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НОРМАТИВНЫЕ ССЫЛКИ

В настоящей диссертации использованы ссылки на следующие стандарты:
ГОСТ 7.1-2003. Библиографическая запись. Библиографическое описание. Общие требования и правила составления.
ГОСТ 7.32-2001. Отчет о научно – исследовательской работе. Структура и правила оформления.
ГОСТ 4517-87. Реактивы. Методы приготовления вспомогательных реактивов и растворов, применяемых при анализе.
ГОСТ 23932-90 Е. Посуда и оборудование лабораторные стеклянные.
ГОСТ 25336-82. Посуда и оборудование лабораторные стеклянные. Типы, основные параметры и размеры.
ГОСТ 29252-91. Посуда лабораторная стеклянная. Бюретки. Ч.1. Общие требования.
ГОСТ 1770-74. Посуда мерная лабораторная стеклянная. Цилиндры, мензурки, колбы, пробирки. Общие технические условия.
ГОСТ 2922-91. Посуда лабораторная стеклянная. Пипетки градуированные.
ГОСТ 9147-80. Посуда и оборудование лабораторные фарфоровое. Технические условия.
ГОСТ 20292-74. Колбы мерные вместимостью 100, 200, 500, 1000 мл. Технические условия.
ГОСТ 12.1.008-76. Система стандартов безопасности труда. Биологическая безопасность. Общие требования. Технические условия.
ГОСТ Р 8.736-2011. Методы обработки результатов измерений. Основные положения.


ТЕРМИНЫ И ОПРЕДЕЛЕНИЯ

В настоящей диссертации   применяют следующие   термины   с   соответствующими определениями:
ЗЕИН – белок растительного происхождения из группы проламинов, содержится в зернах кукурузы.

ФИБРОИН ШЕЛКА – фибриллярный белок, выделяемый паукообразными и некоторыми насекомыми и составляющий основу нитей паутины и коконов насекомых, в частности, шёлка тутового шелкопряда Bombyx mori.

ПОВЕРХНОСТНО-АКТИВНЫЕ ВЕЩЕСТВА – химические соединения, которые, концентрируясь на поверхности раздела фаз, вызывают снижение поверхностного натяжения. 

НАНОКАПСУЛЫ –сферические полые частицы, состоящие из биополимеров, внутри которой находится активное вещество.

ЛАТЕКСЫ – общее название эмульсий дисперсных полимерных частиц в водном растворе. В природе встречается в виде молочка, которое выделяют различные растения, в частности бразильская гевея, одуванчик и другие. 

ЛИОФИЛИЗАЦИЯ – способ мягкой сушки веществ, при котором высушиваемый препарат замораживается, а потом помещается в вакуумную камеру, где и происходит возгонка (сублимация) растворителя.

ПОВЕРХНОСТНОЕ НАТЯЖЕНИЕ - мера избытка энергии поверхностной энергии, приходящегося на единицу площади поверхности, который возникает за счет нескомпенсированности сил межмолекулярных взаимодействий у молекул поверхностного слоя

ЭЛЕКТРОКИНЕТИЧЕСКИЙ ПОТЕНЦИАЛ - дзета-потенциал, часть общего скачка потенциала на границе двух фаз, определяющая относительное перемещение этих фаз при электрокинетических явлениях









ПЕРЕЧЕНЬ ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ

В настоящей диссертации применяют следующие сокращения и обозначения.
	Z 
SF
ПАВ
	– зеин, проламин кукурузы
– фиброин шелка
– поверхностно-активные вещества

	ККМ
	– критическая концентрация мицеллообразования 

	DLS
	– динамическое светорассеяние

	Tween 20 
ПДК
IEP 
	– полиэтиленгликоль сорбитан монолаурат
– предельно допустимая концентрация добавки 
– изоэлектрическая точка

	Gum Arabic
	– гуммиарабик

	Tween 80
	– полиоксиэтиленсорбитан-моноолеат

	ПАВ
	– поверхностно-активное вещество

	ξ
ПАГЭ
ПЭК
[η]
НЧ
гели SFd
гели SFs
зНК
ЭИ
MW
ПАК
zFc
НА
СН

	– электрокинетический дзета-потенциал
– полиакриламидный гель-электрофорез
– полиэлектролитный комплекс
– внутреннюю вязкость
– наночастицы
– гели, полученные из дисперсий SF
– гели, полученные из растворов SF
– дисперсии зеиновых нанокапсул
– эффективность инкапсуляции
– молекулярная масса
– полиакриловая кислота
– пленки зеина с карвакролом
– гуминовая кислота
– хитозан






ВВЕДЕНИЕ

Актуальность темы диссертации
Нанотехнологии, стремительно развивающаяся область науки и технологий, оказывают значительное влияние на многие отрасли, включая агропродовольственный сектор. Эти технологии, использующие свойства материалов на наноуровне, открывают новые возможности для улучшения качества и безопасности продуктов, повышения их срока хранения и минимизации воздействия на окружающую среду. В агропродовольном секторе наноматериалы и нанотехнологии активно применяются для разработки инновационных упаковочных решений, создания более эффективных удобрений и средств защиты растений, а также для повышения экологической устойчивости производства. Интеграция нанотехнологий в данную сферу помогает решать проблемы продовольственной безопасности, снижения отходов и улучшения общей устойчивости сельского хозяйства к изменению климата.
Агропродовольственный сектор на глобальном уровне оказывает значительное увеличивающееся с каждым годом социально-экономическое воздействие. Согласно прогнозам, к 2050 году мировое население достигнет 9,7 миллиарда человек, что представляет собой рост примерно на одну треть по сравнению с 2015 годом. Это создаёт значительный вызов в обеспечении продовольственной безопасности и удовлетворении потребностей растущего населения в продовольственных ресурсах [1]. 
В то же время увеличение производства пищевых продуктов приводит к увеличению потребности в пищевой упаковке. Потребление упакованных продуктов питания значительно выросло в последние десятилетия. С годовой темпом роста 5 %, мировой рынок упакованных продуктов питания в 2020 году был оценен в 1,9 триллиона долларов и ожидается, что достигнет 3,4 триллиона долларов к 2030 году. 
Пищевая упаковка играет ключевую роль в обеспечении безопасности продуктов питания, продлении их срока годности и минимизации отходов и потерь. Тем не менее, несмотря на данные преимущества, остаются серьёзные опасения относительно экологического воздействия упаковочных материалов на протяжении их жизненного цикла. В частности, сырьё, используемое для производства упаковки, истощает природные ресурсы и способствует выбросу парниковых газов, а значительное количество упаковки предназначено для одноразового использования и утилизируется после кратковременного применения.
По оценкам, около 40 % продовольствия в мире упаковано в пластик, причём большая часть пластиковой упаковки утилизируется в том же году, в котором она была произведена. Это приводит к образованию значительных объёмов постпотребительских пластиковых отходов [2, 3]. В настоящее время лишь около одной трети пластиковых отходов подлежит переработке, в то время как остальная часть оказывается на свалках или, что ещё хуже, в окружающей среде. Поэтому имеется существенная потребность в разработке и внедрении эффективных и экологически безопасных решений. В этой связи, актуальным решением проблемы является применение биосовместимых упаковочных материалов, разлагающихся в окружающей среде и не оказывающих негативное воздействие на живые организмы [2]. 
Использование упаковочного материала на основе биополимеров может стать значительным шагом к решению проблемы утилизации отходов [4]. Такие полимеры могут быть получены из природных биологических источников или синтезированы из мономеров природного происхождения и использованы для производства новой экологически чистых упаковочных материалов для пищевых продуктов [4].
Таким образом, разработка упаковочных материалов на основе биополимеров с минимальным воздействием на окружающую среду является перспективным направлением. 
Растительные белки, такие как кукурузный зеин, фиброин шелка, соевый протеин, сывороточный протеин, казеин, коллаген, желатин и пшеничный глютен, представляют собой биоразлагаемые и биосовместимые полимеры, которые могут образовывать пленки с барьерными свойствами, сопоставимыми с упаковочными материалами на основе нефти [4]. Эти полимеры способны разлагаться под воздействием ферментов или микроорганизмов [5]. Следовательно, растительные белки являются ценным ресурсом для разработки новых упаковочных материалов.
 В свою очередь, методом осаждения антирастворителем можно получить дисперсию наночастиц биополимеров на водной основе, которые можно использовать для приготовления псевдолатексных пленок биополимеров [6-8].
Технология псевдолатекса, несмотря на ее широкое применение  фармацевтической отрасли [9-12], ещё недостаточно исследована в контексте пищевой промышленности. Использование водных дисперсий наночастиц биополимеров не только снижает потребность в органических растворителях при формировании пленок, но также позволяет инкапсулировать гидрофобные активные вещества, такие как эфирные масла, что значительно улучшает функциональные свойства пленок [13]. Этот подход приводит к созданию водных дисперсий нанокапсул биополимеров, что расширяет функциональные возможности и области применения биополимерных пленок [13].
Основание и исходные данные для разработки темы 
Основанием для проведения научных исследований является перспективность в использовании биополимеров и необходимости разработки научно-обоснованного подхода к получению наноматериалов на их основе, используемых в агропродовольственном секторе в качестве защитного покрытия пищевых продуктов.
В качестве исходных данных используются результаты фундаментальных НИР по исследованию коллоидно-химических свойств биополимеров.
Обоснование необходимости проведения данной научно-исследовательской работы
Анализ зарубежной литературы выявил недостаточность систематических исследований, посвящённых разработке натуральных биоматериалов для создания пищевых барьерных пленок и покрытий. В частности, отсутствуют комплексные исследования, охватывающие как теоретические, так и практические аспекты применения натуральных биоматериалов для создания эффективных упаковочных решений, а также инкапсуляцию биологически активных компонентов, входящих в состав эфирных масел с антимикробными и антиоксидантными свойствами.   
Таким образом, существует необходимость в проведении более глубоких и комплексных исследований, направленных на системное изучение биополимеров, механизма их взаимодействия и практического применения в виде пленок, гелей, капсул в агропродовольственном секторе.
Цель работы
Разработка коллоидно-химического подхода к получению наноструктурированных биополимерных материалов с защитными свойствами на основе псевдолатексов.
Для достижения цели поставлены и решены следующие задачи:
1. Установление оптимальных условий получения биополимерных латексов, устойчивой дисперсии наночастиц белка проламина методом осаждения антирастворителем для получения микро- и нанокапсул на его основе;
2. Определение оптимальных параметров получения пленок на основе зеина с капсулированным биологически-активным веществом карвакролом путем изучения их водобарьерных (влагопоглощение, растворимость в воде) и оптических свойств, определения эффективности инкапсуляции и кинетики высвобождения карвакрола, а также оценки антимикробной активности полученных пленок.
3. Исследование особенностей получения фиброина шелка Bombyx mori  и его коллоидно-химических свойств путем определения оптимального протокола выделения фиброина шелка для получения пленок и гелей на его основе;
4. Изучение взаимодействия фиброина шелка с биополимерами (ПАК, зеин) и выявление особенностей образования полиэлектролитных комплексов на основе анализа их коллоидно- и физико-химических характеристик.
5. Разработка и оптимизация условий получения гидрогелей на основе фиброина шелка и его композиций с зеином путем изучения времени гелеобразования, реологических и механических свойств
6.  Получение и исследование рН-чувствительных пленок на основе фиброина шелка с оценкой их физико-химических характеристик.
	Предмет исследования
Изучение основных закономерностей и физико-химических характеристик формирования водных дисперсий наночастиц биополимеров, получения пленок с капсулированным активным веществом на их основе и их применение в агропродовольственном секторе в виде пищевой упаковки. 
Объекты исследования
Нанокапсулы и пленки на основе зеина - проламина кукурузы с инкапсулированным биологически-активным веществом карвакролом, гели на основе фиброина шелка из коконов шелкопряда Bombyx mori  и его комплексом с зеином, композиты фиброина шелка с полиакриловой кислотой для получения пленок, рН-чувствительные пленки на основе фиброина шелка.
Методы исследования. В настоящей диссертационной работе были использованы современные приборы и оборудования. Тензиометр PAT-1 и Sigma 703D использован для измерения поверхностного натяжения адсорбционных слоев, Malvern Zetasizer Nano Z применен для измерения электрокинетического дзета-потенциала и размеров методом динамического светорассеяния, электрофорез в полиакриламидном геле с додецилсульфатом натрия (SDS-PAGE) для определения молекулярной массы фиброина шелка, спектрофотометр Halo DB-20S UV-VIS Double Beam, Dynamica, Switzerland для определения содержания карвакрола в капсулах, пленках и гелях, потенциометрическое титрование, турбидиметрия для определения изоэлектрической точки биополимеров, капиллярный вискозиметр Cannon 50 (E599) для определения относительной вязкости, метод определения антимикробной активности иммобилизованных противомикробных агентов в условиях динамического контакта (ASTM E2149), мини-распылительная сушка Buchi для получения порошка фиброина шелка, сканирующий электронный микроскоп ControlLEO 1550 применен для определения формы, размера, морфологии нанокапсул, микрометр Mitutoyo для  определения толщины пленок,  гравиметрический метод для измерения влагопоглощения и растворимости пленок, MINOLTA Chroma Meter CR 400 для определения цвета пленок, tensile Tester EZ-LX для определения механичеких свойств пленок, реометр HAAKE RheoStress RS600 для определения времени гелеобразования и реологических свойств гелей, ИК-Фурье спектрофотометр IRAffinity-1S для получения ИК-спектров порошка, растворов и гелей фиброина шелка.  
[bookmark: _Hlk206597704]Основные положения, выносимые на защиту
1. Установленные оптимальные условия получения пленок на основе 10 % зеиновых нанокапсул со средним размером частиц 130- 150 нм, обеспечивающих капсулирование от 5 % до 20 % биологически активного вещества (карвакрола) с эффективностью инкапсуляции до 40 % и его пролонгированным высвобождением до 24 часов.
2.  Выявленные особенности получения и коллоидно-химических свойств фиброина шелка Bombyx mori (SF), разработанный оптимальный протокол выделения концентрированного раствора (≥ 4 % мас./об.), обеспечивающий получение коллоидно-стабильного раствора SF (3 недели при 4 °С), обладающего молекулярной массой 30–116 кг/моль, изоэлектрической точкой при pH 4,2 и поверхностной активностью при концентрации > 0,05 %.
3. Установленные особенности и оптимальные условия получения гидрогелей на основе фиброина шелка (0,8–1 %), а также его композитом  с зеином (1%) при рН 5 путем определения времени гелеобразования, реологических и механических свойств.
4.  Разработанные рН-чувствительные пленки на основе фиброина шелка с экстрактом краснокочанной капусты, демонстрирующие изменение цвета (ΔE>12) при воздействии аммиачных паров, сохраняющие высокую чувствительность до 72 ч, применимые в «умной» упаковке и экологическом мониторинге.

