p<0,05), die aber keinem eindeutigen Trend folgen. Zu erwarten 
wäre, dass mit steigender Quervernetzung der E-Modul steigt. Wie aber schon bei der 
Bestimmung von CLD und DoC scheint die mechanische Messung zu wenig sensitiv 
zu sein. Besonders auffällig ist wieder das Muster für „120 min Inkubationszeit mit 0,1 
Unit“ TG-Konzentration. Der E-Modul ist mit ca. 40 MPa mehr als 50 % reduziert im 
Vergleich zur Referenz. Dieses Muster war bereits bei den Durchlässigkeitsmessungen 
auffällig. Nach Reproduktion und Nachmessung wurden die ermittelten Werte bestätigt. 
Eine Begründung für dieses Verhalten bedarf näherer Untersuchungen unter Verwen-
dung sensiblerer analytischer Methoden (z.B. DMTA, dynamisch mechanisch thermi-
sche Analyse), die im Rahmen dieser Arbeit nicht möglich waren. 

Auch bei der Betrachtung der ermittelten Zugfestigkeit der behandelten Folien 
(Abbildung 51) sind nur wenige signifikante Unterschiede zur Referenz feststellbar.  
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Abbildung 51: Zugfestigkeit in Abhängigkeit der TG-Zugabe und Inkubationszeit. Messergebnis-
se, die mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet sind, sind signifikant unterschiedlich 
(p<0,05)Die Probenbezeichnungen entsprechen der in Tabelle 11 genannten Zusammenset-
zung der TG behandelten Formulierungen 

Insbesondere Muster mit „0,1 Units“ TG-Konzentration zeigen eine Abnahme der Zug-
festigkeit im Vergleich zu der Referenz, obwohl die angenommene Arbeitshypothese 
eine Zunahme der Zugfestigkeit durch TG-Quervernetzung vorsieht. Zudem ist auffäl-
lig, dass wie schon beim E-Modul und Permeation der Wert bei einer Inkubationszeit 
von „120 min und 0,1 Unit“ einen signifikant niedrigeren Wert aufweist. Lediglich die 
Muster mit einer TG-Konzentration von „10 Units“ und Inkubationszeiten von „30 und 
60 min“ zeigen Zugfestigkeitswerte die gegenüber der Referenz signifikant erhöht sind. 
Yildirim und Hettiarachchy (1998) führten mechanische Messungen an TG-
quervernetzten WPI- und Sojaglobulin-11S-Folien sowie an Folien aus Mischungen der 
beiden Proteine durch. Dabei lag die Zugfestigkeit ihrer WPI-Referenzprobe mit 5,64 
MPa in derselben Größenordnung wie die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Werte. 
Allerdings war es ihnen möglich, die Zugfestigkeit sowohl für WPI-, als auch für Soja-
protein-Folien durch Zugabe von „20 Units“ TG je g Protein und einer Inkubationszeit 
von 5 h zu verdoppeln. Dies kann aufgrund der vorliegenden Ergebnisse zwar nicht 
bestätigt werden, wobei auch eine Falsifizierung aufgrund der großen Unterschiede bei 
Rezeptur, Herstellung, TG-Konzentration und Inkubationszeit auch nicht möglich ist. 

5.5.2.3 Änderung der Oberflächenenergie in Abhängigkeit der TG-
Quervernetzung 

Abbildung 52 zeigt den Einfluss der TG-Zugabe (Konzentration) auf die Oberflächen-
energie von Molkenprotein-basierten Beschichtungen (beschichtet auf PET) bei jeweils 
120 min Inkubationszeit. 
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Abbildung 52: Gesamtoberflächenenergie sowie polarer und disperser Anteil von Molkenpro-
tein-basierten Beschichtungen in Abhängigkeit der TG-Konzentration bei 120 Minuten Inkubati-
onszeit. Übersetzt aus Schmid et al. (2014b). 

Mit zunehmender TG-Konzentration steigt der disperse Anteil der Oberflächenenergie 
deutlich stärker an als der polare Anteil abnimmt. Hieraus resultiert ein Anstieg der 
Gesamtoberflächenenergie mit steigender TG-Konzentration, was auf eine deutliche 
Quervernetzung und somit auf eine Erhöhung des Molekulargewichts zurückzuführen 
ist (vgl. Argumentation Kapitel 5.4.2.3). Dieser Zusammenhang, also dass Polymere 
mit einem höheren Molekulargewicht höhere Oberflächenenergien aufweisen, wurde 
auch von LeGrand und Gaines (1969) für Polyisobutylen und von Dee und Sauer 
(1992) für Polystyrol und Polyethylen beschrieben. Der polare Anteil der Oberflächen-
energie sinkt aufgrund der sinkenden Anzahl an polaren Gruppen bei den an der Quer-
vernetzungsreaktion beteiligten Aminosäuren (vgl. Kapitel 3.1.7). 
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5.6 UV-Bestrahlung 
Der Einfluss der UV-Bestrahlung von Molkenprotein-basierten Folien auf die molekula-
ren Wechselwirkungen sowie die Vernetzungskennzahlen und daraus resultierenden 
verpackungsrelevanten Eigenschaften wurde erstmals im Rahmen dieser Arbeit unter-
sucht. Die Ergebnisse werden in den nächsten Kapiteln 5.6.1 und 5.6.2 dargestellt. 

5.6.1 Veränderung der molekularen Wechselwirkungen und 
Vernetzungskennzahlen in Abhängigkeit des 
Ausgangsmolekulargewichts 

Um den Einfluss unterschiedlicher UV-Bestrahlungsdosen auf die molekularen Wech-
selwirkungen und auf die Vernetzungskennzahlen (Grad der Quellung (engl. degree of 
swelling – DoS), Vernetzungsdichte (engl. crosslinking density – CLD) und Vernet-
zungsgrad (engl. degree of crosslinking –DoC)) zu messen, wurden Molkenprotein-
basierte Folien und Beschichtungen, wie in Kapitel 4.2.6 beschrieben, hergestellt und, 
wie in den Kapiteln 4.4, 4.5 und 4.6 beschrieben, charakterisiert. Die für die Berech-
nung von CLD und DoC verwendeten Mess- und Zwischenergebnisse sind in Anhang 
I-e aufgeführt. 

5.6.1.1 Qualifizierung der molekularen Wechselwirkungen in Abhängigkeit 
der UV-Quervernetzung 

Die Veränderungen von molekularen Wechselwirkung-Eigenschaftsbeziehungen in 
Folge einer UV-Bestrahlung von Molkenprotein-basierten Folien können mittels der in 
Abbildung 53 gezeigten Ergebnisse der durchgeführten Proteinlösungsversuche abge-
schätzt werden. Alle Proben zeigen eine insgesamt geringe Löslichkeit im Phosphat-
puffer (PP) als auch IEF-U-D Puffersystem. Aufgrund der Tatsache, dass der Phos-
phatpuffer keine spaltende Wirkung auf molekulare Wechselwirkungen hat, kann gefol-
gert werden, dass fast alle Peptidketen aufgrund der hitzeinduzierten Proteindenaturie-
rung über kovalente und nicht-kovalente Bindungen verbunden sind. Da die funktionel-
len Gruppen der Molkenproteinketten verschiedene chemische Bindungen eingehen 
können, erscheint es unwahrscheinlich, dass die Proteine durch eine einzelne Wech-
selwirkung, wie z.B. hydrophobe Wechselwirkungen, in das Polymernetzwerk einge-
bunden sind. Dies wird bestätigt durch die geringe Löslichkeit in IEF-U-D Puffer, der 
hydrophobe Wechselwirkungen spaltet. 