Научная новизна полученных результатов 
1. Впервые осуществлен коллоидно-химический подход   к получению   и стабилизации наноструктурированных биополимерных материалов (зеина, фиброина шелка) для формирования пленок и гидрогелей на их основе, подтвержденный совокупностью результатов современных физико-химических методов исследований.
2. Впервые осуществлено капсулирование природного биоцида карвакрола в зеиновые нанокапсулы и получены биополимерные пленки на их основе, обладающие антимикробной активностью; показано, что содержание 20 % карвакрола обеспечивает полное ингибирование роста Staphylococcus aureus в  течении 24 часов.
3. Установлена взаимосвязь коллоидно-химических свойств белков (поверхностное натяжение, реологические свойства), на основе которых предложены оптимальные условия инкапсуляции и контролируемое высвобождение биологически активных соединений.
4. Впервые разработаны рН-чувствительные пленки на основе фиброина шелка с экстрактом краснокочанной капусты, демонстрирующие высокую индикаторную чувствительность к аммиачным парам и обладающие перспективой применения в «умной» упаковке и экологическом мониторинге.
Теоретическая значимость полученных результатов
·  Установленный коллоидно-химический подход  к получению и стабилизации наноструктурированных биополимерных материалов и их использовании в качестве носителей биологически активных веществ. 
· Выявлена взаимосвязь между коллоидно-химическими свойствами белков, механизмами их комплексообразования и структурообразования, а также закономерностями инкапсуляции и высвобождения биологически активных соединений. Полученные результаты формируют основу для создания нового поколения биополимерных материалов с регулируемыми свойствами.
Практическая значимость полученных результатов
· Заключается в разработке биополимерных пленок, гидрогелей и нанокапсул на основе природных белков, применяемых для доставки биологически активных веществ в органическом растениеводстве и для создания «умных» упаковочных материалов.
· Результаты исследования могут быть использованы для расширения ассортимента экологичных смарт-материалов с контролируемым высвобождением, антимикробными и защитными свойствами, в составе  «умных» упаковочных материалов, востребованных в пищевой и агропродовольственной промышленности и медицине.
Соответствие направлениям развития науки или государственным программам. Работа выполнена в соответствии с планом НИР Казахстанско-Британского технического университета по бюджетной программе: 217 «Развитие науки», подпрограмме 102 «Грантовое финансирование научных исследований» по проекту № АР14869304   «Дизайн новых биоматериалов на основе фиброина шелка c пленкообразующими свойствами» (2022-2024 гг.), а также по проекту АР05131968 «Разработка биополимерной латексной зеленой технологии создания функционализированных микро- и нанокапсул на основе природного сырья для применения в агроиндустрии» (2018-2020 гг.).
Личный вклад докторанта в подготовку каждой публикации
В диссертации изложены результаты работ, в которых автор принимал непосредственное участие. В частности, автор проводил экспериментальные исследования по получению биополимерных латексов, установлению оптимальных параметров получения пленок на основе зеина, получению фиброина шелка Bombyx mori  и изучению его коллоидно-химических свойств,  взаимодействию фиброина шелка с биополимерам и получению и рН-чувствительных пленок.
[bookmark: _Hlk206587321]Диссертационная работа выполнена в лабораториях Казахстанско-Британского технического университета и в лабораториях Университета Новы Сад (Сербия) с использованием современного лабораторного оборудования и приборов. О высоком научном уровне выполненной работы свидетельствуют 10 печатных работ, включая 2 статьи в зарубежных журналах с квартилем Q1 в базах данных Scopus и Web of Science, 1 статьи с квартилем Q2  в базе данных Scopus, 1 статья в журнале, входящего в список, рекомендованный Комитетом по контролю и надзору в сфере образования и науки МНВО РК, а также 5 тезисов докладов на международных конференциях. 
Практическая значимость подтверждена патентом на полезную модель (№10287, 28/03/2024) «Способ получения рН-чувствительных натуральных пленок на основе фиброина шелка». 
Результаты научной работы докладывались и обсуждались на Международных научных конференциях «10th Bubble and Drops», 2025, Прага, Чешская республика, «18th International association of colloids and surfaces», 2025, Эдмонтон, Канада, «Food Colloids Conference», 2024, Салонники, Греция, 23rd International Symposium on Surfactants in Solution, 2022, Люблин, Польша.

Структура и объем диссертации
Диссертациоинная работа состоит из введения, обзора литературы, экспериментальной части, обсуждения результатов, заключения и списка используемых источников и приложений работы. Общий объем 105 страниц, включая 61 рисунков, 3 таблиц и библиографический список из 120 наименований.






1 АНАЛИТИЧЕСКИЙ ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

 	Природные материалы, такие как биологически активные вещества и биополимеры, становятся всё более предпочтительными по сравнению с их синтетическими аналогами благодаря своей экологической безопасности, биосовместимости и уникальным свойствам. Эти материалы находят широкое применение в различных областях, включая повседневные потребительские товары, высокие технологии, а также в таких отраслях, как косметическая, химическая и биомедицинская промышленности. В передовых технологиях, таких как упаковка пищевых продуктов, эпидермальные датчики и регенерация тканей, используются биоматериалы, обладающие специфическими заданными свойствами, что значительно расширяет их потенциал и открывает новые возможности для устойчивого и эффективного производства. Однако, несмотря на широкие перспективы, существует значительный дефицит коммерчески применяемых природных биополимеров, которые часто не удовлетворяют требованиям по свойствам или производственным стандартам. В связи с этим возникает необходимость разработки новых биоматериалов с улучшенными характеристиками, способных удовлетворить современные требования в различных отраслях.
Полимеры, такие как зеин, соевый и сывороточный протеины, фиброин шелка и другие растительные белки, являются биоразлагаемыми материалами, способными образовывать пленки с барьерными свойствами, аналогичными пластиковым упаковкам, и разлагаются под воздействием ферментов и микроорганизмов, а также реагируют на внешние факторы, такие как температура, свет и механическое напряжение [4-5]. 
Эти белки, не растворимые в воде, но растворимые в водно-спиртовых и органических растворителях, образуют наночастицы, которые, после удаления растворителя, могут использоваться для создания псевдолатексных пленок [6-8].
Хотя технология псевдолатекса широко применяется в фармацевтике, её использование в пищевой промышленности пока недостаточно изучено. Водные дисперсии наночастиц биополимеров не только снижают потребность в органических растворителях, но и позволяют инкапсулировать гидрофобные вещества, такие как эфирные масла, улучшая функциональные свойства пленок и расширяя их области применения [9-13].

1.1 Методы получения наночастиц белков (зеина)
Зеин является основным белком кукурузы, составляющим около 50 % общего содержания белка в данном злаке. Относящийся к классу проламинов, зеин включает в себя липофильные аминокислоты. На α-зеин приходится более 70 % общего содержания белка зеина, и именно этот тип в основном используется в коммерческих целях [14]. Несмотря на его высокое содержание в кукурузе, зеин не имеет прямого потребления из-за отрицательного азотного баланса и низкой растворимости в воде. Зеин из-за своей гидрофобности  растворяется в водно-спиртовых или других органических растворителях, которые известны своей токсичностью, опасностью и воспламеняемостью. Однако он легко трансформируется в сферические коллоидные наночастицы [15].  
В литературе описано множество методов синтеза наночастиц зеина, используемых для инкапсуляции активных соединений. Среди них можно выделить наноосаждение, жидкостно-жидкостную дисперсию, разделение фаз и электрораспыление. 
Одним из популярных методов является осаждение антирастворителем, подробно описанное в литературе [16]. Метод основан на различиях в растворимости белка в различных растворителях в зависимости от рН, ионной силы и электролитов. Процесс включает добавление антирастворителя в раствор, что приводит к пересыщению и осаждению растворенного вещества в виде наночастиц. Ключевым моментом является выбор подходящих растворителя и антирастворителя с учетом их смешиваемости в используемом диапазоне концентраций [16]. Характеристики полученных наночастиц зависят от методов и скорости введения органической фазы в водную фазу, а также от скорости перемешивания и соотношения объемов фаз.
		Метод жидкостно-жидкостной дисперсии представляет собой вариации метода осаждения антирастворителем, где растворимость зеина в этаноле и воде используется для формирования наночастиц. Взаимодействие этанола и воды приводит к уменьшению концентрации этанола, что снижает растворимость зеина и способствует образованию наночастиц [17].
Метод, описанный в литературе как разделение фаз, включает процедуры, схожие с теми, что применяются в методах осаждения антирастворителем и жидкостно-жидкостной дисперсии, с последующим центрифугированием, разделением и очисткой наночастиц [18]. 
Данные методики обычно требуют испарения растворителя, что может быть достигнуто различными способами, включая перемешивание при комнатной температуре, роторное испарение или размещение под потоком азота [19]. Преимущества данных методов заключаются в их относительной простоте и низкой стоимости, так как они не требуют сложного оборудования и позволяют получать удовлетворительную эффективность инкапсулирования активных ингредиентов.
Одним из распространенных методов получения наночастиц зеина является осаждение антирастворителем, при котором водный раствор зеина добавляется в водную фазу [19, 20]. В данном процессе часто применяются стабилизаторы, такие как полимеры или поверхностно-активные вещества (ПАВ), растворенные в водной фазе для предотвращения агрегации наночастиц, повышения их стабильности и контроля над размером частиц.
Согласно исследованиям Patel et al. [20] и McClements et al. [19, 21], физическая стабильность наночастиц зеина в значительной степени обеспечивается образованием оболочки из полимера или ПАВ вокруг наночастиц. Это приводит к снижению гидрофобного взаимодействия между частицами и увеличению электростатической и стерической стабилизации.
Тем не менее, такое улучшение устойчивости предполагает, что агрегация молекул зеина в наночастицы происходит до связывания молекул стабилизатора. Это предположение разумно для систем, где используются ПАВ полимерного типа с ограниченной растворимостью и медленной диффузией в воде [22]. Однако, если в качестве стабилизатора применяются ПАВ с низкой молекулярной массой, высокой растворимостью в воде и быстрой диффузией, молекулы ПАВ могут предварительно взаимодействовать с молекулами зеина, формируя комплексы зеин - ПАВ. Эти комплексы образуются благодаря водородным связям, электростатическим и гидрофобным взаимодействиям, что может изменять механизм стабилизации наночастиц. 
Фактически, во время исследований солюбилизации зеина, Somasundaran et al. [23] и Mehta et al. [24] обнаружили, что ПАВ малой молекулярной массы может связываться с зеином с образованием комплексов зеин / ПАВ в воде. Между тем, образование комплекса между белком и ПАВ может предотвратить агрегацию белка, как сообщается McGuire et al. [25].
Помимо модуляции агрегации белка, связывание ПАВ с белком также может вызывать изменения физико-химических свойств, таких как поверхностная активность и спектрометрические характеристики белка [24, 26]. Данные исследования могут быть использованы для глубокого понимания механизма образования наночастиц зеина, стабилизированного ПАВ с высокой растворимостью в воде и быстрой диффузией.

1.2 Особенности модификации биополимерных наночастиц зеина
Несмотря на эффективность методов, используемых для получения наночастиц зеина, остаются значительные проблемы, связанные с временной химической стабильностью данных систем при различных условиях хранения [16, 27]. Chen и Zhong [28] изучили дисперсии наночастиц зеина и пришли к выводу, что они обладают плохой коллоидной стабильностью, легко образуют агрегаты и осадки в составах, следовательно, теряют свою функциональность.
При более высоком pH было обнаружено, что составы наночастиц зеина проявляют агрегацию и осаждение [29], поскольку в растворах с pH выше 5 зеин близок к своей изоэлектрической точке (pH 6,2) [30].
Наночастицы склонны к агрегации при низкой концентрации хлорида натрия (NaCl) и нестабильны при рН выше 5. Добавление соли увеличивает ионную силу, с последующим увеличением ван-дер-ваальсовых взаимодействий и гидрофобных эффектов среди белковых цепей, способствуя агрегации и осаждению белков [30]. Аналогичные результаты были получены и в других исследованиях [20].
Учитывая, что технология капсулирования с использованием частиц зеина имеет высокий потенциал для разработки составов, способных улучшить свойства капсулированных соединений, важно разработать подход для улучшения химической стабильности и продления срока годности данных систем. Размер частиц, индекс полидисперсности, эффективность инкапсуляции и высвобождение активного агента в течение длительного периода являются важными аспектами, которые следует учитывать.  
Анализ зарубежной и отечественной литературы показал, что их стабильность варьируется в зависимости от способа хранения препарата. Учеными [31] выяснено, что состав наночастиц зеина с куркумином оставался стабильным в течение 3 месяцев при хранении в темноте. Стабильность не оценивали в течение длительного периода или в присутствии света, что было бы очень важно из-за фоточувствительности активного соединения. Lai and Guo [32] и da Rosa et al. [33] получили наночастицы зеина, содержащие активные вещества, такие как 5-фторацил, тимол и карвакрол, и обнаружили, что составы, хранящиеся при 200C, дают осаждение и агрегацию через 2 и 6 месяцев хранения. Однако наночастицы, хранящиеся при 60С, оставались стабильными в течении тех же периодов времени.  
Sun et al. [34] подвергали зеин термической обработке в термостатической водяной бане перед синтезом наночастиц, используя разные условия времени и температуры, чтобы модифицировать характеристики материала и увеличить его температуру денатурации. Частицы зеина, полученные при обработке при 75 ° С в течение 15 минут, представляли меньший средний диаметр и более низкий показатель полидисперсности. Однако, когда использовались более длительные периоды времени и более высокие температуры, увеличивался средний диаметр и индекс полидисперсности наночастиц. Selling et al. [35] исследовали влияние температур в диапазоне 25-700С на вторичную и третичную структуры зеина. Было обнаружено, что обработка при 70 0С в течение 15 мин вызывала изменения в первичных структурах и снижала содержание альфа-спирали во вторичной структуре, однако эти изменения были обратимы при 250C. Напротив, Cabra et al. [36] сообщают о необратимых изменениях альфа-спиральных структур зеевых белков после обработки при 900С.
Согласно литературным данным, выяснилось, что короткая термообработка (15 минут) частично раскрывает третичные структуры молекул зеина, что приводит к монодисперсной композиции с меньшим размером наночастиц. Термическая обработка в течение более продолжительного времени и при более высоких температурах приводит к полному распаду молекул зеина, которые затем могут агрегировать, что приводит к увеличению взаимодействия между полипептидными цепями различных белковых молекул [34].  
Для решения проблем агрегации и осаждения наночастиц зеина предложено применять покрытия из эмульгаторов, таких как каррагинан, гуммиарабик, лецитин, плюроник, казеинат натрия, пектин и хитозан. Данные эмульгаторы способствуют улучшенной коллоидной стабильности и других свойств наночастиц зеина [29]. Например, добавление каррагинана позволяет сохранять постоянный средний диаметр наночастиц зеина при рН от 5,25 до 6,75 в течение 30 дней, в то время как незащищенные наночастицы демонстрируют значительное осаждение [29].
Покрытие гуммиарабиком обеспечивает стабильность наночастиц зеина, содержащих масло, в расширенном диапазоне рН от 3 до 8, при этом высвобождение масла происходит быстрее при более низком рН [28]. 
В исследовании синтезированных наночастиц зеина, загруженных резвератролом и покрытых пектином, Huang et al. [37] обнаружили значительное влияние концентрации пектина на стабильность наночастиц, хотя химическая стабильность частиц в зависимости от времени, температуры и pH не была оценена. В частности, установлено, что средний диаметр и дзета-потенциал наночастиц зависят от концентрации пектина, причем при низких концентрациях пектина наблюдается агрегация и образование осадков.
Исследовали потенциал наночастиц из зеина и смол, таких как канифоль и шеллак, в качестве носителей для водонерастворимого масла карвакрола. Выявлено, что тип и доля смолы влияют на эффективность инкапсуляции и высвобождение карвакрола. При этом было установлено, что добавление смол способствует улучшению высвобождения карвакрола из наночастиц по сравнению с наночастицами из чистого зеина [38].  
Результаты по влиянию ионной силы не согласуются с выводами Joye et al. [39], поскольку не было обнаружено значительного влияния ионной силы на синтез частиц. При увеличении pH водной фазы с 2 до 7,4 значения среднего диаметра и индекса полидисперсности уменьшались, однако при дальнейшем увеличении pH до 10 наблюдалось увеличение этих параметров. Не были предоставлены данные о конечных значениях pH или временной стабильности составов.
Одним из методов улучшения свойств зеиновых композиционных материалов является их модификация с использованием различных биополимеров. Смеси зеина с биополимерами, такими как альгинат, хитозан, гиалуроновая кислота и гидроксипропилметилцеллюлоза, могут быть использованы для получения перспективных биоматериалов, таких как гели, пленки и матриксы [40-43]. Анализ зарубежной литературы показывает, что взаимодействие зеина с различными коллоидами, включая полимеры, ПАВ и частицы, практически не исследовано.

1.3 Получение биополимеров на основе фиброина шелка
В свою очередь, в последнее время биополимер, получаемый от шелкопрядов Bombyx mori и пауков, таких как Nephila clavipes фиброин шелка (SF) привлекает значительное внимание международного научного сообщества [44, 45]. Анализ зарубежной литературы демонстрирует широкий спектр применения фиброина шелка в передовых технологиях, таких как съедобные покрытия, перевязочные материалы для ран, тканевая инженерия, эпидермальные датчики, и материалы, реагирующие на раздражители (stimuli-responsive).
Шелковые волокна, полученные из коконов тутового шелкопряда Bombyx mori, в основном состоят из двух белков: серицина и фиброина шелка. Они также состоят из небольшого количества остатков аминокислот и различных примесей, таких как жиры, воски, красители и минеральные соли. В зависимости от штамма кокона содержание SF составляет 66,5–81,0, серицина – 19,0–33,5 мас. % [46]. В волокнах шелка B. mori два параллельных волокна SF (волокнистого белка) образуют сердцевину, покрытую серицином, образующим оболочку [45], как показано на рисунке 1.
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Рисунок 1 – Содержание фиброина шелка [45]

В шелке B. mori два параллельных волокна фиброина покрыты клееподобным белком серицином. Фиброин обеспечивает механическую прочность, в то время как серицин обеспечивает компактность шелковых волокон и коконов [45, 46]. Для использования шелка в качестве биоматериала требуется удаление серицина из шелковых волокон с помощью процесса, известного как дегуммирование. Существует множество методов извлечения серицина, и один из наиболее часто применяемых и исследованных включает кипячение разрезанных коконов в растворе карбоната натрия, известный как дегуммирование [46-48]. 
 Фиброин шелка состоит из трех фракций: тяжелой цепи (H), легкой цепи (L) и гликопротеина P25. Его вторичная структура включает аморфные беспорядочно закрученные участки и кристаллические части с конформациями α-спирали и β-листы (Рисунок 2) [49]. Фиброин шелка характеризуется нетоксичностью и биосовместимостью, он способен образовывать гели и пленки, а также различные структуры, включая нано- и микрочастицы, губки и системы доставки лекарств.
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Рисунок 2 - Вторичная структура SF: α-спираль (А) и β-лист (В) [49]

В зависимости от области применения SF требуется адаптация его свойств для удовлетворения специфических требований. Например, для каркасов тканей необходимы высокопрочные гели SF, тогда как для инъекционных форм требуется, чтобы гели были тиксотропными и текучими. Адгезионные свойства критичны, когда SF используется в качестве подложки для эпидермальных сенсоров или тканевого клея. Пищевые пленки и покрытия на основе SF должны быть водоотталкивающими и обладать предпочтительными барьерными свойствами по отношению к газам. Следовательно, свойства фиброина шелка должны быть оптимизированы и адаптированы для конкретных применений.
Изменение свойств фиброина шелка или материалов на его основе может быть достигнуто различными методами. Свойства биоматериалов на основе SF, такие как прочность геля и растворимость в воде, зависят от соотношения β-лист и α-спиралей, а также от размера и распределения β-лист. Поэтому изменение вторичной структуры фиброина является распространенной стратегией модификации его свойств [50]. Например, увеличение содержания α-спиралей может быть достигнуто с помощью повышения температуры, отжига в отсутствие растворителя (например, в этаноле, ацетоне или метаноле) [51], применения сдвиговых сил, ультрафиолетового облучения или ультразвуковой обработки [52]. Хотя физические методы контроля вторичной структуры SF имеют свои ограничения и часто не позволяют точно достигнуть желаемых свойств биоматериалов, химические методы являются предпочтительными [50].
Одним из эффективных способов модификации свойств фиброина является химическая сшивка (crosslinking). Этот метод используется для улучшения механических свойств гелей и пленок SF. Типичные сшивающие агенты включают глутаровый альдегид, генипин, диэпоксиды.
Однако использование химических методов модификации может привести к токсичности и снижению биосовместимости фиброина шелка SF [50]. 
Анализ современной литературы выявляет недостаточность исследований, посвященных взаимодействию фиброина шелка с различными коллоидами, такими как биополимеры, ПАВ и частицы. Исследования, сосредоточенные на взаимодействии SF с ПАВ, преимущественно фокусируются на применении в формировании гелей [40, 53]. Использование фиброина шелка в смесях с биополимерами, такими как альгинат, хитозан, гиалуроновая кислота и гидроксипропилметилцеллюлоза, продемонстрировали потенциал для создания перспективных материалов, включая гели, пленки и матриксы [41-43, 54]. Однако в данных исследованиях изменение свойств биоматериалов на основе SF осуществлялось за счет добавления второго биополимера, а не за счет модификации самого фиброина шелка. Более того, отсутствуют данные о механизмах взаимодействия фиброина шелка с биополимерами, особенно с биополимерными наночастицами, а также о фазовом разделении биополимерных смесей, в которых формируются флюидные гели с высоким содержанием фиброина шелка.
  В связи с вышеизложенным, существует значительный потенциал для исследования коллоидных взаимодействий SF с биополимерами в растворе, а также с биополимерными наночастицами, в частности с наночастицами зеина. Эти исследования могут способствовать разработке новых биоматериалов на основе SF с улучшенными свойствами.
Таким образом, разработка комплекса коллоидных методов для получения передовых материалов на основе фиброина шелка с заданными характеристиками является актуальной задачей. Для этого необходимо изучить механизмы взаимодействия фиброина шелка с биополимером зеином. Предполагается, что можно адаптировать вторичную структуру фиброина шелка через контролируемое фазовое разделение смесей SF-биополимер и образование жидкой гелевой фазы, обогащенной SF. В дальнейшем, взаимодействие фиброина шелка с наночастицами зеина и формирование наночастиц SF могут способствовать разработке новых материалов на основе комбинации фиброина шелка и зеина. 
Дегуммирование представляет собой процесс удаления серицина из шелковых волокон с целью получения чистого SF, свободного от серицина. Этот процесс включает нагревание коконов тутового шелкопряда в водной среде с добавлением соли или моющих средств [47]. Во время дегуммирования серицин гидролизуется, что приводит к разрыву амидных связей длинных белковых цепей и образованию более мелких белковых фракций. Данные фракции диспергируются и растворяются в дегуммирующих агентах и средах. В результате дегуммирования наблюдается потеря массы шелка на 20–25%, что варьируется в зависимости от источника и сорта шелка.
Процессы дегуммирования можно классифицировать на пять основных типов: экстракция водой под давлением при температуре 115 °С, кипячение в мыльных растворах или щелочах, ферментативное дегуммирование и дегуммирование в кислых растворах [56]. Хотя существует множество способов экстрагирования серицина, один из наиболее часто используемых и изучаемых процессов дегумирования включает кипячение разрезанных коконов в растворе карбоната натрия (46, 47, 48]. Однако использование агрессивных реагентов и продолжительные процессы дегуммирования могут привести к разложению фиброина и снижению его молекулярной массы [55].
Для удаления серицина из шелковых волокон в коммерческих процессах часто используются растворы на основе карбоната натрия (Na₂CO₃) или марсельского мыла, благодаря их высокой эффективности и простоте эксплуатации. Полное удаление серицина возможно при кипячении шелка в растворе 0,02 М Na₂CO₃ в течение 60 минут. Однако этот метод приводит к значительному снижению прочности на разрыв шелковых волокон примерно на 56 %.
При применении трехкратного кипячения в растворе 0,5 г/л Na₂CO₃ в течение 30 минут и последующем растворении в водном растворе LiBr, молекулярная масса регенерированного SF распределяется преимущественно ниже 100 кДа, что значительно ниже молекулярной массы нативного SF.
Хотя и Na₂CO₃, и марсельское мыло обеспечивают высокую эффективность удаления серицина, SF является крайне чувствительным к щелочным условиям. Полное удаление серицина часто сопровождается гидролизом, который разрушает пептидные связи в основных цепях SF под воздействием сильных щелочей [55].
Использование протеолитических ферментов для дегуммирования представляет собой альтернативу традиционным методам благодаря своей селективности и меньшему повреждению SF. Этот метод позволяет получить SF более высокой молекулярной массы и улучшенными механическими свойствами, такими как растяжимость. Ферментативное дегуммирование привлекает внимание как более мягкая альтернатива, поскольку протеолитические ферменты избирательно разрушают серицин, минимизируя гидролитическое повреждение SF.
Щелочные протеазы особенно эффективны в этом процессе благодаря своей активности и стабильности при щелочных pH, что позволяет им эффективно разрывать цепи серицина и обеспечивать высокую степень очищения шелка. Однако высокая стоимость ферментов и трудности с их применением в непрерывных процессах рафинирования остаются значительными препятствиями для более широкого внедрения ферментативного дегуммирования [55-57].
Волокна натурального шелка растворяются лишь в ограниченном количестве растворителей по сравнению с глобулярными белками, что обусловлено наличием большого количества внутри- и межмолекулярных водородных связей, высокой кристалличностью и специфическими физико-химическими свойствами SF. Благодаря своей естественной иерархической структуре и высокой степени кристалличности, SF не поддается непосредственному растворению в воде и большинстве органических растворителей [49]. 
Растворение рафинированного шелка возможно в концентрированных водных растворах кислот (фосфорной, муравьиной, серной, соляной) и в концентрированных водно-органических или органических растворах солей, таких как LiCNS, LiBr, CaCl₂, Ca(CNS)₂, ZnCl₂, NH₄CNS, CuSO₄ + NH₄OH, и Ca(NO₃)₂. Основными недостатками этих солесодержащих растворов является длительное время приготовления (требуется несколько суток для диализа водных растворов SF) и значительные энергозатраты на регенерацию растворителей для повторного использования. Кроме того, концентрация солей в таких растворах обычно достигает предела насыщения. Растворимость SF в водно-солевых системах зависит от концентрации соли и увеличивается в следующем порядке: для анионов — сульфат < цитрат < тартрат < ацетат < хлорид < нитрит < бромид < йодид < тиоцианат < дихлорацетат; для катионов — Ca²⁺ < Sr²⁺ < Ba²⁺ < Li⁺ < Zn²⁺ [49].
В некоторых однокомпонентных органических растворителях, таких как гексафторизопропанол и гексаэтилоксидан, SF растворяется только после предварительной активации. Эта активация включает растворение белка в водно-солевом растворе, последующий диализ и извлечение полимера [49]. Наиболее часто используемыми растворителями для SF являются раствор бромида лития, раствор хлорида кальция и растворы ионных жидкостей. Растворение SF в растворе бромида лития происходит относительно медленно и требует последующего диализа для удаления солей, а также дополнительной очистки с помощью центрифугирования и фильтрации. Полученные водные растворы SF являются экологически чистыми и нетоксичными для биологических систем, что делает их пригодными для биомедицинских применений. Такой метод позволяет получать чистые водные растворы SF с относительно низкой концентрацией и вязкостью. После диализа и дополнительной очистки SF можно использовать для дальнейшей обработки, такой как прядение, сшивка, литье, формование, 3D-печать и т. д. [58].
SF также можно растворить, используя тройную систему CaCl2:H2O:C2H5OH с молярным соотношением 1:8:2 соответственно. При растворении этанол приводит к набуханию волокон SF, а гидратированный хлорид кальция проникает в набухшие волокна и растворяет их, образуя растворы SF. Присутствие этанола имеет решающее значение для процесса, и его критическая молярная доля равна 2. Данная тройная смесь обеспечивает баланс между проницаемостью и растворимостью [59]. Rockwood et al. также было установлено, что вторичную структуру SF можно корректировать правильным выбором растворителя или смеси растворителей [52].