5 Ergebnisse und Diskussion 109 

 

Abbildung 53: Löslichkeit der UV-bestrahlten Molkenprotein-Beschichtungen in verschiedenen 
Puffersystemen. Die Proben wurden mit UV-Bestrahlungsdosen von 0 (Kontrolle); 2,3; 10,2; 
19,0 und 31,4 J/cm² bestrahlt. Unterschiedliche Buchstaben innerhalb eines Puffersystems 
bedeuten, dass ein signifikanter Unterschied zwischen den Mittelwerten besteht  (p<0,05). 
Übersetzt aus Schmid et al. (2015c). 

Die Proteinlöslichkeit nimmt insgesamt in den übrigen vier Puffersystemen mit zuneh-
mender Bestrahlungsdosis signifikant ab. Die Reduktion der Proteinlöslichkeit ohne 
gleichzeitige Erhöhung der Löslichkeit in einem der anderen Puffersysteme deutet da-
rauf hin, dass zusätzliche intermolekulare Wechselwirkungen mit zunehmender Be-
strahlungsdosis ausgebildet werden. Diese Wechselwirkungen scheinen von den ver-
wendeten Puffersystemen nicht erfasst werden zu können. Wie in Kapitel 3.1.8 aus-
führlich beschrieben, werden durch UV-Bestrahlung kovalente Bindungen zwischen 
den aromatischen Aminosäuren des Proteins ausgebildet. Die Ausbildung dieser zu-
sätzlichen UV-induzierten kovalenten Bindungen scheint der Grund für die Reduktion 
der Proteinlöslichkeit zu sein. Zudem ist eine überproportional starke Reduktion der 
Proteinlöslichkeit bei einer Bestrahlungsdosis von 2,3 J/cm2 zu erkennen. Bei höheren 
Bestrahlungszeiten bzw. –dosen nimmt die Proteinlöslichkeit nur leicht, aber immer 
noch meist statistisch signifikant (p<0,05), ab. Dies deutet darauf hin, dass die UV-
Bestrahlung bereits bei geringen Bestrahlungsdosen bestimmend ist und Bestrah-
lungsdosen > 19 J/cm² einen relativ geringen Einfluss auf die Proteinlöslichkeit haben. 
Es fällt zudem auf, dass die Reduktion der Proteinlöslichkeit bei steigender Bestrah-
lungsdosis von 0 auf 2,3 im IEF-D Puffersystem nicht signifikant ist (p>0,05), wohinge-
gen bei den Puffersystemen IEF, IEF-TH und IEF-U eine signifikante Reduktion der 
Proteinlöslichkeit gemessen wurde (p<0,05). Dies könnte dadurch erklärt werden, dass 
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die UV-Bestrahlung maßgeblich kovalenten Bindungen beeinflusst, weniger hingegen 
die nicht-kovalente Bindungen. (Schmid et al., 2015c) 

5.6.1.2 Quantifizierung der Vernetzung der Molkenprotein-basierten Folien 
und Beschichtungen in Abhängigkeit der UV-Quervernetzung 

Die Ermittlung der Vernetzungskennzahlen von Molkenprotein-basierten Folien in Ab-
hängigkeit der UV-Bestrahlungsdosis wurde abweichend von den in Kapitel 4.2.6 be-
schriebenen Beschichtungen Gießfilme aus der Molkenprotein-basierten Standardfor-
mulierung (WPSS) mit einer Dicke von ca. 40 µm (39 ± 16,1 µm) hergestellt und mit 
unterschiedlichen Bestrahlungsdosen von 0 (Kontrolle); 1,2; 2,8; 11,6; 19,9 und 42 
(UV-C) J/cm2 je Seite bestrahlt. Die höheren Filmdicken als im Vergleich zu den sons-
tigen Mustern waren notwendig, um für die Quellversuche (vgl. Kapitel 4.5) eine aus-
reichend große Masse je Probe zur Verfügung zu haben. Durch die doppelseitige Be-
strahlung kann die limitierte Strahlungseindringtiefe teilweise kompensiert werden. Die 
in WPI enthaltenen Doppelbindungen sowie aromatische Ringe von Aminosäuren wie 
Tyrosin, Tryptophan oder Phenylalanin, können UV-Strahlung absorbieren. Dies führt 
zur Bildung von Radikalen, welche zu intermolekularen kovalenten Bindungen und so-
mit zur UV-Quervernetzung führen. (Gennadios et al., 1998, Rhim et al., 1999) 

Die Ergebnisse zum Einfluss der UV-Bestrahlung auf den Grad der Quellung (DoS) 
sind in Abbildung 54 sowie die Ergebnisse zur Vernetzungsdichte (CLD) und dem Grad 
der Quervernetzung (DoC) in Abbildung 55 gemeinsam dargestellt. Dies ist möglich, da 
die beiden Kennzahlen (CLD und DoC) zum durchschnittlichen Molekulargewicht des 
Polymers zwischen den Quervernetzungen (MC) und somit auch zueinander proportio-
nal sind (vgl. Gleichung 29, S. 99). 

 

Abbildung 54: Grad der Quellung (DoS) in Abhängigkeit von der UV-Bestrahlungsdosis. Mess-
ergebnisse, die mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet sind, sind signifikant unter-
schiedlich (p<0,05). Übersetzt aus Schmid et al. (2017a). 
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Der Grad der Quellung (DoS) (vgl. Abbildung 54) der bestrahlten Proben, der mittels 
Quellversuchen (vgl. Kapitel 4.5) ermittelt wurde, verhält sich umgekehrt proportional 
zu Vernetzungsgrad und Vernetzungsdichte. Das bedeutet, dass die Referenzprobe 
mit einem DoS von ca. 210 % den höchsten Wert aufweist, während bei steigender 
UV-Bestrahlungsdosis der Quellgrad weiter sinkt. Dieses Verhalten ist auf eine erhöhte 
Quervernetzung durch die UV-Bestrahlung zurückzuführen, da eine reduzierte Quell-
barkeit eines Polymeres auf dessen Quervernetzung zurückgeführt werden kann 
(Schmidt et al., 2012). Des Weiteren ist zu beachten, dass vergleichbar zu den Lö-
sungsversuchen in unterschiedlichen Puffersystemen (vgl. Abbildung 53) auch hier die 
Probe ab einer Bestrahlungsdosis von >2,3 J/cm² (hier 2,8 J/cm²) gegenüber der Refe-
renz einen signifikant niedrigeren Wert aufweist (vgl. Abbildung 54). 

 

Abbildung 55: Vernetzungsgrad (DoC) und Vernetzungsdichte (CLD) in Abhängigkeit von der 
UV-Bestrahlungsdosis. Messergebnisse, die mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet 
sind, sind signifikant unterschiedlich (p<0,05). Übersetzt aus Schmid et al. (2017a). 

Wie in Abbildung 55 ersichtlich, weisen die bestrahlten Proben meist signifikant höhere 
Vernetzungsdichten und –grade auf als das nicht bestrahlte Referenzmuster. Die be-
strahlten Muster unterscheiden sich allerdings untereinander nicht statistisch signifikant 
(p > 0,05). Dies ist u.a. auf die relativ hohen Standardabweichungen zurückzuführen, 
welche durch das erschwerte Handling der dünnen Filme zustande kommen (trotz 
Gießfilmherstellung für diese spezifische Fragestellung). 