1.4 Коллоидно-химические особенности взаимодействия фиброина шелка с  биополимерами
Хотя природный SF обладает множеством свойств, он не всегда соответствует всем специфическим требованиям, предъявляемым к материалам для определённого практического применения. Для создания новых материалов на основе SF с улучшенными функциональными и структурными характеристиками могут применяться различные методы. Смешивание и сшивание SF с другими макромолекулами, такими как коллаген, хитозан, альгинат, гиалуроновая кислота, зеин, полиакриловая кислота и другие, являются актуальным подходом [60]. Такие взаимодействия позволяют формировать композиты, которые находят применение в тканевой инженерии, заживлении ран, медицине, фармацевтике и других областях.
Полимер-полимерные взаимодействия возникают, когда два полимера присутствуют одновременно в смеси. Между макромолекулами могут происходить различные типы взаимодействий, включая межмолекулярные водородные связи, ковалентные связи, а также электростатические и гидрофобные взаимодействия [61]. Комплексы, образующиеся в результате электростатического взаимодействия двух полимерных цепей с противоположными зарядами, называются полиэлектролитными комплексами (ПЭК) [62]. Kабанов и Зезин первыми продемонстрировали, что формирование ПЭК — это быстрый процесс, происходящий менее чем за 5 милисекунд [63]. Изначально образованный комплекс затем проходит через стадию внутрикомплексной перестройки, которая включает образование новых связей и/или изменение конформации полимерных цепей, приводя к образованию упорядоченного вторичного комплекса. Этот процесс продолжается в течение нескольких часов. Заключительный, третий этап включает агрегацию интеркомплексов, преимущественно за счёт гидрофобных взаимодействий, что ведет к формированию более сложных агрегатов [64].
Формирование ПЭК обусловлено электростатическими взаимодействиями и увеличением энтропии, достигаемым за счет высвобождения противоионов в процессе образования комплекса между двумя противоположно заряженными полиэлектролитами [65]. Стабильность и свойства ПЭК зависят от множества факторов, включая ионную силу, температуру, молекулярную массу и концентрацию полиэлектролитов, соотношение полимеров, тип ионных групп и pH раствора. Заряд и плотность заряда полиэлектролитов изменяются в зависимости от pH раствора [66].
В литературе имеется исследования, посвященные взаимодействию SF как с природными, так и с синтетическими полимерами. Malay et al. исследовали взаимодействие между противоположно заряженными SF и гиалуроновой кислотой, а также формирование их комплексов при различных условиях [42, 67]. Ghaeli et al. изучили взаимодействие коллагена и SF, направленное на создание стабильной однофазной смеси [68]. Bahardwaj et al. исследовали образование полиэлектролитного комплекса между SF и хитозаном, который может быть использован в тканевой инженерии, а Kim et al. рассмотрели комплексообразование SF с дубильной кислотой, образующим водородные связи, для разработки древесных клеев [69]. Wang et al. изучили влияние взаимодействий между SF и полимолочной кислотой на получение биокомпозитов [70]. Gao et al. сообщили о формировании комплекса SF с полиакриловой кислотой (ПАК) средней молекулярной массы при смешивании разбавленного раствора SF и ПАК без корректировки pH [71].
ПАК — это синтетический полимер, получаемый посредством полимеризации мономеров акриловой кислоты. ПАК обладает биосовместимостью, биоразлагаемостью и водорастворимостью, а также высокой абсорбционной способностью [72].  Благодаря наличию большого количества карбоксильных групп ПАК является нетоксичным полимером с выраженными биоадгезивными свойствами [73]. Он проявляет мукоадгезивные свойства, хорошо адгезирует к клеткам слизистой оболочки и способен прочно прикрепляться к коже, костям и зубам [74].  Данные характеристики обеспечивают широкий спектр применения ПАК, включая использование в клеях, упаковке, покрытиях, фармацевтических и косметических продуктах, системах доставки лекарств, а также в медицине и стоматологии [72]. 
Взаимодействие ПАК с фиброином шелка приводит к образованию полимерных комплексов, способных получению пленок и биоадгезивов на их основе с заданными свойствами [75].
Коллаген (Coll) является одним из наиболее распространенных белков в организме человека и животных и играет ключевую роль в соединительных тканях, таких как кожа, сухожилия, хрящи и кости. Исследования показывают, что пленки, состоящие из смеси SF и Coll, демонстрируют значительно улучшенные механические свойства и параметры поверхности по сравнению с чистыми пленками SF. Материалы SF/Coll имеют меньшую плотность, чем каркасы из чистого биополимера, и показывают более высокий коэффициент набухания и большую водоудерживающую способность по сравнению как с чистыми материалами SF, так и Coll [60].
Хитозан (CH) представляет собой полисахарид природного происхождения, обладающий такими свойствами, как высокая биосовместимость, биоразлагаемость и биологическая активность. Однако CH имеет склонность растворяться только в кислых средах и обычно не растворяется при pH выше 6 [76].
Растворы фиброина шелка и хитозана хорошо смешиваются в различных соотношениях благодаря специфическим взаимодействиям между молекулами SF и CH. Например, пленки на основе SF и CH могут использоваться в качестве повязок для ран и искусственной кожи благодаря их отличным механическим свойствам, а также хорошей проницаемости для водяного пара и кислорода. Пористые каркасы SF/CH, полученные методом 3D-печати, демонстрируют более 90 % пористости, высокое водопоглощение и значительную степень набухания [60].
Кроме того, можно получать композитные наночастицы SF с покрытием CH. Эти наночастицы обладают хорошей диспергируемостью и имеют диаметр от 180 до 200 нм. Суспензии наночастиц SF/CH остаются стабильными при температуре 4 °C до одного месяца [76].
 Альгинат (AL) представляет собой линейный полисахарид, состоящий из чередующихся остатков β-D-маннуроновой кислоты и α-L-глюкуроновой кислоты, который можно экстрагировать из бурых водорослей. Альгинат и его соли, такие как альгинат натрия (СА), являются перспективными природными полимерами для использования в комбинациях с фиброином шелка (SF). Исследования de Moraes et al. (2013) описали свойства смешивания и физические характеристики таких систем [77].
Биоразлагаемые микросферы, модифицированные альгинатом, были изготовлены из SF и изучены как потенциальные биосовместимые и биоразлагаемые эмболические агенты. Также были исследованы пленки на основе SF и альгината (SF/SA) для применения в качестве перспективных перевязочных материалов, продемонстрировавших превосходную цитосовместимость [60].
Гиалуроновая кислота (HA) представляет собой гликозаминогликан, относящийся к группе полисахаридов и являющийся ключевым компонентом клеточного матрикса в организме. Сочетание свойств природных белков и полисахаридов может стать перспективной стратегией для разработки биоактивных материалов с контролируемой структурой. В каркасах SF/HA увеличение содержания гиалуроновой кислоты существенно повышало водосвязывающую способность и гибкость материалов благодаря гидрофильным свойствам HA. Тем не менее, чрезмерное количество HA может снижать водоудерживающую способность смеси. Гибридные гидрогели на основе SF/HA демонстрировали переход от состояния геля к состоянию золя под воздействием сдвигового напряжения, что указывает на их потенциальное применение в качестве инъекционных материалов [60].
Исследование коацервации комплекса SF/HA показало, что комплексообразование в значительной степени зависит от pH раствора, который определяет зарядовые состояния биополимеров. Образование нерастворимого коацервата наблюдается в узком диапазоне pH от 2,5 до 3,5, где SF и HA обладают противоположными зарядами, что способствует образованию комплексов за счет электростатических взаимодействий [67].
Зеин (Z), кукурузный белок, активно изучается из-за своих пленкообразующих и барьерных свойств. Зеин нерастворим в воде и растворяется в концентрированных водных смесях этанола. Однако использование этанола и других органических растворителей для растворения зеина нежелательно в потенциальных пищевых приложениях, так как это создает проблемы с точки зрения здоровья, безопасности и экологии при крупномасштабном производстве [8].

1.5 Материалы на основе биополимеров: наночастицы, гели и пленки
Наночастицы фиброина шелка SF представляют собой сферические, стабильные и отрицательно заряженные частицы, которые вызывают значительный интерес для применения в доставке лекарств, особенно цитотоксических [78]. Наночастицы на основе фиброина шелка демонстрируют множество преимуществ, включая биоразлагаемость, низкую иммуногенность, наличие большого количества реакционноспособных групп (амино-, карбоксильных, имидазольных групп и дисульфидных связей), возможность синтеза в мягких условиях, высокую грузоподъемность и эффективность инкапсуляции, а также контроль размера в широком диапазоне [79].
Для создания наночастиц из шелка B. mori применяются различные подходы, включая использование смесей с поливиниловым спиртом (размер частиц: 300 нм – 10 мкм), эмульгирование (170 нм), капиллярную микроточечную печать (25–140 нм), высаливание (486–1200 нм), осаждение органическими растворителями (35–170 нм), технологии сверхкритических жидкостей (50–100 нм), использование ионных жидкостей (180 нм), методы электрораспыления (59–80 нм), разрушение ламинарной струи (до 400 мкм), применение электрических полей (200 нм – 3 мкм) и технологии измельчения (200 нм) [80, 81].
Одним из наиболее распространенных методов получения наночастиц SF является метод осаждения антирастворителем. Этот метод основан на разделении фаз с добавлением нерастворителей (десольватирующих агентов), таких как метанол, этанол, пропанол, изопропанол, ацетон и тетрагидрофуран. При помощи этого метода возможно инкапсулирование определенных веществ, например лекарств, или загрузка наночастиц SF различными небольшими молекулами, такими как протеогликаны, куркумин и специфические пептиды [82].
Однако использование органических растворителей для синтеза наночастиц SF связано с риском агрегации частиц при смешивании с водой. Агрегация наночастиц представляет собой одну из основных проблем и ограничений их применения в биомедицинских целях. Биологические среды, особенно среды с высокой ионной силой, могут значительно усиливать агрегацию наночастиц, что ограничивает их функциональность.
Для преодоления этой проблемы разрабатываются композитные наночастицы фиброина, которые демонстрируют улучшенные характеристики стабильности и биосовместимости.
Наночастицы зеина были оценены для инкапсуляции различных биоактивных материалов [83] в качестве стабилизаторов Пикеринг-эмульсий [84] или, например, как белые пигменты для жидких продуктов [85].
Также были приготовлены наночастицы композитного зеина, в которых зеин сочетается с другим биоматериалом (например, аравийской камедью, казеинатом, альгинатом пропиленгликоля, карбокси метил хитозаном) для улучшения различных свойств наночастиц (например, коллоидная стабильность, смачивающие свойства, эффективность инкапсуляции и другие) [87-89]. 
Композиционные наночастицы обычно получают путем добавления водно-этанольного раствора зеина в водный раствор биополимера. В таких композитных частицах ядро ​​зеина обычно окружено слоем биополимера или полимерного ПАВ, где во время осаждения антирастворителем зеин сначала осаждается с образованием наночастиц, а затем биополимер прикрепляется к поверхности частиц посредством электростатических или гидрофобных сил. С другой стороны, во время быстрой диффузии используются небольшие молекулы ПАВ (например, Tween 20), взаимодействие зеин с ПАВ и комплексообразование происходят до осаждения зеина, и комплексы зеин с ПАВ агрегируют с образованием композитных наночастиц [89]. Эта стратегия получения композитных наночастиц на основе зеина работает только для водорастворимых биополимеров или ПАВ.
Гидрогели, синтезированные из природных полимеров, привлекают значительное внимание, так как они способны более точно имитировать естественную внеклеточную матриксную среду. Наиболее изученными природными гидрогелями являются альгинат, фибрин, коллагены, желатин, хитозан, гиалуроновая кислота и другие. Гидрогели на основе SF разрабатываются путем перехода конформации белка от аморфного состояния к β-листу, что достигается с использованием физических (нековалентных) или химических (ковалентных) методов сшивки. Эти методы включают воздействие внешних стимулов и продолжительное время гелеобразования [90].
Физическое гелеобразование SF осуществляется за счет формирования структуры β-листа между соседними цепями белка, что может занимать длительное время (дни) при комнатной температуре. Однако физические стимулы, такие как интенсивное перемешивание, ультразвуковая обработка и подкисление среды, способны значительно ускорить процесс гелеобразования, позволяя получить гели в течение нескольких минут. С другой стороны, цепи SF содержат фенольные гидроксильные группы тирозина и аминогруппы лизина, которые позволяют осуществлять их химическое сшивание [50].
Методы физической сшивки относительно просты в реализации и не требуют химических реагентов и жестких реакций. Однако гидрогели, полученные этим методом, часто бывают хрупкими и имеют плохие механические свойства. С другой стороны, метод химической сшивки эффективно преодолевает эти недостатки. По сравнению с методом физической сшивки структура гидрогелей, полученных методом химической сшивки, более стабильна. Кроме того, химический метод позволяет более эффективно регулировать прочность, пористость, степень набухания и биоразлагаемость гидрогелей. Однако фотоинициаторы и химические сшивающие агенты часто оказываются цитотоксичными, что делает их непригодными для биомедицинского применения гидрогелей SF. Ферментативные методы сшивки и радиационные методы относительно безопасны по сравнению с фотополимеризацией и химическими сшивками и, таким образом, в настоящее время являются наиболее часто используемыми методами химической сшивки. Для получения гидрогелей SF с превосходными характеристиками приготовление гидрогелей часто осуществляют путем комбинирования нескольких методов сшивки [91].
Гидрогели, полученные из SF, могут преодолеть некоторые ограничения гидрогелей, полученных из синтетических полимеров, а именно неблагоприятные механические и термические свойства, наличие непрореагировавших мономеров и использование токсичных сшивающих агентов [92].
C помощью технологии псевдолатекса получены пленки из дисперсий нанокапсул зеина (zFc), содержащих карвакрол [93]. Антимикробная активность пленок zFc оказалась достаточной для подавления роста Staphylococcus aureus [93].
Формирование тонких прозрачных пленок включает заливку раствора SF в гидрофобные формы, такие как полидиметилсилоксановые формы или полистироловые пластинки Петри, а затем сушку на воздухе при комнатной температуре. Наиболее часто используемые концентрации растворов варьируются от 1 до 8 % мас./об. Пленки SF широко используются благодаря их оптической прозрачности, гибкости, высокой механической прочности, способности инкапсулировать лекарства и контролируемому высвобождению лекарств [94]. Несколько биосенсоров были созданы путем иммобилизации ферментов, таких как глюкозооксидаза, или субстратов, таких как миоглобин, в пленках SF. Композитные пленки создаются путем смешивания растворов SFс факторами роста и другими полимерами, такими как желатин, алоэ вера, графен, полипиррол, тропоэластин и минералы, что улучшает их функциональность [94]. 
Фиброин шелка также используется в пищевой промышленности. Его нейтральные органолептические свойства (отсутствие запаха и вкуса) делают его перспективным материалом для производства съедобных пленок. Такие пленки применяются как съедобные покрытия для продуктов, в частности для скоропортящихся фруктов, таких как клубника, бананы и малина. Исследования показывают, что покрытия из SF способны продлить свежесть фруктов, замедляя процессы их высыхания и обезвоживания, а также продлевая срок хранения продукции [95].
Пленки из фиброина шелка SF считаются эффективной структурой для заживления ран благодаря их способности прочно прилипать к поврежденной поверхности, предотвращая проникновение патогенов и обеспечивая защиту раны [96]. Для получения водонерастворимых пленок SF увеличивают долю их кристаллической структуры, что достигается обработкой пленок метанолом или этанолом. Комбинирование SF с другими материалами, такими как хитозан, глюкоза, или поливиниловый спирт (ПВС), позволяет создавать пленки с улучшенными характеристиками. Например, добавление глюкозы обеспечивает пленкам SF высокую гибкость, впитываемость, биосовместимость и способствует ускорению процессов заживления ран [96]. 
В пищевой промышленности цвет и текстура продуктов играют ключевую роль, так как эти параметры значительно влияют на сенсорное восприятие и принятие продуктов потребителями. Основные пигменты, такие как хлорофилл, каротиноиды, антоцианы и беталаины, определяют цвет фруктов и овощей. Значение pH оказывает существенное влияние на стабильность этих пигментов. Например, в мясных продуктах pH влияет на водоудерживающую способность мышечных тканей, а также на нежность мяса, которая усиливается при снижении pH ниже уровня, характерного для постмортального состояния тканей. 
Кроме того, во время обработки и хранения пищевых продуктов значение pH оказывает влияние на характеристики белков, такие как денатурация, гелеобразование и ферментативная активность, а также на рост или инактивацию микроорганизмов, прорастание или дезактивацию бактериальных спор и протекание химических реакций. При хранении продуктов происходят биохимические изменения, которые приводят к изменению pH, что может свидетельствовать о порче продукта. Эти изменения можно отслеживать с помощью индикаторов на упаковке. Таким образом, контроль изменений pH в процессе обработки и хранения продуктов необходим для обеспечения их высокого качества и безопасности для потребителей [97].
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Рисунок 3 – Шкала pH экстракта красной капусты

Краситель, выделенный из краснокочанной капусты, чаще всего используется в качестве красителя в пищевой промышленности. Он используется для окрашивания различных продуктов, таких как соусы, жевательные резинки, конфеты, йогурты и соки. Сушеный экстракт краснокочанной капусты представляет собой гигроскопичный темно-красно-фиолетовый порошок, который растворяется в воде и чувствителен к изменению значения pH. Шкала изменения цвета экстракта краснокочанной капусты в зависимости от значения pH показана на рисунке 3. При нейтральном значении pH раствора экстракт краснокочанной капусты имеет розовый цвет. По мере увеличения pH раствора цвет экстракта меняется на синий и, наконец, на зеленый. В кислой среде цвет экстракта меняется на красный.
Антоцианы относятся к группе полифенольных соединений. В пищевой промышленности полифенолы выполняют множество функций. Полифенолы входят в положительный список добавок и относятся к категории красителей. Они обладают антиоксидантной способностью, то есть помогают замедлить окислительные процессы в пищевых продуктах, сохраняя их качество и безопасность.
Антоцианы в овощах и фруктах содержатся в растворенном виде в клеточном соке, вакуолях и эпидермальной ткани, представляя собой вторичные растительные метаболиты. Благодаря антоцианам содержащие их овощи и фрукты имеют красно-фиолетовый цвет. Антоцианы содержатся в краснокочанной капусте, чернике, черной и красной смородине, вишне, винограде и клубнике. Антиоксидантная активность антоцианов определяется их химической структурой и значением pH среды. Антоцианы завершают свободнорадикальные реакции, отдавая атом водорода свободному радикалу, а затем стабилизируются за счет резонанса. Они могут непосредственно "захватывать" свободные радикалы или хелатировать ионы металлов.
Краснокочанная капуста содержит цианидины, присоединенные к углеводам. В кислой среде агликоновое ядро может находиться в форме положительно заряженного оксониевого иона (катиона флавилия). Катион флавилия может существовать в равновесии с бесцветной формой в основной среде. В кислой среде ион оксония имеет расширенное сопряжение двойных связей через три кольца агликоновой группы, что способствует поглощению фотонов в видимой части спектра. Добавление основания нарушает сопряжение двойных связей между вторым и третьим кольцами, что приводит к поглощению фотонов в ультрафиолетовой части спектра.
Влияние изменения значения pH на увеличение числа сопряженных двойных связей в молекуле понижает энергетический уровень электронного перехода между основным и возбужденным состояниями, что приводит к поглощению фотонов на большей длине волны [98].


1.6 Постановка задачи исследования
В свете вышеизложенного, в настоящей работе представлял интерес исследование особенностей формирования водных дисперсий наночастиц биополимеров, получения пленок, гелей с капсулированным активным веществом на их основе и их применение в агропродовольственном секторе, в частности в качестве пищевой упаковки.
Для достижения цели требуется решить следующие задачи:
· Установление оптимальных условий получения биополимерных латексов, устойчивой дисперсии наночастиц белка проламина методом осаждения антирастворителем для получения микро- и нанокапсул на его основе;
· Определение оптимальных параметров получения пленок на основе зеина с капсулированным биологически-активным веществом карвакролом путем изучения водобарьерных (влагопоглощение и растворимость в воде) и оптических свойств пленок влагопоглощающих (условия) с определением эффективности капсулирования карвакрола и его высвобождения, а также изучения антимикробной активности полученных пленок.
· Исследование особенностей получения фиброина шелка Bombyx mori  и его коллоидно-химических свойств путем определения оптимального протокола выделения фиброина шелка для получения пленок и гелей на его основе;
· Выявление особенностей взаимодействия и образования полиэлектолитных комплексов фиброина шелка с биополимерами, такими как ПАК и зеин путем изучения коллоидно химических свойств и физико-химических характеристик
· Получение гидрогелей на основе фиброина шелка, а также с зеином и определение оптимальных условий его получения через изучение времени гелеобразования, реологических и механических свойств
· Получение рН-чувствительных пленок на основе фиброина шелка и исследование их физико-химических характеристик.


2	ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

[bookmark: _Hlk173427429]2.1 Объекты исследования
Проламин кукурузы – зеин, полиакриловая кислота, карвакрол, гуммиарабик – производства  Sigma-Aldrich, этанол (96 %) – производства Reahem, Serbia, гидроксид натрия и хлористоводородная кислота – производства ZorkaPharm, Serbia, неионогенные ПАВ Tween 20 и Tween 80 – производства SERVA Electrophoresis GmbH, Germany, карбонат натрия – производства  Loba Сhemie Put. Ltd, Индия, бромид лития, аммиак, а микрогранулы гидроксида натрия - производства Lach-Ner, s.r.o., Чешская Республика, коконы шелкопряда Bombyx mori были получены от фермерского кооператива в Ухане, Китай. Все остальные реагенты были аналитического класса, кроме указанных, и использовались без дополнительной очистки. В качестве растворителя во всех экспериментах использовали дистиллированную воду.
Подробная информация о физико-химических характеристиках использованных реагентов приведена в таблице 1.

Таблица 1 – Физико-химические характеристики реагентов 

	№
	Название 
	Химическая формула
	Mолекулярная масса, г/моль
	Чистота,% 
	Фирма 

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	1. 
	Зеин
	Проламин кукурузы
	22000-24000
	99,5
	Sigma-Aldrich

	2. 
	Коконы шелкопряда Bombyx mori
	[C₂H₄NO]ₙ
	20000-300000
	95
	Bombyx mori из Wuhan, China

	3. 
	Карвакрол
	C6H3CH3(OH)(C3H7)

	150,22
	98
	Sigma-Aldrich

	4. 
	Этанол
	С2Н5ОН
	46,068
	96
	Reahem

	5. 
	Гидроксид натрия
	NaOH
	39,997
	99
	ZorkaPharm

	6. 
	Бромистый литий
	LiBr
	86,845
	99
	Sigma-Aldrich

	7. 
	Пропиленгликоль
	C₃H₈O₂
	76,09
	>99,5
	Centrohem,Serbia

	8. 
	Карбонат натрия
	Na2CO3
	105,989
	99,5 
	Loba chemie Put. Ltd.



Продолжение таблицы 1 
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	9. 
	Целлюлозная мембрана
	(C₆H₁₀O₅)n
	14000
	162,141
	Sigma-Aldrich

	10. 
	Соляная кислота
	HCl
	36,46
	37 
	ZorkaPharm

	11. 
	Микрогранулы гидроксида натрия
	NaOH
	39,997
	98 
	Lach-Ner

	12. 
	Полиакриловая кислота (ПАК)
	
(C2H3COOH)n

	1033000
	99 
	Sigma-Aldrich

	13. 
	Полиакриловая кислота (ПАК)
	
(C2H3COOH)n

	1800
	99 
	Sigma-Aldrich

	14. 
	Аммиак
	NH3
	17
	28 
	Sigma-Aldrich

	15. 
	 Хитозан
	(C6H11NO4)n
	200000
	75

	Sigma-Aldrich

	16. 
	Гиалуроновая кислота (GA)
	(C14H21NO11)n
	200000
	95
	Sigma-Aldrich



2.2. Методы исследования

2.2.1 Получение наночастиц зеина  
2 % мас. исходный раствор зеина готовили в герметичных колбах на 100 мл путем растворения зеина в 90 %-ном (об./об.) этаноле при постоянном перемешивании магнитной мешалкой в ​​течение 1 часа. Затем раствор оставляли на ночь для полного растворения молекул зеина и фильтровали через количественную фильтровальную бумагу.
Дисперсии зеина в воде были получены путем осаждения антирастворителями [99]. Этанол удаляли из дисперсий путем роторного испарения (Rotavapor R300, Büchi, Switzerland).
2.2.2 Получение нанокапсул с активным веществом 
Дисперсии нанокапсул зеина в воде были получены соосаждением зеина и карвакрола из водно-этанольных растворов зеина в антирастворителе. Сначала зеин растворяли в 90 %-ном водном этаноле путем перемешивания на магнитной мешалке в течение 1 часа для получения 10 %-ные исходного раствора. Затем растворы оставляли на ночь в герметично закрытом контейнере при комнатной температуре для обеспечения полного растворения зеина и фильтровали через фильтровальную бумагу для количественного определения для удаления любых нерастворимых примесей. После фильтрации к растворам зеина добавляли карвакрол в четырех различных концентрациях – 0, 5, 10 и 20 % от массы зеина. Полученные таким образом исходные растворы по каплям добавляли к объему воды в соотношении 1/4 по объему исходный раствор/вода при слабом перемешивании на магнитной мешалке. Перемешивание продолжали в течение 30 мин для полного осаждения зеина и инкапсулирования карвакрола. Таким образом было получено 100 мл дисперсии наночастиц зеина.
2.2.3 Определение размера и дзета-потенциала наночастиц зеина
Дзета-потенциал () и средний диаметр (d) наночастиц зеина измерялись методом динамического светорассеяния (DLS) с использованием ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd, Великобритания) при 25 0C. Для измерения дзета-потенциала использовалась капиллярная ячейка (DTS 1060), а для измерения размера частиц - одноразовая полистирольная кювета (DTS 0012). Измерения проводились трехкратно для каждого образца при восьми различных значениях pH (pH = 3-10), и средние значения приведены в работе.
2.2.4 Определение эффективности инкапсуляции зеина в нанокапсулы
3 мл очищенной суспензии нанокапсул растворяли в 8 г 96 % об. об. этанола. Содержание карвакрола определяли спектрофотометрически (Halo DB-20S UV-VIS Double Beam, Dynamica, Switzerland) путем измерения поглощения при 275 нм. 0,14 % мас. раствор зеина использовали в качестве стандартного раствора. Калибровочную кривую для спектрофотометрического определения карвакрола готовили из 0,14 % мас. раствора зеина, содержащий различные концентрации карвакрола.
2.2.5 Исследование солюбилизации карвакрола в стоковой среде
Предельную концентрацию добавки карвакрола в 1 % мас./об. растворах Тween-20 и 1 % мас./об. Тween-80 определяли спектрофотометрически (Halo DB-20S UV-VIS Double Beam, Dynamica, Швейцария) для оценки пригодности использования раствора Тween в качестве стоковой среды при тестировании высвобождения капсулированного карвакрола. Карвакрол добавляли в аликвотах по 15 мкл к 100 мл 1 % мас./об. растворов Тween 20 и 1 % мас./об. Тween 80 в экстракционной воронке для получения смесей с различными концентрациями карвакрола (от 0,015 % об./об. до 0,18 % об./об.). Смеси энергично встряхивали и измеряли поглощение при 275 нм. Смеси становились мутными, и поглощение резко увеличивалось при достижении предельно допустимой концентрации добавки, что указывало на насыщение мицелл Tween солюбилизированным карвакролом и эмульгирование нерастворимого карвакрола.
2.2.6 Получение фиброина шелка
Фиброин шелка SF получен из коконов шелкопряда B. mori с использованием двухступенчатой процедуры. Первый этап включал обезжиривание, то есть удаление серицина с помощью кипящего 0,5 % мас./об. раствора Na2CO3 из измельченных шелковых коконов, последующее промывание водой при 40 0C, повторенное три раза. После этого обезжиренный SF был высушен при комнатной температуре в течение ночи. Второй этап включал растворение обезжиренных волокон SF с использованием раствора LiBr или трехкомпонентной смеси CaCl2:H2O: С2Н5ОН.
Обезжиренный и высушенный SF добавлен в трехкомпонентную смесь CaCl2:H2O:С2Н5ОН с молярным соотношением 1:8:2 для получения растворов SF двух различных концентраций, 2 % и 15 % мас./об. Смесь нагревали в водяной бане при 60 °C. После растворения SF раствор очищен с использованием диализа и центрифугирования.
С другой стороны, обезжиренные волокна SF также растворялись в растворе LiBr концентрацией 9,3 M для получения раствора концентрации 10% мас./об. Волокна SF замачивали в растворе 9,3 M LiBr и смесь нагревали в водяной бане при 60 °C в течение 90 минут. Проводили диализ полученного раствора с использованием мембраны в течение 72 часов для удаления избытка соли. Диализ выполнялся при комнатной температуре с постоянным перемешиванием. После диализа раствор центрифугировали при 5000 об/мин в течение 20 минут и фильтровали через фильтр с порами размером 8,0 µm для удаления остаточных примесей и нерастворившихся волокон. Итоговый раствор SF, полученный с использованием LiBr, сравнивали с ранее подготовленным раствором SF с использованием CaCl2:H2O:С2Н5ОН.
Для определения конечной концентрации водных растворов SF использовался гравиметрический метод путем измерения содержания сухого вещества. Для получения более концентрированных растворов SF использовали вакуумную испарительную и спрей-сушку.
2.2.7 Определение изоэлектрической точки биополимеров
Для определения изоэлектрической точки (pI) использованы различные методы, в частности определение дзета-потенциала и мутности раствора SF и потенциометрическое титрование.
Для измерения дзета-потенциала раствор SF готовили по ранее определенному протоколу, а дзета-потенциал SF измеряли при восьми различных значениях рН в диапазоне рН 3,0-7,0 с помощью ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd, Великобритания) при 25 °C. Перед измерением раствор SF разбавляли дистиллированной водой до общей концентрации белка 0,1 % мас./об. pH образцов регулировали с помощью 0,1 и 0,01 М HCl. Измерения дзета-потенциала проводили в трех экземплярах и приводили средние значения. pI определяли как pH, при котором дзета-потенциал SF равен нулю мВ.
Турбидиметрические измерения проводили на спектрофотометре HALO DB-20S UV-VIS (Dynamica, Австрия) при девяти различных значениях рН в диапазоне от 3,0 до 6,0. Мутность 1,0 % мас/об. растворов SF при различных значениях pH определяли путем измерения пропускания образцов при 500 нм. Все измерения проводились в ячейках длиной 1 см, в дистиллированной воде при комнатной температуре. Измерения для всех образцов проводились в трех экземплярах. Мутность образцов SF рассчитывали по уравнению 1 [100]: 

     		(1)

На основании максимального значения мутности можно определить pI SF. 
Для определения изоэлектрической точки pI методом потенциометрического титрования раствор SF 0.1 % мас./об титровали титрантом 0,01 M HCl при комнатной температуре, и pH раствора измеряли с использованием лабораторного pH-метра (Metrohm, Швейцария). Кривая титрования pH в зависимости от объема HCl была получена на основе результатов измерений. pI SF была определена из полученной кривой титрования, основываясь на эквивалентной точке титрования. Эквивалентная точка была определена по зависимости ∆pH/∆V от объема HCl. 
[bookmark: _Toc169340819]2.2.8 Вискозиметрические измерения 
Старение свежего раствора SF исследовали в течение 21 дня, измеряя время протекания раствора через капиллярный вискозиметр Cannon 50 (E599) при температуре 30 ± 0,1 °C. Изменение времени течения в течение нескольких дней указывает на изменение вязкости и старение раствора SF. Раствор SF был приготовлен и разбавлен для получения пяти различных концентраций раствора SF. Сухое вещество исходного раствора определено гравиметрически и составило 4,7 % мас./об. Время течения каждого раствора измерялось каждые четыре дня. На основании полученных результатов рассчитывалась относительная вязкость и отслеживалось изменение относительной вязкости с течением времени. 
С целью выявления влияния температуры, внутреннюю вязкость ([η]) определяли с помощью капиллярного вискозиметра Cannon 50.  Измерения вязкости проводились на капиллярном вискозиметре, погруженном в термостатическую ванну при шести различных температурах от 10 до 70 °C. Путем последовательного разбавления исходного раствора SF дистиллированной водой непосредственно в вискозиметре были приготовлены различные концентрации SF. Перед измерениями каждый раствор выдерживали при температуре измерения не менее 90 минут после разбавления, чтобы стабилизировать раствор белка после добавления растворителя и достичь температуры измерения. Для каждой концентрации SF время потока определяли не менее пяти раз с хорошей воспроизводимостью и рассчитывали средние значения. Результаты, полученные при измерении времени течения растворов SF и воды, были выражены в виде относительной, удельной и приведенной вязкости (уравнения 2 - 4):

rel = t/t0 						(2)
sp = t-t0 /t0 =rel -1 					(3)
red =sp /c 						(4)

где t - время течения раствора полимера, t0 - время течения растворителя, c - концентрация раствора полимера. 
Внутренняя вязкость [ƞ] SF может быть получена путем экстраполяции lnrel/c и sp /c к нулевой концентрации, согласно уравнению 5 [101]:

[ ]  limc0 (lnrel /c) lim c0sp /c					(5)

Концентрация перекрытия (c*) SF оценивалась по уравнению 6: 

							(6)

[bookmark: _Toc169340821]2.2.9 Исследование поверхностного натяжения  
Измерения поверхностного натяжения растворов SF с десятью различными концентрациями от 0,013 до 6,67 % мас./об., были проведены с использованием тензиометра Sigma 703D (KSV Instruments, Финляндия) методом кольца Ду Нуа при температуре 25 ± 0.1 °C. и методом анализа формы капли на приборе РАТ (Profile analysis tensiometer). 
Принцип измерения поверхностного натяжения методом анализа формы капли состоит в том, что определяют координаты жидкой капли с помощью изображений, полученных с помощью видеокамеры (слева), и затем сравнивают полученные координаты с координатами капли, рассчитанные теоретически из уравнения Гаусса-Лапласа, которое представляет собой зависимость между кривизной мениска жидкого и σ поверхностным натяжением по уравнению:

[image: ][image: ],                                      (7)

где, R1 и R2 являются основными радиусами кривизны, ΔP0 является разностью давлений в эталонной плоскости, Δρ разность плотности, g ускорение силы тяжести, и z является вертикальной высотой эталонной плоскости.
Перед измерениями кольцо погружалось в раствор ниже поверхности, и поверхность оставлялась для эквилибровки на 15 минут. Для каждой концентрации проводилось не менее трех измерений, и усредненные значения были зафиксированы.
[bookmark: _Toc169340822]2.2.10 Определение молекулярной массы фиброина шелка с помощью электрофореза в полиакриламидном геле с додецилсульфатом натрия (SDS-PAGE)
Молекулярную массу SF определяли методом полиакриламидного гель-электрофореза с додецилсульфатом натрия, описанным по методу Laemmli [102] с некоторыми поправками. Полиакриламидный гель-электрофорез (PAGE) в присутствии анионного детергента, додецилсульфата натрия (SDS), оказался полезным методом разделения белков и определения их молекулярной массы. Гелевая система состоит из 4 % об./об. акриламидного геля для укладки и 12 % об./об. акриламидного геля для разделения. Образцы готовили путем добавления 0,5 мл 2 %-ного раствора SF в 0,5 мл буфера Tris/Gly (pH 6,8), содержащего 20 г/л SDS и 50 г/л 2-меркаптоэтанола. После подготовки гелей и образцов аппарат для электрофореза (Multi Drive XL, Pharmacia, Швеция) включали в работу при 50 мА, при температуре 25 C, пока окрашенный трекер не достигал дна каждого геля. По окончании электрофореза гели окрашивали 0,2 % масс./об. Coomassie brilliant blue R-250 в 10 % об./об. уксусной кислоты. Гели выдерживали в течение 48 ч в 10 % об./об. уксусной кислоты, содержащей 40 % об./об. метанола.