Insgesamt kann festgestellt werden, dass eine UV-Bestrahlung die Vernetzung zwi-
schen den Proteinen bereits ab einer Bestrahlungsdosis von 2,8 J/cm² signifikant er-
höht (vgl. Abbildung 55). Dies deckt sich mit den in Kapitel 5.6.1.1 beschriebenen Er-
gebnissen zu den Lösungsversuchen in unterschiedlichen Puffersystemen. Mit Hilfe 
der Lösungsversuche konnte ebenfalls festgestellt werden, dass ein Großteil der Quer-
vernetzungen bereits ab einer Bestrahlungsdosis 2,3 J/cm² geknüpft werden (vgl. Ab-
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bildung 53). Daher kann basierend auf diesen Ergebnissen die Aussage getroffen wer-
den, dass eine Radikalbildung bereits ab Bestrahlungsdosen von 2,3 J/cm² stattfindet 
und es somit zu einer Quervernetzung durch eine Kettenwachstumsreaktion kommt, 
welche mit den verwendeten Puffersystemen nicht qualitativ nachweisbar sind, aber im 
Rahmen dieser Arbeit quantitativ über die veränderte CLD bzw. DoC nachgewiesen 
wurden. 

5.6.2 Einfluss der UV-Quervernetzung auf verpackungsrelevante 
Eigenschaften 

Dieses Kapitel widmet sich dem Einfluss der UV-Bestrahlungsdosis auf verpackungsre-
levante Eigenschaften von Molkenprotein-basierten Folien. Zur Interpretation der Er-
gebnisse werden sowohl die Erkenntnisse aus den ermittelten molekularen Wechsel-
wirkungen und Vernetzungskennzahlen als auch die Grundlagenliteratur herangezo-
gen. Die verwendeten Molkenprotein-basierten Folien wurden, wie in Kapitel 4.2.6 be-
schrieben, hergestellt und UV-bestrahlt und anschließend auf deren Sauerstoff- und 
Wasserdampfdurchlässigkeit, mechanischen Eigenschaften, Oberflächenenergie und 
UV-Transmission untersucht (vgl. Kapitel 4.3). 

5.6.2.1 Wasserdampf- und Sauerstoffdurchlässigkeit in Abhängigkeit der UV-
Quervernetzung 

Tabelle 22 zeigt die Wasserdampfdurchlässigkeit von Molkenprotein-basierten Folien 
mit unterschiedlichen UV-Bestrahlungsdosen. 

Tabelle 22: Wasserdampftransmissionsrate (WVTR) durch Molkenprotein-basierte Folien mit 
unterschiedlichen UV-Bestrahlungsdosen. Messergebnisse, die mit unterschiedlichen Buchsta-
ben gekennzeichnet sind, sind signifikant unterschiedlich (p<0,05). Übersetzt aus Schmid et al. 
(2015c). 

Bestrahlungsdosis 
[J cm-2] 

WVTR [g m-2d-1] 

bei 23 °C und 

50 %0 % r.F. 

Foliendicke 
[µm] 

0 349a ± 9 27.8 ± 1.1 
2.3 511b ± 11 22.7 ± 1.8 
10.2 434c ± 23 22.2 ± 1.5 
19.0 383acd ± 40 28.8 ± 4.0 
31.4 386d ± 19 22.2 ± 1.6 

Entgegen der Erwartung konnte kein signifikanter Einfluss der UV-Bestrahlungsdosis 
auf die Wasserdampfdurchlässigkeiten nachgewiesen werden (Schmid et al., 2015c). 
Diese Ergebnisse wurden zwischenzeitlich durch Díaz et al. (2016) für Molkenprotein-
basierte Folien bestätigt. Díaz et al. (2016) verwendeten ein Molkenproteinkonzentrat 
mit einem Proteingehalt von 80 % (m/m) und Glycerol als Weichmacher (50 % m/m 
bezogen auf Protein). Sie verwendeten UV-Bestrahlungsdosen von 0,12 bis 12 J/cm². 
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Die Rezeptur und verwendeten UV-Bestrahlungsdosen sind daher vergleichbar mit der 
im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Molkenprotein-basierten Standardformulierung 
(WPSS) und den verwendeten UV-Bestrahlungsdosen. 

Auch in weiteren Studien zur UV-Bestrahlung anderer Proteinfolien konnte kein signifi-
kanter Einfluss einer UV-Bestrahlung auf die Wasserdampfdurchlässigkeit von Protein-
basierten Folien festgestellt werden (Gennadios et al., 1998, Liu et al., 2004, Micard et 
al., 2000, Rhim et al., 1999, Ustunol und Mert, 2004). 

Abbildung 56 zeigt die Sauerstoffdurchlässigkeit in Abhängigkeit der relativen Feuch-
tigkeit während der Messung von Molkenprotein-basierten Folien, die mit unterschiedli-
chen UV-Bestrahlungsdosen behandelt wurden. 

 

Abbildung 56: Sauerstoffdurchlässigkeit in Abhängigkeit der relativen Feuchtigkeit und der UV-
Bestrahlungsdosis von Molkenprotein-basierten Folien (Einfachbestimmungen). Übersetzt und 
adaptiert aus Schmid et al. (2015c) 

Wie erwartet, steigt die Sauerstoffdurchlässigkeit mit steigender relativer Feuchte stark 
an. Dies stimmt mit den Ergebnissen aus Kapitel 5.2.2 überein (Sauerstoffdurchlässig-
keit steigt bei steigender relativer Feuchtigkeit). Eine UV-Bestrahlung zeigt aber auch 
bei der Sauerstoffdurchlässigkeit keinen eindeutigen Effekt. (Schmid et al., 2015c) 

5.6.2.2 Mechanische Eigenschaften in Abhängigkeit der UV-Quervernetzung 

In Abbildung 57 und Abbildung 58 sind die mechanischen Eigenschaften (E-Modul und 
Zugfestigkeit) von Molkenprotein-basierten Folien in Abhängigkeit der UV-
Quervernetzung aufgeführt. Die Folien wurden mittels Beschichtung auf einem PTFE 
Trägersubstrat mit nachfolgender Ablösung vom Trägersubstrat hergestellt (vgl. Kapitel 
4.2.6). Da beim Beschichten auf PTFE eine Orientierung der Proteinmoleküle in Ma-
schinenrichtung vermutet wurde, wurden die Zugversuche an den Proben sowohl in 
Maschinenrichtung (md) als auch quer zur Maschinenrichtung (cd) durchgeführt. 
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Abbildung 57: E-Modul in Abhängigkeit der UV-Bestrahlungsdosis. Links: gemessen in Maschi-
nenrichtung (md). Rechts: gemessen quer zur Maschinenrichtung (cd). Messergebnisse, die mit 
unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet sind, sind signifikant unterschiedlich (p<0,05) 
Übersetzt und adaptiert aus Schmid et al. (2015c) 

Die relativ hohen Standardabweichungen sind der Tatsache geschuldet, dass die nach 
DIN EN ISO 527-1 vorgesehene Vorrichtung zur exakteren Messung der Längenände-
rung für den Bereich niedriger Dehnungen (Extensometer) nicht verwendet werden 
konnte, da die hier verwendeten Folien mit einer Dicke von 27,4 ± 3,5 µm deutlich dün-
ner waren als die sonst im Rahmen dieser Arbeit für Zugversuche verwendeten Gieß-
folien und das Extensometer durch die Beschaffenheit der Schneiden die Folien be-
schädigte. Dennoch sind die Messergebnisse auch ohne Extensometer innerhalb der 
Versuchsreihen vergleichbar. Die Längenänderung wurde in diesem Fall über den Tra-
versenweg ausgewertet. Es wird deutlich, dass in Maschinenrichtung (md) kein signifi-
kanter Einfluss der UV-induzierten Quervernetzung besteht. Quer zur Maschinenrich-
tung (cd) konnte hingegen ein Trend zu steigenden E-Modulen verzeichnet werden, 
wobei ein statistisch signifikanter Unterschied (p<0,05) lediglich zwischen den UV-
Bestrahlungsdosen 19,0 und 31,4 J/cm² nachweisbar ist. Erwartungsgemäß wurde ein 
ähnlicher Effekt bei den Zugfestigkeitsmessungen ermittelt (vgl. Abbildung 58). 

 

Abbildung 58: Zugfestigkeit in Abhängigkeit der UV-Bestrahlungsdosis. Links: gemessen in 
Maschinenrichtung (md). Rechts: gemessen quer zur Maschinenrichtung (cd). Messergebnisse 
mit unterschiedlichen Buchstaben sind statistisch signifikant unterschiedlich (p<0,05). Übersetzt 
und adaptiert aus Schmid et al. (2015c) 

In Maschinenrichtung (md) weisen zwar alle UV-bestrahlten Muster eine statistisch 
signifikant höhere Zugfestigkeit gegenüber der Referenz auf, aber eine Erhöhung der 
UV-Bestrahlungsdosis wirkt sich nicht weiter auf die Zugfestigkeit aus (p>0,05). Quer 
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zur Maschinenrichtung (cd) hingegen steigt mit der Erhöhung der UV-
Bestrahlungsdosis die Zugfestigkeit signifikant an (p<0,05). Anhand der in Abbildung 
59 dargestellten Modellvorstellung lässt sich dieser Effekt erklären. 

 

Abbildung 59: Modellvorstellung zur Proteinmorphologie von Molkenprotein-basierten Folien 
(hergestellt durch Beschichtung auf PTFE) vor und nach der UV-Quervernetzung. Die stark 
vereinfachte Modellvorstellung zeigt lediglich die zusätzlichen kovalenten intermolekularen 
Wechselwirkungen (in grau dargestellt), welche durch die UV-Bestrahlung induziert werden. 
Adaptiert aus Schmid et al. (2015c) und Schmid et al. (2017a) 

Wie in Abbildung 59 dargestellt, könnten durch eine Proteinorientierung, welche durch 
den Beschichtungsprozess zustande kommt, durch die UV-Behandlung viele Querver-
netzungen entlang der Proteinketten gebildet werden und somit zu dem signifikanten 
Anstieg von E-Modul und Zugfestigkeit führen, wogegen in Maschinenrichtung (md) im 
Extremfall lediglich zwischen den Proteinkettenenden Quervernetzungen ausgebildet 
werden. Um die Annahme, ob eine Orientierung Grund für dieses Verhalten ist, über-
prüfen zu können, wurden auch Gießfolien, wie in Kapitel 4.2.6 beschrieben, mit einer 
Dicke von ca. 40 µm (39 ± 16,1 µm) hergestellt und UV-bestrahlt. Hierbei konnte kein 
statistisch signifikanter Unterschied zwischen Referenz und bestrahlten Folien festge-
stellt werden (siehe Anhang I-f). Dies bestätigt die Annahme, dass bei der Gießfolien-
herstellung keine oder eine vernachlässigbare Polymerorientierung stattfindet und da-
her ein ungeordnetes Netzwerk vorliegt. Auch Díaz et al. (2016) bestrahlten Molken-
protein-basierte Gießfolien mit UV und konnten keinen signifikanten Effekt der UV-
Bestrahlung feststellen. 

Somit führt eine UV-Bestrahlung von Gießfolien zu einer räumlich in alle Richtungen 
gleichermaßen stattfindenden Quervernetzung, welche aber aufgrund der Abwesenheit 
einer Proteinorientierung mit der verwendeten Messtechnik nicht nachgewiesen wer-
den können. Abbildung 60 veranschaulicht diese Modellvorstellung. 
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Abbildung 60: Modellvorstellung zur Gießfolienmorphologie vor und nach der UV-
Quervernetzung. Diese stark vereinfachte Modellvorstellung zeigt lediglich die zusätzlichen 
kovalenten intermolekularen Wechselwirkungen (in grau dargestellt), welche durch die UV-
Bestrahlung in alle Richtungen induziert werden. Übersetzt aus Schmid et al. (2017a) 

5.6.2.3 Änderung der Oberflächenenergie in Abhängigkeit der UV-
Quervernetzung 

Wie bereits ausführlich dargelegt, können die Molkenproteine in Molkenprotein-basierte 
Folien durch UV-Bestrahlung quervernetzt werden. Ob und in welchem Ausmaß diese 
UV-Quervernetzung einen Einfluss auf die Oberflächenenergie hat, wurde mittels der in 
Kapitel 4.3.3 beschriebenen Kontaktwinkelmessungen untersucht. 

Abbildung 61 zeigt den Einfluss der UV-Quervernetzung auf die Oberflächenenergie 
von Molkenprotein-basierten Folien. 

 

Abbildung 61: Gesamtoberflächenenergie sowie polarer und disperser Anteil von Molkenpro-
tein-basierten Beschichtungen in Abhängigkeit der UV-Bestrahlungsdosis. Übersetzt aus 
Schmid et al. (2015c) 

Es konnte keine eindeutige Änderung bzw. kein Trend der Gesamtoberflächenenergie 
in Abhängigkeit der UV-Bestrahlungsdosis festgestellt werden, wogegen ein gewisser 
Trend bei der Veränderung des Verhältnisses von polarem und dispersem Anteil ins-
besondere im Vergleich zur Referenz zu verzeichnen ist. Insgesamt ist der disperse 
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Anteil von UV-bestrahlten Folien größer als im Vergleich zur nicht bestrahlten Refe-
renzfolie. Hieraus resultiert aber kein deutlicher Anstieg der Gesamtoberflächenener-
gie, da der polare Anteil entsprechend sinkt. Der Anstieg des dispersen Anteils kann 
auf die Quervernetzung und somit auf eine Erhöhung des Molekulargewichts zurückge-
führt werden (vgl. Argumentation Kapitel 5.4.2.3 und 5.5.2.3). 

5.6.2.4 Änderung der UV-Lichtdurchlässigkeit in Abhängigkeit der UV-
Quervernetzung 

UV-Lichtdurchlässigkeit wurde im Wellenlängenbereich von 200 – 290 nm mit dem 
Spectrophotometer Uvicon XL! mit einer Auflösung von 1 nm unter Verwendung einer 
Ulbricht-Kugel ermittelt und ist in Abbildung 62 dargestellt. (Schmid et al., 2015c) 

 

Abbildung 62: Wellenlängenabhängige UV-Lichttransmission von UV-bestrahlten Molkenpro-
tein-basierten Folien. Die Dicke der Folien betrug 27,4 ± 3,5 µm. Übersetzt aus (Schmid et al., 
2015c) 

Die UV-Lichttransmission sinkt mit steigender UV-Bestrahlungsdosis. Insbesondere bei 
Wellenlängen um 230 nm und sogar noch ausgeprägter bei 250 nm ist dieser Effekt 
deutlich. Diese Wellenlänge entspricht in etwa dem Emissionsmaximum (254 nm) der 
zur Bestrahlung verwendeten UV-Niederdrucklampen. Durch die UV-Bestrahlung ent-
stehen zusätzliche kovalente Bindungen in Proteinen durch UV-Absorption und Re-
kombination der aromatischen Aminosäuren wie Tyrosin und Phenylalanin (Fujimori, 
1965, Forbes und Sullivan, 1966, Gennadios et al., 1998).  