2.2.11 Получение пленок на основе зеина 
[bookmark: _Hlk205204058]Пленки зеина получали путем заливки 2 % массовых дисперсий нанокапсул зеина в круглые силиконовые формы (d = 3,5 см) и сушки при 50°С в течение 24 ч с получением пленок, содержащих 0,1 г зеина. Для получения пленок зеина использовали дисперсии зеина с четырьмя различными концентрациями карвакрола (0, 5, 10 и 20 % от массы зеина) и 30 % пропиленгликоля. Полученные пленки зеина хранили при температуре 4°С до проведения характеризации. Влажность пленок зеина, выдержанных в эксикаторе в течение 24 ч, составила 9,17 ± 0,6 %, определенная по стандартам AOAC (2000).
2.2.12 Определение эффективности инкапсуляции и высвобождения карвакрола из пленок на основе зеина
Эффективность инкапсуляции и высвобождение карвакрола из зеиновых пленок определяли спектрофотометрически при длине волны 275 нм, используя в качестве среды высвобождения 1 % раствор Тween 20. А именно, три образца пленки каждой концентрации карвакрола помещали отдельно в 50 мл 1 % раствора Тween 20 и слегка перемешивали магнитной мешалкой. Образцы стоковой среды по 4 мл отбирали периодически через 0,5, 1, 2, 4, 8, 24 и 48 часов и измеряли поглощение. После каждого отбора проб взятый объем компенсировали 4 мл свежего раствора Тween 20. Количество высвободившегося карвакрола контролировали до тех пор, пока концентрация карвакрола в среде высвобождения не становилась постоянной (48 часов). Максимальное значение высвободившегося карвакрола считали общим количеством инкапсулированного карвакрола, а эффективность инкапсулирования (ЭИ) рассчитывали по уравнению (8):

          			                (8)

где me — масса инкапсулированного карвакрола, исходя из максимального значения высвободившегося карвакрола, а m0 — масса карвакрола, первоначально добавленного к раствору зеина во время приготовления НК. Соответственно, доля высвобожденного карвакрола рассчитывалась по уравнению (9):

                		             (9)

где mr — масса высвободившегося карвакрола через определенный период времени (0,5, 1, 2, 4, 8, 24 или 48 ч).

2.2.13 Определение антимикробной активности пленок на основе зеина с карвакролом
Антимикробную активность тестировали на основании стандартного метода определения антимикробной активности иммобилизованных противомикробных агентов в условиях динамического контакта (ASTM E2149), используя метод, предложенный [103] с некоторыми изменениями. В качестве тест-микроорганизма (МО) использовали грамположительные бактерии Staphylococcus aureus, АТСС 6538. Для приготовления тестов суспензии бактериальных клеток использовали 24-часовые бактериальные культуры, выращенные на агаре Мюллера-Хинтона (Merck, Германия). Клетки собирали стерильной петлей в 10 мл 0,85 % стерильного физиологического раствора. Клеточную суспензию доводили физиологическим раствором до конечной концентрации 1×108 колониеобразующих единиц КОЕ/мл с использованием McFarland Standard (bioMérieux SA, Франция) и денситометра McFarland (Biosan SIA, Латвия). Полученную клеточную суспензию разводили 0,85 % стерильным физиологическим раствором до конечной концентрации 1×106 КОЕ/мл и использовали этот раствор в качестве рабочей бактериальной суспензии. 665 мкл приготовленной суспензии МО переносили в колбы Эрленмейера с 16 мл 0,85 % стерильного физиологического раствора, содержащего 0,5 % Твина 20. Также помещали стерильные zFc с 0 % и 20 % карвакрола, площадь контактной поверхности которых составляла 9,61 см2 в суспензии МО и инкубировали при 35°С ± 2 в течение 24 ч при встряхивании со скоростью 120 об/мин в орбитальном шейкере-инкубаторе ES-20 (Biosan, Латвия). Пробы по 1 мл отбирали через 3 и 24 часа, серийно разводили и по одному миллилитру переносили в чашки Петри, в которые наливали агар Мюллера-Хинтона, и инкубировали при 37°С в течение 24 часов. После инкубации подсчитывали общее количество МО и определяли процент снижения по уравнению (10):

         				(10)

где A — концентрация МО в суспензии сразу после добавления zFc, а B — концентрация МО в суспензии после инкубации (3 ч или 24 ч).

2.2.14 Получение и характеризация пленок на основе фиброина
Пленки из шелкового фиброина были приготовлены из раствора шелкового фиброина следующим образом: 3 г диализированного раствора шелкового фиброина были залиты в силиконовые формы (диаметром 3.5 см) и высушены в течение 24 ч при 40 °C. Перед заливкой в раствор шелкового фиброина было добавлено 20 % масс./масс. полиэтиленгликоля (PEG 200) в качестве пластификатора. Перед сушкой раствор шелкового фиброина с пластификатором был оставлен на ночь в холодильнике для полного растворения PEG и удаления воздушных пузырей. Сухие пленки были извлечены из форм и хранились при комнатной температуре до проведения дальнейшей характеризации.
Пленки из шелкового фиброина, реагирующие на изменение pH, приготовлены с использованием экстракта красной капусты в качестве индикатора pH. В частности, диализированный раствор шелкового фиброина был смешан с 20 % масс/масс пластификатора (PEG 200) и аккуратно перемешан в течение 15 мин. После добавления пластификатора раствор шелкового фиброина был разделен на две партии, и pH был отрегулирован в одной партии до pH 3, а в другой - до pH 7. Индикатор - экстракт красной капусты был добавлен в обе партии для получения концентрации индикатора 35% масс./масс. на основе сухого вещества. Подготовленные таким образом растворы были оставлены на ночь, а затем залиты в силиконовые формы и сушились при 40 °C в течение 24 часов.
2.2.15 Определение физико-химических параметров пленок
Толщину пленок зеина определяли цифровым микрометром (Mitutoyo, Германия) как среднее значение десяти пленок, при этом толщину каждой пленки измеряли не менее чем в пяти разных точках. Средняя толщина пленок зеина с 0, 5, 10 и 20 % карвакрола составила 56,7 ± 17,7 мкм, 57,5 ± 18,0 мкм, 56,4 ± 10,7 мкм и 61,9 ± 21,6 мкм соответственно.
Влагопоглощение пленок зеина и фиброина шелка при относительной влажности (ОВ) 65 % и температуре 20 ± 2°С определяли гравиметрически по методу [27]. Пленки сначала кондиционировали в эксикаторе с относительной влажностью 0 % в течение 24 часов. После этого пленки помещали в эксикатор с ОВ = 65 % (полученный насыщенным раствором бромида натрия) на следующие 72 часа. Пленки взвешивали до и через каждые 24 ч после помещения во влажный эксикатор m0 и mn соответственно. Измерения проводились трехкратно и применялись средние значения Поглощение влаги рассчитывали по уравнению (11):

			(11)

Растворимость пленок зеина в воде определяли гравиметрически. Пленки зеина помещали в эксикатор на 24 ч, взвешивали и в полученную массу пленок вносили поправку на остаточную влагу для получения массы пленки зеина (mf). Затем пленки замачивали в 50 мл деминерализованной воды и оставляли на 24 часа. Наконец, пленки сушили при 105°С до постоянной массы и взвешивали для получения массы нерастворимой части пленки (mi). Измерения проводились трехкратно и применялись средние значения. Растворимость (S) рассчитывали по уравнению (12):

					(12)

Проницаемость водяного пара для пленок SF определяли следующим образом: Пленки SF сначала кондиционировали в течение 24 ч в эксикаторе при относительной влажности 65 % для получения постоянной влажности пленки. Приблизительно 7 мл деминерализованной воды помещали в пластиковые сосуды с винтовой горловиной, а сверху на каждый сосуд помещали кругообразно вырезанные кондиционированные пленки SF. Сосуды закрывали винтовыми крышками, каждая из которых имела круглое отверстие с диаметром d = 1,78 мм. Между пленкой и крышкой помещали силиконовые кольца с отверстием того же размера, чтобы убедиться, что сосуды правильно запечатаны. Герметичные сосуды взвешивали (m0) и помещали в сушильный шкаф с сухим силикагелем. Миграцию водяного пара через пленку отслеживали гравиметрически, измеряя массу запечатанных сосудов каждый час в течение первых 6 ч, а затем каждые 24 ч в течение трех дней. Была получена линейная зависимость между массой сосуда и временем, и из графика был определен наклон (k) для каждого сосуда, т.е. для каждой испытуемой SF-пленки. Затем с помощью уравнения 9 была рассчитана скорость пропускания водяных паров (WVTR) рассчитывали по уравнению 13:

      					(13)

где SA - площадь открытой поверхности пленки. Затем WVP рассчитывается с помощью уравнения 14:

   					 (14)

где l - толщина пленки, а ΔP - разница давления водяного пара между сосудом (RH 100 %) и осушителем (RH 0 %) при комнатной температуре, т.е. ΔP = 3. 17 кПа.

Измерения непрозрачности пленки проводили в соответствии с методом [8]. Полоску зеиновой пленки разрезали так, чтобы она поместилась в ячейку спектрофотометра UV-VIS (HALO DB-20S, Dynamica, Австрия). Полоску помещали в ячейку и измеряли поглощение при 600 нм. Непрозрачность (O) рассчитывали по  уравнению (15):

	 				(15)

где A — поглощение при 600 нм, а l — толщина пленки. Измерения проводились трехкратно и применялись средние значения.

Цвет пленок зеина и фиброина шелка определяли с помощью MINOLTA Chroma Meter CR 400 с апертурой измерительной головки 8 мм (Konica Minolta Inc., Осака, Япония). Для всех измерений использовался источник света D65 и стандартный угол наблюдения 2°. Цвет зеиновых фиброиновых пленок выражали по системе CIE L*a*b*. Параметр L* соответствует светлоте пленки, а параметры a* и b* соответствуют преобладающему цвету пленки. Положительные значения a* соответствуют преобладающему красному цвету, а отрицательные значения a* — преобладающему зеленому цвету. Положительные значения b* соответствуют преобладающему желтому цвету, а отрицательные значения b* — преобладающему синему цвету. Измерения проводились, по крайней мере, с десятью пленками, наложенными друг на друга, чтобы избежать ошибок из-за прозрачности пленок. 
Общая цветовая разница ΔE* рассчитывалась для каждого типа пленки по уравнению (16):

      		(16)   
                                                                 