Es kann somit davon ausgegangen werden, dass die Molkenproteine insbesondere an 
deren aromatischen Aminosäuren durch die UV-Bestrahlung verändert wurden. Nach 
Belitz und Schieberle (2008) haben die in Molkenprotein enthaltenen aromatischen 
Aminosäuren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan im UV-Wellenlängenbereich ihre 
Absorptionsmaxima bei 200 – 230 nm und bei 250 – 290 nm. 
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Die sinkende UV-Transmission bei steigender UV-Bestrahlungsdosis kann auf die o.g. 
Veränderungen an den Proteinen zurückgeführt werden, welche beim Betrachten der 
Proben schon erkennbar wurde. Bei höheren UV-Bestrahlungsdosen erhielten die Pro-
ben einen deutlich gelben Farbton (Schmid et al., 2015c).  Da eine Ulbricht-Kugel ver-
wendet wurde, können folglich Streulichtverluste als Grund für die sinkende UV-
Transmission ausgeschlossen bzw. deren Bedeutung für den beobachteten Effekt ver-
nachlässigt werden. Es kann also davon ausgegangen werden, dass die UV-
Bestrahlung der Folien zu Veränderungen im Molekül führt. Das Transmissionsmaxi-
mum bei ca. 250 nm bleibt dabei erhalten, wird aber in seiner Ausprägung bei steigen-
der Bestrahlungsdosis deutlich reduziert. 
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6 Schlussfolgerungen 
In den vorhergehenden Kapiteln wurde der Einfluss des Ausgangsmolekulargewichts, 
des Denaturierungsgrades, einer Transglutaminase-induzierten und einer UV-
induzierten Quervernetzung auf die molekularen Wechselwirkungen und die daraus 
resultierenden verpackungsrelevanten Eigenschaften von Molkenproteinisolat-
basierten Folien und Beschichtungen untersucht. 

Basierend auf diesen Ergebnissen zu den Veränderungen der molekularen Wechsel-
wirkungs-Eigenschaftsbeziehungen während der Lagerungszeit kann zusammenfas-
send gefolgert werden, dass aufgrund der Ausbildung von nicht kovalenten Wasser-
stoffbrückenbindungen und kovalenten Disulfidbrücken (Abbildung 18 und Abbildung 
20) die Sauerstoffdurchlässigkeit während der Lagerung deutlich sinkt (Abbildung 21). 
Für die wissenschaftliche Praxis bedeutet dies wiederum, dass offenbar eine zu kurze 
Lagerung der Proben – also u.a. eine nicht vollständig abgeschlossene Nachvernet-
zung – die Gefahr von Fehlinterpretationen der ermittelten Ergebnisse birgt. 

Das Gasdurchlässigkeitsverhältnis (die sog. Permselektivität) von Molkenprotein-
basierten Folien unterscheidet sich deutlich von der Permselektivität von Standard-
kunststoffen. Das N2:O2:CO2 Gasdurchlässigkeitsverhältnis von Molkenprotein-
basierten Folien beträgt ca. 1:4:34 (Tabelle 17). Dies gilt es insbesondere bei der An-
wendung von Molkenprotein-basierten Beschichtungen in Verbundmaterialien für MAP 
Anwendungen zu beachten. Das in MAP Anwendungen verwendete Gasgemisch be-
steht nicht selten aus einer Mischung von N2 und CO2 (z.B. bei Käse) oder auch aus O2 
und CO2 (z.B. bei Frischfleisch). Bei MAP Anwendungen könnte es aufgrund der ver-
hältnismäßig hohen CO2-Durchlässigkeit zu einem Kollabieren der Verpackung und zu 
einem vorzeitigen Verlust der vorgegebenen Schutzgaszusammensetzung kommen. 

Die Sauerstoffdurchlässigkeit von Molkenprotein-basierten Folien und Beschichtungen 
ist stark von der relativen Feuchtigkeit abhängig (Abbildung 24). Mit steigender relativer 
Feuchtigkeit steigt die Sauerstoffdurchlässigkeit. Für die Anwendung von Molkenpro-
tein-basierten Barrierebeschichtungen in Lebensmittelverpackungsmaterialien bedeutet 
dies, dass für den Erhalt der Sauerstoffbarriereeigenschaften die Beschichtung in 
Kombination mit Wasserdampfbarriereschichten, ähnlich wie bei EVOH in Standard-
verpackungssystemen, verwendet werden sollte. Für trockene und trocken gelagerte 
Lebensmittel können Molkenprotein-basierte Beschichtungen auch ohne zusätzliche 
Wasserdampfbarriereschichten verwendet werden. 

Es konnte zudem aufgezeigt werden, dass eine Reduktion des Ausgangsmolekularge-
wichts der Molkenprotein-basierten Formulierungen zu weniger vernetzten (Abbildung 
26) und flexibleren (Abbildung 30) Folien führt, ohne die Gasdurchlässigkeitseigen-
schaften signifikant zu verändern (Tabelle 20). Es wurde demonstriert, dass durch die 
Verwendung von hydrolysiertem Molkenproteinisolat die technologisch notwendige 
Menge an Weichmacher reduziert werden kann. Hydrolysiertes Molkenproteinisolat 



6 Schlussfolgerungen 120 

wirkt als interner Weichmacher, ohne die Barriereeigenschaften signifikant zu beein-
flussen. Durch die teilweise Substitution des externen Weichmachers Glycerol mit hyd-
rolysiertem Molkenprotein war es möglich flexible Molkenprotein-basierte Folien mit 
geringeren Gasdurchlässigkeitseigenschaften herzustellen (Abbildung 28, Abbildung 
29 und Abbildung 32). Diese Vorgehensweise stellt eine interessante Möglichkeit dar, 
die Barriereeigenschaften von flexiblen Molkenprotein-basierten Beschichtungen zu 
erhöhen. Hierbei sollte aber beachtet werden, dass der Austausch von Glycerol durch 
ein hydrolysiertes Molkenproteinisolat ökonomische Risiken birgt. Der mehr als um den 
Faktor 10 höhere Materialpreis kann nicht durch die höhere intrinsische Barriere kom-
pensiert werden. 

Die Erhöhung des Denaturierungsgrades von Molkenprotein-basierten Formulierungen 
führte zu signifikant stärker vernetzten (Tabelle 21 und Abbildung 36) und weniger fle-
xiblen Folien (Abbildung 41 und Abbildung 42), ohne hierbei die Gasdurchlässigkeits-
eigenschaften signifikant zu beeinflussen (Abbildung 38 und Abbildung 39). Für die 
industrielle Praxis bedeutet dies, dass eine vollständige Denaturierung nicht zwingend 
erforderlich ist, um die Gasbarriereeigenschaften von Molkenprotein-basierten Be-
schichtungen nutzen zu können. Somit können niedrigviskosere Formulierungen mit 
höherem Trockensubstanzgehalt verwendet werden. Hierdurch lassen sich kosten- und 
energieeffizientere Beschichtungsprozesse realisieren. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen zum Einfluss der Transglutaminase-induzierten 
Quervernetzung zeigten, dass bei höheren Transglutaminasekonzentrationen der Grad 
der Quervernetzung messbar steigt (Abbildung 45). Die Sauerstoffdurchlässigkeit kann 
durch eine Transglutaminase-induzierte Quervernetzung der Proteine in Molkenpro-
tein-basierten Beschichtungen deutlich reduziert werden (Abbildung 49). Die Transglu-
taminase-induzierte Quervernetzung hat einen geringen Einfluss auf den Wasser-
dampfsorptionskoeffizienten, wohingegen der Diffusionskoeffizient deutlich reduziert 
wird (Abbildung 47). Daraus folgt, dass eine Reduktion der Wasserdampfdurchlässig-
keiten durch Transglutaminase-induzierte Quervernetzung maßgeblich auf die Verrin-
gerung des Diffusionskoeffizienten zurückgeführt werden kann. Der Einfluss einer 
Transglutaminase-induzierten Quervernetzung auf verpackungsrelevante Eigenschaf-
ten von Molkenprotein-basierten Folien und Beschichtungen kann aber insgesamt als 
gering eingestuft werden. Daher scheint eine sinnvolle industrielle Anwendung der 
Transglutaminase-induzierten Quervernetzung zur Optimierung der Eigenschaftsprofile 
von Molkenprotein-basierten Folien und Beschichtungen als eher unwahrscheinlich. 

Bereits geringe UV-Bestrahlungsdosen führen dazu, dass ein Großteil der UV-
induzierten Quervernetzungen ausgebildet wird (Abbildung 53 und Abbildung 55). Die 
UV-Bestrahlung hat aber keinen signifikanten Einfluss auf die Gasdurchlässigkeitsei-
genschaften (Tabelle 22 und Abbildung 56) und erhöht lediglich die Zugfestigkeit quer 
zur Maschinenrichtung (Abbildung 58) von Molkenprotein-basierten Folien. Zwar konn-
te die Vernetzung durch UV-Bestrahlung nachgewiesen werden, deren Einfluss zur 
Modifikation von verpackungsrelevanten Eigenschaften ist jedoch sehr gering. Im Um-
kehrschluss bedeutet dies aber auch, dass eine mögliche UV-Exposition im konkreten 
Anwendungsfall als Verpackungsmaterial, zumindest bei den verwendeten Bestrah-
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lungsdosen, keinen negativen Einfluss auf die untersuchten verpackungsrelevanten 
Eigenschaften von Molkenprotein-basierten Folien und Beschichtungen hat. 

7 Zusammenfassung 
Ziel der vorliegenden Dissertation war es zu beantworten, inwiefern und in welchem 
Ausmaß das Ausgangsmolekulargewicht, der Denaturierungsgrad, eine Transgluta-
minase-induzierte Quervernetzung und eine UV-Bestrahlung die molekularen Wech-
selwirkungen und die daraus resultierenden verpackungsrelevanten Eigenschaften von 
Molkenproteinisolat-basierten Folien und Beschichtungen beeinflussen.  

Zu den betrachteten verpackungsrelevanten Eigenschaften zählten insbesondere die 
Sauerstoff- und Wasserdampfdurchlässigkeit und die mechanischen Eigenschaften der 
untersuchten Molkenprotein-basierten Folien und Beschichtungen. Zur Beurteilung der 
Wechselwirkungen auf molekularer Ebene wurden Lösungsversuche in unterschiedli-
chen Puffersystemen durchgeführt und mit einem Bradford-Assay kombiniert. Des Wei-
teren wurden Quellversuche zur Ermittlung der Vernetzungsdichte durchgeführt. Diese 
Untersuchungen ermöglichten es, den Einfluss des Molekulargewichts, des Denaturie-
rungsgrades, einer Transglutaminase-induzierten Quervernetzung und einer UV-
Bestrahlung auf die molekularen Wechselwirkungen zu ermitteln und mit den resultie-
renden physikalischen und insbesondere verpackungsrelevanten Eigenschaften von 
Molkenprotein-basierten Folien und Beschichtungen zu korrelieren. 

Die Ergebnisse zu den Veränderungen der molekularen Wechselwirkungs-
Eigenschaftsbeziehungen während der Lagerungszeit zeigten, dass sich nicht kovalen-
te Wasserstoffbrückenbindungen und kovalente Disulfidbrücken während der Lage-
rungszeit verstärkt ausbilden und hierdurch die Sauerstoffdurchlässigkeit deutlich sinkt. 

Das Gasdurchlässigkeitsverhältnis von N2:O2:CO2 (die sog. Permselektivität) von Mol-
kenprotein-basierten Folien unterscheidet sich deutlich von der Permselektivität von 
Standardkunststoffen. Das Gasdurchlässigkeitsverhältnis von N2:O2:CO2 bei den un-
tersuchten Molkenprotein-basierten Folien beträgt ca. 1:4:34. Zudem weisen Molken-
protein-basierte Folien und Beschichtungen eine steigende Sauerstoffdurchlässigkeit 
bei steigender relativer Feuchtigkeit auf. 

Es konnte gezeigt werden, dass eine Reduktion des Ausgangsmolekulargewichts der 
Proteinformulierungen zu weniger vernetzten und flexibleren Molkenprotein-basierten 
Folien führt, ohne die Gasdurchlässigkeitseigenschaften signifikant zu verändern. 

Die Reduktion des Denaturierungsgrades von Molkenprotein-basierten Formulierungen 
führte ebenfalls zu weniger vernetzten und flexibleren Folien und hatte nur wenig Ein-
fluss auf die Gasdurchlässigkeitseigenschaften. 

Untersuchungen zum Einfluss der Transglutaminase-induzierten Quervernetzung zeig-
ten, dass bei höheren Transglutaminasekonzentrationen der Grad der Quervernetzung 
erwartungsgemäß steigt. Die Sauerstoff- und Wasserdampfdurchlässigkeit von Mol-
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kenprotein-basierten Beschichtungen können durch eine Transglutaminase-induzierte 
Quervernetzung reduziert werden, wobei der Wasserdampfsorptionskoeffizient kaum 
beeinflusst, aber der Diffusionskoeffizient deutlich reduziert wird. 

Die ermittelten Vernetzungskennzahlen in Abhängigkeit der UV-Bestrahlungsdosis 
zeigten, dass bereits geringe UV-Bestrahlungsdosen einen signifikanten Einfluss auf 
die Ausbildung von UV-induzierten Quervernetzungen haben. Die UV-induzierte Quer-
vernetzung zeigt keinen signifikanten Einfluss auf die Gasdurchlässigkeitseigenschaf-
ten von Molkenprotein-basierten Folien, erhöht aber deren Zugfestigkeit quer zur Ma-
schinenrichtung. 
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Anhang I: Zusatzinformationen 

Anhang I-a: Berechnung des durchschnittlichen 
Molekulargewichts der in WPI enthaltenen Aminosäuren 
In nachfolgender Tabelle sind die in Molkenproteinisolat enthaltenen Proteinfraktionen 
mit ihren Massenanteilen, jeweiligen Molekulargewichten sowie Anzahl an Aminosäu-
ren und deren die jeweilige Anzahl an Thiolgruppen aufgeführt (Andrews, 1978, de Wit, 
2009, Töpel, 2004). Hieraus wurde das durchschnittliche Molekulargewicht der enthal-
tenen Aminosäuren sowie das durchschnittlichen Molekulargewicht zwischen zwei 
Quervernetzungen Mc bei 100% Quervernetzung berechnet.  