где  рассчитаны с использованием абсолютно прозрачной пленки в качестве эталона (L*=0, a*=0, b*=0).
Цвет пленок фиброина шелка с регулированным pH 3 и с экстрактом краснокочанной капусты в качестве индикатора pH также определяли с помощью MINOLTA Chroma Meter CR 400. Пленки SF сначала кондиционировали в эксикаторе с относительной влажностью 65% для получения постоянной влажности пленки. Примерно 5 мл раствора аммиака с концентрацией 1 М, 0,1 М и 0,01 М помещали внутрь стеклянных сосудов, а сверху каждого сосуда помещали кондиционированные пленки SF, вырезанные по окружности.  
Механические свойства пленок зеина и фиброина шелка исследовали с помощью Tensile Tester EZ-LX (Shimadzu, Япония). Пленки предварительно кондиционировали при относительной влажности 65% и разрезали на полосы шириной 10 мм. Полоски пленки помещали в захваты испытательной машины, установленные на исходное расстояние захвата 19 мм и применяли скорость траверсы 1 мм/мин. Определены предел прочности, удлинение при разрыве и модуль Юнга. Измерения проводились трехкратно и использовались средние значения.
[bookmark: _Toc169340830]2.2.16 Получение композитных материалов на основе фиброина шелка с зеином и исследование их взаимодействия
Взаимодействие SF с Z исследовали путем смешивания 0,5 %, 1 % и 2 % масс/об раствора SF с 1 % дисперсии наночастиц (НЧ) Z в соотношении 1:1 об./об при нативном pH и pH 5. Визуальный вид смесей наблюдали, а размер полученных агрегатов определяли с помощью ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd, Великобритания). Взаимодействие SF и Z также исследовали при титровании 0,8 % масс./об. раствора SF с 0,8 % масс./об. дисперсии наночастиц Z. Аликвоты дисперсии НЧ зеина объемом 1 мл добавляли в 10 мл раствора SF и определяли размер полученных частиц.  
Взаимодействие наночастиц SF и Z также исследовали в водной среде. А именно, порошок SF был получен после сушки диализированного водного раствора SF с помощью минираспылителя Buchi (Buchi, Швейцария) при следующих условиях: температура на входе 170 °C, расход воздуха 700 и давление 2,5 бара. Полученный порошок SF хранили в дезсредстве до дальнейшего использования. Подготовленный порошок SF диспергировали в дистиллированной воде для получения дисперсий НЧ с содержанием SF 1 % масс. Суспензию наночастиц Z в воде получали путем осаждения антирастворителями этанольного раствора Z в воде. Сначала Z растворяли в 90 %-ном этаноле при перемешивании на магнитной мешалке в течение 1 ч, чтобы получить 5 %-ные маточные растворы. Затем растворы оставляли на ночь в герметичном контейнере при комнатной температуре для полного растворения Z и фильтровали через фильтровальную бумагу для удаления нерастворимых примесей. Полученные таким образом исходные растворы по каплям добавляли в основной объем воды в соотношении 1/4 объема исходного раствора/воды при слабом перемешивании на магнитной мешалке. Перемешивание продолжали в течение 30 мин для полного осаждения Z. Затем pH восьми различных порций по 15 мл из каждой суспензии регулировали до значений 3-10. Порции суспензий Z и SF с соответствующим pH были смешаны и охарактеризованы. Дзета-потенциал и мутность были измерены на следующий день в каждой смеси.
[bookmark: _Toc169340835]2.2.17 Получение гелей на основе фиброина шелка  и его композитов
Для приготовления гелей SF использовались две различные формы SF - сухой порошок SF и водный раствор SF. А именно, предварительно высушенный порошок SF диспергировали в дистиллированной воде для получения дисперсий с содержанием SF 0,5 %, 1 %, 2 % и 4 % масс./об. Приготовленные дисперсии выдерживали при комнатной температуре до гелеобразования и получали гели из дисперсий SF (гели SFd). Кроме того, ранее приготовленные очищенные растворы SF разбавляли дистиллированной водой, чтобы получить 0,5 %, 1 %, 2 % и 4 % растворы SF. Разбавленные растворы также выдерживали при комнатной температуре до образования гелей (SF). Время гелеобразования (в днях) определяли с помощью реометра HAAKE RheoStress RS600 (Thermo Electron GmbH, Германия). Кривые течения записывали ежедневно, пока образцы растворов и дисперсий не переходили из ньютоновского состояния в неньютоновское.  
[bookmark: _Toc169340837]2.2.18 Исследования реологических свойств гелей на основе фиброина шелка  и его композитов 
Реологические свойства гелей SFd и SFs определяли на реометре HAAKE RheoStress RS600 (Thermo Electron GmbH, Германия) при комнатной температуре. Для всех измерений использовалась конусно-пластинчатая геометрия (d = 60 мм, h = 1°). Кривые течения всех образцов геля получали путем непрерывного линейного увеличения скорости сдвига,  (s-1, от нулевой ( = 0) до максимальной (max = 100 с-1 ) в течение 3 мин, и в обратном направлении (после 3 мин сдвига при max), также в течение 3 мин. На основании полученных кривых течения определяли тип жидкости и площадь тиксотропной петли для каждого геля. Кроме того, для исследования вязкоупругих свойств гелей SFd и SFs были проведены осцилляторные измерения. Для определения вязкоупругих свойств образцов гелей использовали метод амплитудной развертки с напряжением сдвига в диапазоне 0,01 - 500 Па. Частота колебаний составляла 1 Гц. Значения плато модуля сохранения, G', и модуля потерь, G'', определяли по линейной вязкоупругой области (LVR). Кроме того, прочность геля оценивали по значениям G' и G" в пределах LVR. Все измерения проводились в день гелеобразования для каждого образца геля.
[bookmark: _Toc169340838]2.2.19 ИК-Фурье спектроскопия   
[bookmark: _Toc169340839]ИК-Фурье спектры порошка SF, раствора SF и гелей SFd и SFs были получены на ИК-Фурье спектрофотометре IRAffinity-1S (Shimadzu, Япония). Спектры регистрировались в диапазоне от 4000 до 700 см-1 , в режиме пропускания. 
2.2.20 Приготовление и характеризация гелей на основе композита фиброина шелка с зеином
Жидкие гели с высоким содержанием SF были приготовлены с использованием суспензии порошка SF в сочетании с суспензией наночастиц Z, без корректировки pH. Порошок SF был получен после сушки раствора SF с помощью распылительной сушки, как было описано ранее. Порошок SF диспергировали в дистиллированной воде для получения 1 % и 2 % мас./об. дисперсий. Дисперсии наночастиц зеина в количестве 1 % и 2 % мас./об. были приготовлены из этанольного раствора Z путем осаждения антирастворителем. Дисперсии SF и Z смешивали для получения смесей с соотношением SF : Z 1:1 и 2:1. 
Для приготовления гидрогелей с высоким содержанием SF при pH 9 использовались два различных метода: диспергирование порошка SF в воде по 15 г 0,5 %, 0,8 % и 1 % мас./об. дисперсии SF. 1 %-ная дисперсия наночастиц Z была приготовлена путем осаждения антирастворителем 5 %-ного этанольного раствора зеина в воде. pH всех дисперсий был установлен на 9. Затем 5 г дисперсии SF и 5 г суспензии наночастиц Z смешивали и оставляли до застудневания при комнатной температуре. Остальную часть SF-дисперсии также оставляли до гелеобразования при комнатной температуре, а после гелеобразования 5 г каждого геля смешивали с 5 г свежей суспензии наночастиц Z.   
2.2.21 Статистический анализ
Для статистического анализа использовали односторонний дисперсионный анализ и критерий Тьюки. Экспериментальные данные анализировались методом однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) с доверительным интервалом 95%. Когда это уместно, средние значения сравнивались с помощью теста Тьюки честной значимой разницы (HSD).
2.2.22 Анализ погрешности результатов измерений
Одной из основных задач обработки результатов эксперимента является выявление, оценка величины и, по возможности, устранение всех погрешностей. 
При выполнении экспериментальных работ по определению параметров был проведен анализ погрешности по способу оценки ошибок. 
Оценку измеряемой величины за которую принимают среднее арифметическое значение исправленных результатов измерений, вычисляют по уравнению 17:
[image: https://api.docs.cntd.ru/img/12/00/08/90/16/835a1a7f-ff16-44ee-90cf-34d567351c9f/P00520000.png]						(17)

где, хі - i-й результат измерений; n – число исправленных результатов измерений.
Среднее квадратическое отклонение S группы, содержащей n результатов измерений, вычисляют по уравнению 18:
[image: https://api.docs.cntd.ru/img/12/00/08/90/16/835a1a7f-ff16-44ee-90cf-34d567351c9f/P005A0000.png]                                              (18)

При проведении экспериментов использовались приборы, имеющие класс точности от 0,001-0,20. Погрешность ИК спектрометра составляет ˂0,05 см-1. При измерении размеров и дзета потенциала микро- и нанокапсул среднеквадратичная ошибка составляла  (2,5-2,9) %. Температура лаборатории варьировалась от 20 0С до 24 0С, влажность 67-71 %.
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3 РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

3.1  Установление оптимальных условий получения биополимерных латексов, устойчивой дисперсии наночастиц белка проламина методом осаждения антирастворителем для получения микро- и нанокапсул на его основе

		Анализ зарубежной и отечественной литературы выявил, что оптимальным методом получения наночастиц зеина, основного белка проламина кукурузы, является метод осаждения антирастворителями [20]. Метод основан на различиях растворимости белка в разных растворителях в зависимости от рН, ионной силы и электролитов. 
Подготовлены стабильные дисперсии наночастиц белка проламина в воде. Как указывалась в литературных источниках, зеин легко растворим в 90%-ном этаноле по объему. На рисунке 4 представлены фоторисунок растворов зеина в этаноле при различных концентрациях. 

[image: ]

Рисунок 4 – Фоторисунок растворов зеина  в 90 % об./об. этаноле 

Растворенные молекулы зеина выпадают в осадок, когда водные растворы этанола зеина смешиваются в воде, тем самым образуя наночастицы зеина. Наночастицы зеина с размером частиц d = 100 нм получали перемешиванием 2% раствора зеина в 70 % об./об., 80 % об./об. и 90 % об./об. этанола в воде, в соотношении 1/4 раствора зеина/воды, представленного на рисунке 5 а.
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			а)						б)

Рисунок 5 - Влияние концентрации этанола на размер частиц (а) и дзета-потенциал (б) 2 % латекса зеина, полученного методом осаждения антирастворителем 

Полученные наночастицы зеина положительно заряжены, дзета-потенциал составлял > 30 мВ, представленного на рисунке 5 б. Наночастицы зеина обладают электростатической стабильностью за счет заряда, а готовые латексы зеина являлись устойчивыми против коалесценции в течение не менее 7 дней. При длительном хранении образуется небольшой осадок, который легко диспергируется при мягком перемешивании.
Латексы зеина получали путем смешивания водных растворов этанола в воде в разных соотношениях раствора зеин/вода (1/2, 1/4 и 1/6). Влияние соотношения раствора зеина/вода на размер частиц зеина показано на рисунке 6. 
Размер частиц увеличивается с 86 нм до 159 нм при увеличении соотношения раствора зеин/вода.
Несмотря на эффективность методов, используемых для получения наночастиц зеина, сохраняются значительные проблемы в отношении временной химической стабильности этих систем при различных условиях хранения [27]. Чен и Чжун [28] изучали дисперсии наночастиц зеина и пришли к выводу, что они демонстрируют слабую коллоидную стабильность, легко образуя агрегаты и осаждаются в композициях, теряя при этом функциональность.
Было обнаружено, что при более высоком рН составы наночастиц зеина проявляют агрегацию и осаждение [29] из-за того, что в растворах с рН выше 5 зеин близок к своей изоэлектрической точке (рН 6,2) [22].
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Рисунок 6 - Влияние соотношения 2 % раствора зеин/вода на размер частиц в латексе зеина, полученного методом осаждения антирастворителем

  	Было показано, что в случае ионной силы и рН эти наночастицы обладают высокой способностью к агрегации при низкой концентрации хлорида натрия (NaCl) и нестабильны при рН выше 5. Соль, добавленная к составам, увеличивает ионную силу, с последующим увеличением ван-дер-ваальсовых взаимодействий и гидрофобными эффектами среди белковых цепей, способствуя агрегации и осаждению белков [30]. Аналогичные результаты были получены в других исследованиях [20].
Учитывая, что технология наноинкапсулирования в частицах зеина дает значительный потенциал для разработки композиций, способных улучшить свойства инкапсулированных соединений, важно разработать стратегию для улучшения химической стабильности и продлить срок хранения данных систем.
Рассматриваемые аспекты включают размер частиц, индекс полидисперсности, эффективность капсулирования и высвобождение активного агента в течение длительного периода. Эти проблемы часто не обсуждаются или не представлены в опубликованных исследованиях, но они имеют важное значение для разработки коммерческих продуктов на основе наночастиц зеина.
Влияние рН на осаждение наночастиц зеина указано на рисунке 7. Выявлено, что осаждение наночастиц зеина наблюдалось при рН = 6. При более низких и более высоких значениях рН дисперсии зеина оказались стабильными. pH = 6 соответствует изоэлектрической точке наночастиц зеина.  
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Рисунок 7 - Латексы зеина при разных значениях рН
 
Исследование влияния концентрации частиц зеина CNP на рН представлено на рисунке 8. Было обнаружено, что концентрация зеина не влияет на рН при концентрации более  0,5 % мас./мас. Значение рН латексов, полученных осаждением анти-растворителем, составляло 4 или несколько выше.

[image: ]

Рисунок 8 - Влияние концентрации частиц зеина на рН латекса зеина

Исследование показало, что стабильные латексы зеина могут быть получены путем осаждения антирастворителем из водно-этанольного растворов зеина. Частицы зеина имеют положительный заряд при рН = 4, что обеспечивает их электростатическую устойчивость против флокуляции. Латексы зеина нестабильны при рН = 6. Латексы зеина различного размера частиц могут быть получены путем изменения соотношения раствор зеин/вода. 
 Латексы зеина повышенной концентрации были получены путем увеличения объемного соотношения раствора зеин/вода от 1/6 до 1/2. Влияние объемного соотношения растворов зеин/вода на размер частиц и дзета-потенциал показано на рисунках 9 а и 9 б, соответственно. 
[image: D:\Fakultet\Kazahstan\izvestaj 2 april\var.ratio.d.jpg][image: D:\Fakultet\Kazahstan\izvestaj 2 april\var.ratio.z.jpg]
			а)						б)

Рисунок 9 - Влияние соотношения раствор зеин/вода на средний диаметр (а) и дзета-потенциал (б) наночастиц латекса

Размер наночастиц зеина увеличивается с 86 нм до 160 нм при увеличении соотношения раствора к объему зеина (рисунок 9 а). Зета-потенциал наночастиц зеина существенно не зависит от использования различного соотношения раствор/вода во время осаждения антирастворителями (рисунок 9 б). Полученные латексы были коллоидно стабильными, где было установлено, что дзета-потенциал наночастиц зеина составляет > 30 мВ.
С целью выявления влияния концентрации зеина в водном растворе этанола латексы зеина получали путем осаждения антирастворителями из растворов 0,5 %, 2 %, 5 % и 10 % масс./масс. водно-этанольного раствора зеина, которые были подвергнуты смешиванию в объемном соотношении 1/4 раствора зеин/вода. Таким образом были получены 0,4 %, 1 % и 2 % масс./масс. суспензии наночастиц зеина. Размер частиц зависит от концентрации зеина в водном этаноле во время осаждения антирастворителя. 
На рисунке 10 показана корреляция между концентрацией водно-этанольных растворов зеина и размером наночастиц зеина, полученных осаждением антирастворителем. Размер частиц линейно возрастает по мере увеличения концентрации водно-этанольного раствора зеина. Наряду с наночастицами были получены агрегаты зеина макроскопических размеров при осаждении антирастворителями 5 % и 10 % масс./масс. водно-этанольных растворов. Агрегаты могут быть удалены из суспензий зеина декантированием. Такие агрегаты не наблюдается во время осаждения растворителей в водно- этанольном растворе зеина с концентрацией <2 % масс./масс.
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Рисунок 10 - Влияние концентрации зеина в 90 % водном этаноле на размер частиц зеина, полученный осаждением антирастворителя

С целью выявления возможности повторного диспергирования после лиофилизации оценена возможность получения порошка наночастиц зеина путем лиофилизации суспензий наночастиц зеина. Полученный таким образом порошок может быть затем повторно диспергирован в воде для получения  латексов зеина повышенной концентрации.
1% масс./масс. суспензии зеинов лиофилизировали для получения сухого порошка. SEM-изображения сухого порошка наночастиц показаны на рисунке 10. Можно заметить, что агрегация наночастиц зеина происходили в процессе лиофилизации, образовывались крупные шелушащиеся частицы неправильной формы (рисунок 11). 
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Рисунок 11 - СЭМ-изображения порошка зеина, полученные лиофилизацией суспензий наночастиц зеина

Было предпринято усилие для повторного диспергирования полученного  порошка зеина при интенсивном перемешивании (Ultraturrax), но суспензия не была получена. Вместо этого была получена неустойчивая пена, которая застряла на стенках стеклянной чаши и турбины Ultraturrax (рисунок 12).
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Рисунок 12 - Изображение редиспергированного порошка в воде

Одной из важных характеристик биополимеров является изоэлектрическая точка  pI. Изоэлектрическая точка наночастиц зеина составляет 6,2. Регулируя рН латекса зеина до 6,2, наночастицы зеина теряют заряд и становятся коллоидно неустойчивыми, они объединяются, осаждаются и образуют осадок. Полученный таким образом осадок можно легко отделить от супернатанта декантацией или фильтрацией. Латексы зеина повышенной концентрации могут быть получены путем повторного диспергирования осадка частиц зеина в воде.
Однако эта процедура оказалась не простой. А именно, повторное диспергирование осадка зеинов в воде с рН, доведенным до 4, оказалось затруднительным. Во время повторной дисперсии также образовывалась пена, и только небольшое количество осадка диспергировалось в воде, тогда как большинство частиц оставалось агрегированным (рисунок 13).
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Рисунок 13 - Световая микроскопия изображения суспензии, полученной путем повторной  редиспергирования осадка зеина

Для коммерческого применения необходимо исследование возможности получения более концентрированного раствора зеина. В этой связи латексы зеина успешно концентрировали с помощью роторного испарения до 10 % масс./масс. Такие концентрации могут быть пригодны для коммерческого применения. После нескольких месяцев хранения первоначально жидкий латекс превращался в гелеобразную систему (рисунок 14).
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Рисунок 14 - Изображение 10 % масс./мас. латекса зеина, хранящегося в течение шести месяцев

	Наночастицы зеина с наименьшим размером частиц d≈100 нм были получены при самых низких и самых высоких значениях рН, рН 3 и 4 и рН 9 и 10, соответственно (Рисунок 15). Размер частиц увеличивается, когда рН приближается к pI зеина из-за уменьшения заряда частиц, что приводит к агломерации частиц. 
Существует три механизма при осаждении антирастворителями, которые влияют на размер полученных частиц [16]. Это 1) распад капель этанола с помощью сил сдвига при воздействии на объем воды; 2) коалесценция капель по аналогии с эмульсиями; и 3) затвердевание растворенного материала при истирании растворителя. На динамику данных трех процессов влияют различные параметры, такие как концентрация этанола в водно-этанольном растворе, концентрация вещества, растворенного в водном этаноле,  силы сдвига и т.д. 