Tabelle 23: Zusammensetzung von WPI (Andrews, 1978, de Wit, 2009, Töpel, 2004), Berech-
nung des durchschnittliche Molekulargewichts der enthaltenen Aminosäuren sowie Berechnung 
des durchschnittlichen Molekulargewichts zwischen zwei Quervernetzungen Mc bei 100% Quer-
vernetzung. Übersetzt aus Schmid et al. (2016) 

Proteinfrakti-
on 

Anteil 
[% m/m] 

Molekularge-
wicht [kDa] 

Thiolgrup-
pen 

Anzahl Ami-
nosäuren 

Durchschnittli-
ches Molekular-
gewicht der Ami-
nosäuren [g·mol-1] 

 Mc theore-
tisch 

[g·mol-1] 

β-lactoglobulin 56 18.3 5 162 113.0 3660 

α-lactalbumin 19 14.2 4 123 115.4 1775 

Immuno-
globulin 

14 150 64 990 151.5 2344 

Bovine Serum 
Albumin 

7 66.3 35 582 113.9 1894 

Proteose Pep-
tone 

4 18 0 0 133.3 18000 

Lactoferin 2 80 - 691 115.8 80000 

lacto-
peroxidase 

1 78 - 612 127.5 78000 

 123.3        theor. Mc 5948 
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Anhang I-b: Flory-Huggins Wechselwirkungsparameter χ von 
Molkenprotein mit Wasser bei unterschiedlichen 
Ausgangsmolekulargewichten und Denaturierungsgraden 
 

Tabelle 24: Volumenfraktion von Wasser (ϕ2  = 1 – ϕ1)  von Molkenprotein-basierten Folien mit 
unterschiedlichem Ausgangsmolekulargewicht bei unterschiedlichen Wasseraktivitäten und 
Resultierende Wechselwirkungsparameter χ. Übersetzt aus Schmid et al. (2016) 

aw 

ϕ2 von 

WPI:h-WPI 

10:0 

ϕ2 von 

WPI:h-WPI 

9:1 

ϕ2 von 

WPI:h-WPI 

8:2 

ϕ2 von 

WPI:h-WPI 

7:3 

ϕ2 von 

WPI:h-WPI 

6:4 

ϕ2 von 

WPI:h-WPI 

5:5 

0,0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 

0,1 0,017 0,020 0,015 0,014 0,016 0,012 

0,2 0,042 0,046 0,040 0,038 0,041 0,035 

0,3 0,073 0,078 0,073 0,070 0,074 0,069 

0,4 0,109 0,114 0,109 0,108 0,112 0,108 

0,5 0,153 0,160 0,155 0,155 0,160 0,157 

0,6 0,208 0,216 0,213 0,213 0,218 0,215 

0,7 0,281 0,292 0,289 0,290 0,296 0,293 

0,8 0,394 0,403 0,400 0,408 0,416 0,414 

0,9 0,521 0,533 0,527 0,535 0,538 0,547 

Berechnetes χ 0,482 0,442 0,468 0,468 0,441 0,460 
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Tabelle 25: Wechselwirkungsparameter χ von Molkenprotein mit Wasser von Folien aus Formu-
lierungen mit unterschiedlichem Denaturierungsgrad (DG). Übersetzt aus Schmid et al. (2017b) 

aw 
ϕ2 bei 
 DG 0 

ϕ2 bei  
DG 25 

ϕ2 bei  
DG 50 

ϕ2 bei  
DG 75 

ϕ2 bei  
DG 100 

0,0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 

0,1 0,011 0,011 0,008 0,007 0,012 

0,2 0,028 0,028 0,023 0,021 0,029 

0,3 0,048 0,051 0,046 0,042 0,053 

0,4 0,076 0,079 0,076 0,072 0,082 

0,5 0,114 0,118 0,116 0,110 0,120 

0,6 0,168 0,171 0,170 0,172 0,175 

0,7 0,262 0,258 0,256 0,259 0,259 

0,8 0,431 0,433 0,432 0,420 0,431 

0,9 0,611 0,672 0,698 0,645 0,724 

Determined χ 0,482 0,531 0,468 0,468 0,441 
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Anhang I-c: Vernetzungskennzahlen in Abhängigkeit des 
Ausgangsmolekulargewichts 
 

Tabelle 26: Grad der Quellung (DoS), Volumenanteil des Polymers im gequollenen Gel φ1, 
durchschnittliches Molekulargewicht des Polymers zwischen den Quervernetzungen Mc sowie 
Vernetzungsdichte (CLD) und –grad (DoC) in Abhängigkeit des Ausgangsmolekulargewichts. 
Übersetzt aus Schmid et al. (2016) 

Bezeichnung 

WPI: h-WPI 

DoS 

[%] 

φ1 

[-] 

Mc 

 [g·mol-1] 

CLD 

·10-4 [mol·g-1]  

DoC 

[%] 

WPI:h-WPI 

10:0 
400 ± 9 0,1222 ± 0,0023 8700 ± 1800 1,15 ± 0,24 1,42 ± 0,30 

WPI:h-WPI 

9:1 
380 ± 60 0,126 ± 0,015 8100 ± 2800 1,2 ± 0,5 1,5 ± 0,6 

WPI:h-WPI 

8:2 
590 ± 40 0,088 ± 0,005 18000 ± 5000 0,55 ± 0,15 0,67 ± 0,19 

WPI:h-WPI 

7:3 
810 ± 100 0,066 ± 0,009 34000 ± 13000 0,29 ± 0,11 0,36 ± 0,14 

WPI:h-WPI 

6:4 
860 ± 80 0,063 ± 0,006 38000 ± 13000 0,27 ± 0,09 0,33 ± 0,11 

WPI:h-WPI 

5:5 
1100 ± 400 0,052 ± 0,017 60000 ± 40000 0,18 ± 0,13 0,22 ± 0,16 
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Anhang I-d: Gleichgewichtsfeuchte in Abhängigkeit des 
Weichmachergehaltes und Ausgangsmolekulargewichts

 

Abbildung 63: Gleichgewichtsfeuchte in Abhängigkeit des Weichmachergehalts und Aus-
gangsmolekulargewichts. Übersetzt aus Schmid (2013) 
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Anhang I-e: Flory-Huggins Wechselwirkungsparameter χ von 
TG- und UV-quervernetzten Molkenprotein mit Wasser 
 

Tabelle 27: Volumenfraktion von Wasser (ϕ2  = 1 – ϕ1) von Molkenprotein-basierten Folien mit 
unterschiedlichen TG-Konzentrationen (units) bei unterschiedlichen Inkubationszeiten und re-
sultierende Flory-Huggins Wechselwirkungsparameter χ von TG-quervernetzten Molkenprotein-
basierten Folien mit Wasser 

aw-Wert ϕ2 von 
Muster 
0 units 
0 min 

ϕ2 von 
Muster 
0,1 unit 
10 min 

ϕ2 von 
Muster 
0,1 unit 
40 min 

ϕ2 von 
Muster 
0,1 unit 
70 min 

ϕ2 von 
Muster 
0,1 unit 
130 min 

0 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 

0,1 0,0228 0,0260 0,0262 0,0240 0,0282 

0,2 0,0512 0,0529 0,0531 0,0523 0,0579 

0,3 0,0824 0,0840 0,0843 0,0838 0,0924 

0,4 0,1207 0,1215 0,1213 0,1226 0,1338 

0,5 0,1617 0,1638 0,1643 0,1647 0,1810 

0,6 0,2187 0,2207 0,2212 0,2228 0,2431 

0,7 0,2949 0,2968 0,2975 0,2998 0,3250 

0,8 0,4091 0,4112 0,4128 0,4151 0,4457 

0,9 0,6103 0,6126 0,6192 0,6166 0,6534 

berechnetes χ 0,3572 0,3455 0,3429 0,3390 0,2441 

Fortsetzung der Tabelle folgt auf der nächsten Seite. 
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aw-Wert ϕ2 von 
Muster 
1 unit 
10 min 

ϕ2 von 
Muster 
1 unit 
40 min 

ϕ2 von 
Muster 
1 unit 
70 min 

ϕ2 von 
Muster 
1 unit 

130 min 

0 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 

0,1 0,0259 0,0250 0,0249 0,0256 

0,2 0,0530 0,0526 0,0527 0,0534 

0,3 0,0843 0,0837 0,0839 0,0849 

0,4 0,1221 0,1217 0,1220 0,1235 

0,5 0,1646 0,1639 0,1640 0,1665 

0,6 0,2216 0,2210 0,2211 0,2244 

0,7 0,2980 0,2973 0,2973 0,3016 

0,8 0,4123 0,4114 0,4114 0,4170 

0,9 0,6136 0,6134 0,6125 0,6201 

berechnetes χ 0,3414 0,3454 0,3446 0,3296 

 

aw-Wert ϕ2 von 
Muster 
10 units 
10 min 

ϕ2 von 
Muster 
10 units 
40 min 

ϕ2 von 
Muster 
10 units 
70 min 

ϕ2 von 
Muster 
10 units 
130 min 

0 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 

0,1 0,0249 0,0246 0,0259 0,0236 

0,2 0,0525 0,0519 0,0525 0,0514 

0,3 0,0833 0,0824 0,0835 0,0823 

0,4 0,1210 0,1199 0,1201 0,1202 

0,5 0,1632 0,1617 0,1632 0,1621 

0,6 0,2198 0,2180 0,2190 0,2189 

0,7 0,2954 0,2933 0,2938 0,2946 

0,8 0,4085 0,4062 0,4072 0,4079 

0,9 0,6090 0,6075 0,6112 0,6095 

berechnetes χ 0,3511 0,3599 0,3539 0,3575 
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Tabelle 28: Volumenfraktion von Wasser (ϕ2  = 1 – ϕ1)  von UV-quervernetzten Molkenprotein-
basierten Folien und resultierende Flory-Huggins Wechselwirkungsparameter χ von UV-
quervernetzten Molkenprotein-basierten Folien mit Wasser 

aw-Wert ϕ2 von 
Muster 
UV_0 

ϕ2 von 
Muster 
UV_5 

ϕ2 von 
Muater 
UV_10 

ϕ2 von 
Muster 
UV_50 

ϕ2 von-
Muster 
UV_100 

ϕ2 von 
Muster 
UV_200 

0 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 

0,1 0,0258 0,0256 0,0257 0,0259 0,0253 0,0252 

0,2 0,0524 0,0523 0,0525 0,0525 0,0512 0,0509 

0,3 0,0835 0,0834 0,0836 0,0834 0,0813 0,0808 

0,4 0,1208 0,1202 0,1206 0,1204 0,1173 0,1166 

0,5 0,1639 0,1636 0,1642 0,1633 0,1597 0,1583 

0,6 0,2207 0,2206 0,2210 0,2200 0,2152 0,2136 

0,7 0,2967 0,2964 0,2969 0,2958 0,2895 0,2879 

0,8 0,4106 0,4111 0,4106 0,4096 0,4027 0,3995 

0,9 0,6125 0,6173 0,6129 0,6144 0,6091 0,6003 

berechnetes χ 0,3474 0,3487 0,3468 0,3502 0,3732 0,3804 
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Tabelle 29: Quervernetzungsdichte (CLD) berechnet aus mittlerem, minimalem und maximalem 
Flury-Huggins Wechselwirkungsparameter χ 

Probe CLD  
berechnet 
aus 𝝌𝝌𝒎𝒎𝒊𝒊𝒌𝒌 

[mol/cm³] 

CLD  
berechnet 
aus 𝝌𝝌� 

[mol/cm³] 

CLD  
berechnet 
aus 𝝌𝝌𝒎𝒎𝑭𝑭𝒅𝒅 

[mol/cm³] 

Abweichung 
nach unten  
[%] 

Abweichung 
nach oben  
[%] 

TG_0_0 10,18 9,30 8,06 13% 10% 

TG_0,1_0 9,11 8,30 7,18 14% 10% 

TG_0,1_30 9,58 8,74 7,57 13% 10% 

TG_0,1_60 9,43 8,60 7,45 13% 10% 

TG_0,1_120 9,28 8,47 7,32 13% 10% 

TG_1_0 9,20 8,39 7,26 13% 10% 

TG_1_30 9,78 8,93 7,74 13% 10% 

TG_1_60 9,66 8,81 7,63 13% 10% 

TG_1_120 9,45 8,62 7,46 13% 10% 

TG_10_0 15,51 14,26 12,52 12% 9% 

TG_10_30 16,17 14,87 13,07 12% 9% 

TG_10_60 15,65 14,39 12,63 12% 9% 

TG_10_120 15,17 13,94 12,22 12% 9% 

UV_0 19,14 17,66 15,60 12% 8% 

UV_5 48,99 46,16 42,22 9% 6% 

UV_10 48,64 45,67 41,54 9% 6% 

UV_50 62,76 59,39 54,70 8% 6% 

UV_100 114,07 108,87 101,63 7% 5% 

UV_200 105,54 100,51 93,50 7% 5% 

Mittelwert       10% 
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Tabelle 29 zeigt, dass die Abweichung zwischen den Vernetzungsdichten und somit 
auch den Vernetzungsgraden bei deren Berechnung mit den beiden Extremwerten für 
den Wechselwirkungsparameter χ auf einem annehmbaren Niveau liegen (maximale 
Abweichung liegt bei 13 %). Deshalb kann angenommen werden, dass sich die be-
stimmten χ-Werte vernachlässigbar unterscheiden. Deshalb wurde der mittlere Wech-
selwirkungsparameter �̅�𝜒 für die UV- und die TG-quervernetzten Filme berechnet. Der 
mittlere Wechselwirkungsparameter �̅�𝜒  beträgt 0,351 ± 0,012 und wurde für die weite-
ren Berechnungen verwendet. Die Bestimmung eines gemeinsamen Wechselwir-
kungsparameters für UV- und TG-Quervernetzte Filme ist auch deshalb möglich, da es 
sich bei allen gequollenen Filmen um dasselbe Zweiphasensystem aus Wasser und 
WPI handelt. Von diesem Zweiphasensystem kann ausgegangen werden, da der 
Weichmacher während der Quellung vollständig aus dem Polymernetzwerk herausge-
löst wird. Dies wurde durch Quellversuche mit anschließender Rückstandsanalyse be-
stätigt. 

Anhang I-f: E-Modul von UV-quervernetzten Molkenprotein-
basierten Gießfolien

 

Abbildung 64: E-Modul von UV-quervernetzten Molkenprotein-basierten Gießfolien 
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