Рисунок 15 - Влияние рН на размер частиц наночастиц зеина

SEM-изображения лиофилизированного зеина на рисунке 16. 
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Рисунок 16 -  СЭМ-изображения наночастиц зеина

Во время процесса лиофилизации наночастицы зеина сливаются полностью и отдельные частицы не могут наблюдаться (рисунок 16).  
[bookmark: _Toc18678445]Для удаления этанола из суспензии нанокаспул  использовали ультрафильтрацию. На рисунке 17 показано влияние рН на дзета-потенциал наночастиц зеина до и после ультрафильтрации. 
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Рисунок 17 - Влияние рН на дзета-потенциал наночастиц зеина до и после ультрафильтрации

Можно наблюдать, что дзета-потенциал наночастиц до и после ультрафильтрации одинаков при pH 5, 7 и 8. Абсолютный дзета-потенциал отфильтрованных наночастиц при pH 9 немного выше по сравнению с дзета-потенциалом до фильтрации. При высоком кислотном (3 и 4) и высоком щелочном рН (10) абсолютное значение дзета-потенциала  отфильтрованных наночастиц на 10-20 мВ выше, чем значений наночастиц перед фильтрацией. Эти результаты показали, что процесс ультрафильтрации не влияет на изоэлектрическую точку наночастиц зеина, в то время как электростатическая стабилизация улучшается при высококислотном или высокоосновном pH.
[bookmark: _Hlk206603354]Таким образом, экспериментальные исследования показали возможность получения стабильных дисперсий наночастиц белка проламина в водной среде, а также различные методы увеличения концентрации биополимерных латексов. Установлено, что латексы зеина могут быть эффективно сформированы путем осаждения антирастворителем, а их стабильность обеспечивается положительным зарядом частиц при pH = 4. Определена оптимальная концентрация дисперсий, а также возможность достижения высокой концентрации зеина (до 10% масс./масс.) с использованием ротационного испарения, что открывает перспективы для их коммерческого применения.

	3.2 Определение оптимальных параметров получения пленок на основе зеина с капсулированным биологически-активным веществом карвакролом 

3.2.1 Инкапсуляция биологически активного вещества в наночастицы биополимера зеина
После получения стабильных наночастиц зеина представлял интерес изучение возможности иммерсии биологически активного вещества в наночастицы зеина.
В этой связи проведено инкапсулирование модельного биологически-активного вещеcтва карвакрола в наночастицы биополимера. 
Карвакрол - это моноциклический монотерпеноидный фенол, который в природе встречается в эфирных маслах орегано, майорана, душицы и других растений. Этот компонент известен своими мощными антимикробными, антиоксидантными, противовоспалительными свойствами. Благодаря этому карвакрол нашёл широкое применение в медицине, пищевой промышленности и косметологии.
Карвакрол инкапсулировали в наночастицах зеина путем осаждения антирастворителем из раствора этанола. Во время стадии ультрафильтрации происходит потеря нанокапсул, где выход нанокапсул составляет 44 ± 3,88 %. Эффективность инкапсуляции определяли спектрофотометрически, используя калибровочную кривую (R2 = 0,999) (рисунок 18), где можно видеть, что абсорбция раствора увеличивается с увеличением концентрации карвакрола. 
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Рисунок 18 – Влияние концентрации карвакрола 1% масс./об. раствора Tween 80 на поглощение (калибровочная кривая)

Влияние концентрации карвакрола на поглощение 1 % мас./об. мицеллярных растворов неионных ПАВ Tween 20 и Tween 80 показано на рисунке 19. Согласно рисунку, при низких концентрациях карвакрола растворы остаются оптически прозрачными, где поглощение растворов как Tween 20, так и Tween 80 остается близким к нулю, что указывает на то, что весь добавленный карвакрол растворяется в мицеллах Tween. 
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Рисунок 19 - Влияние концентрации карвакрола на оптическую плотность 1 % мас./об. Tween 20 и 1 % мас./об. растворов Tween 80 в воде. Стрелки указывают максимальную концентрацию добавки (ПДК)
 
При дальнейшем добавлении карвакрола абсорбция растворов ПАВ Tween резко возрастает при достижении максимальной концентрации добавки (MAC). Было обнаружено, что максимальная концентрация добавки для 1 % мас./об. Tween 20 и 1 % мас./об. Tween 80 составляет 0,086 г/100 мл и 0,116 г/100 мл, соответственно. Резкое увеличение оптической плотности связано с эмульгированием нерастворенного карвакрола. 
А именно, при концентрациях карвакрола, превышающих ПДК, все мицеллы Tween насыщаются карвакролом, и любое дальнейшее добавление карвакрола приводит к эмульгированию карвакрола и образованию капель. Эмульгированные капли рассеивают свет, и смеси становятся оптически мутными, что в результате приводит к увеличению измеряемой оптической плотности. Полученные значения ПДК показывают, что как 1 % мас./об. растворы Tween 20, так и 1 % мас./об. растворы Tween 80 успешно солюбилизируют карвакрол, и что оба раствора могут быть использованы в качестве среды-поглотителя для высвобождения инкапсулированного карвакрола.
Высвобождение карвакрола определяли спектрофотометрически в течение 2 часов. Количество высвобожденного карвакрола определяли на основании калибровочной кривой (R2 = 0,995), показанной на рисунке 20, где поглощение раствора увеличивается с увеличением концентрации карвакрола.
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Рисунок 20 - Влияние концентрации карвакрола в 1 % мас./об. растворе Tween 20 на абсорбцию раствора

На рисунке 21 показано высвобождение карвакрола из нанокапсул зеина за 2 ч. Можно заметить, что около 30 % капсулированного карвакрола высвобождается в первые 5 минут. Высвобождение карвакрола из нанокапсул увеличивается в течение 2 часов и достигает 43 %. Через 30 минут высвобождение карвакрола линейно увеличивается во времени.
Результаты данных исследований показывают, что карвакрол может быть успешно инкапсулирован в наночастицы зеина. При этом эффективность инкапсуляции составляла 28 ± 1,44 %, т.е. 28% первоначально добавленного карвакрола инкапсулировали в нанокапсулы зеина. Конечная концентрация карвакрола в наночастицах зеина составляла 1,5 ± 0,08 % мас. на основе массы зеина. 
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Рисунок 21 - Высвобождение карвакрола из нанокапсул зеина за 2 часов

Кроме того, результаты показали, что растворы как Tween 20, так и Tween 80 можно использовать в качестве «стоковой» среды для определения высвобождения карвакрола из нанакапсул зеина. Выделение карвакрола увеличивается во времени и достигает 43 % через 2 часа.
Дисперсии зеиновых нанокапсул (зНК) готовили добавлением 10 % мас. растворы зеина в этаноле с различной концентрацией карвакрола в объеме воды. Следовательно, зеин и карвакрол не растворяются в воде, происходит осаждение и карвакрол инкапсулируется в наночастицы зеина, образуя нанокапсулы матричного типа.
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Рисунок 22 - Дзета-потенциал зНК с 5, 10 и 20 % карвакрола

Дзета-потенциал свежих дисперсий зНК с различной концентрацией карвакрола показан на рисунке 22. Видно, что дзета-потенциал дисперсий находится в пределах от 34,5 до 39,0 мВ независимо от концентрации карвакрола, что указывает на хорошую стабильность всех дисперсий. 
На рисунке 23 показан средний диаметр зНК с различными концентрациями карвакрола. Можно заметить, что средний диаметр зНК составляет менее 150 нм независимо от концентрации карвакрола. Также видно, что концентрация карвакрола существенно не влияет на размер наночастиц.
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[bookmark: _Hlk205204007]Рисунок 23 -  Средний диаметр зНК с 5 %, 10 % и 20 % карвакрола

3.2.2 Получение зеиновых пленок с карвакролом и исследование их физико-химических свойств

Пленки зеина получали путем заливки 2 % массовых дисперсий нанокапсул зеина в круглые силиконовые формы (d = 3,5 см) и сушки при 50°С в течение 24 ч с получением пленок, содержащих 0,1 г зеина. Для получения пленок зеина использовали дисперсии зеина с четырьмя различными концентрациями карвакрола (0, 5, 10 и 20 % от массы зеина) и 30 % пропиленгликоля. Полученные пленки зеина хранили при температуре 4°С до проведения характеризации. Влажность пленок зеина, выдержанных в эксикаторе в течение 24 ч, составила 9,17 ± 0,6 %, определенная по стандартам AOAC (2000).
На рисунке 24 представлены фотоснимки zFc с различным процентным содержанием карвакрола. 
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Рисунок 24 – Фотоснимки zFc с различным процентным содержанием карвакрола

Эффективность инкапсуляции карвакрола в zFc определяли по максимальному высвободившемуся количеству карвакрола. 
Эффективность инкапсуляции и высвобождение карвакрола из зеиновых пленок определяли спектрофотометрически при длине волны 275 нм, используя в качестве среды высвобождения 1 % раствор Тween 20. Максимальное значение высвободившегося карвакрола считали общим количеством инкапсулированного карвакрола, а эффективность инкапсулирования (ЭИ) рассчитывали по уравнению (8):

          			                (8)

где me — масса инкапсулированного карвакрола, исходя из максимального значения высвободившегося карвакрола, а m0 — масса карвакрола, первоначально добавленного к раствору зеина во время приготовления НК. Соответственно, доля высвободившегося карвакрола рассчитывалась по уравнению (9):

                		             (9)

где mr — масса высвободившегося карвакрола через определенный период времени (0,5, 1, 2, 4, 8, 24 или 48 ч).

На рисунке 25 показано влияние времени на высвобождение карвакрола, видно, что около 50 % карвакрола высвобождается через первые 30 минут, независимо от концентрации карвакрола, а большая часть карвакрола высвобождается в течение 8 часов. Также можно заметить, что чем выше концентрация карвакрола, тем выше скорость высвобождения. 
Эффективность инкапсуляции (ЭИ) составила 40,14 ± 0,68 %, 21,98 ± 0,77 % и 13,37 ± 0,28 % для zFc с 5 %, 10 % и 20 % карвакрола соответственно. Тенденция к снижению ЭИ при увеличении концентрации карвакрола может указывать либо на определенную точку насыщения, либо на потерю карвакрола во время высыхания пленки.
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Рисунок 25 - Кривые высвобождения карвакрола из zFc с 5 %, 10 % и 20 % карвакрола

Влагопоглощающие свойства пленок зеина с различной концентрацией карвакрола (zFc), определенные при относительной влажности 65 %, показаны на рисунке 26 А. Все протестированные пленки показали поглощение влаги 3 % или менее. Значимого влияния (р < 0,05) концентрации карвакрола в пленках на влагопоглощающие свойства не выявлено. Однако было замечено, что zFc имеет более низкое поглощение влаги по сравнению с пленками, полученными аналогичным образом без карвакрола [8], несмотря на присутствие пропиленгликоля. Вероятнее всего, это связано с гидрофобной природой карвакрола, которая способствует гидрофобности зеиновых пленок.
Водорастворимость zFc была ниже 10 % для всех протестированных пленок, представленная на рисунке 26 B. Никакой значимой разницы (p < 0,05) не обнаружено между пленками с разными концентрациями карвакрола. Растворимость zFc объясняется наличием полярных аминокислот в молекулярной структуре зеина и добавлением PG, который является высокогигроскопичным соединением. Ни одна из протестированных пленок не распалась во время эксперимента по определению растворимости. При этом растворимость zFc оказалась ниже по сравнению с растворимостью ранее полученных пленок без карвакрола [8]. Это подтверждает предположение о том, что добавление карвакрола способствует повышению водобарьерных свойств зеиновых пленок.
Непрозрачность zFc определяли спектрофотометрически, результаты показаны на рисунке 26 С. Можно заметить, что непрозрачность ниже, когда концентрация карварола составляет 5 и 10 %, и немного выше, когда концентрация карвакрола составляет 0 % и 20 %. Учитывая очень низкие значения непрозрачности и высокое стандартное отклонение для zFc без карвакрола (0 % карвакрола), такое увеличение непрозрачности может быть связано с неоднородностью образца пленки. С другой стороны, увеличение непрозрачности при 20 % карвакрола может указывать на большее количество карвакрола на поверхности пленки. А именно, карвакрол, как эфирное масло, если бы он был обнаружен на поверхности, имел бы форму капель, которые рассеивают свет и способствуют непрозрачности пленки.
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Рисунок 26 - (А) Влагопоглощение, (B) растворимость в воде и (C) непрозрачность zFc с 5 %, 10 % и 20 % карвакрола. Различные буквы на графике обозначают значительные различия (p <0,05), полученные с помощью ANOVA и теста Тьюки HSD.

Координаты трехцветного цвета (L*a*b*) и общая цветовая разница (E) для zFc с различными концентрациями карвакрола показаны в таблице 2. Была значительная разница (p < 0,05) по светлоте между пленкой без карвакрола и пленками с карвакролом. Светлота пленок увеличивалась при добавлении карвакрола. Однако существенной разницы в светлоте между пленками с разными концентрациями карвакрола не было. По значениям параметра а* установлено, что красный цвет в пленках преобладает над зеленым. Тем не менее, все значения параметра a* близки к нулю, что указывает на пока небольшой вклад красного цвета. Положительные значения параметра b* для всех zFc свидетельствуют о преобладании желтого цвета, характерного для зеиновых пленок, представленные в таблице 2. Влияние карвакрола на параметры a* и b* не выявлено. Общая цветовая разница E пленок зеина рассчитывалась на основе абсолютно прозрачной пленки в качестве эталонного значения (L* = 0, a* = 0, b* = 0). Результаты расчетов E представлены в таблице 2, и можно заметить, что E пленки с 0 % карвакрола значительно ниже по сравнению со значениями E других zFc. С другой стороны, не было существенной разницы в E между пленками с разными концентрациями карвакрола (5 %, 10 % и 20 %).

Таблица 2 - Трехстимульные координаты (L*a*b*) для zFc с 5 %, 10 % и 20 % карвакрола. Различные надстрочные буквы (в пределах одного столбца) представляют собой значительные различия (p <0,05), полученные с помощью ANOVA и теста Тьюки HSD.

	Концентрация карвакрола (%)
	L*
	a*
	b*
	E

	0
	62.08 ± 1.76a
	2.41 ± 1.02a
	42.23 ± 0.49a
	75.13 ± 1.69a

	5
	66.81 ± 1.07b
	2.81 ± 0.22a
	46.94 ± 2.51a
	81.72 ± 2.18b

	10
	67.59 ± 1.16b
	2.97 ± 0.11a
	47.51 ± 2.66a
	82.64 ± 2.13b

	20
	65.13 ± 0.79a,b
	3.77 ± 0.53a
	47.63 ± 1.64a
	80.69 ± 1.58a,b



Оценка результатов характеристики пленок показала, что влияние карвакрола на водный барьер и оптические свойства пленок было очень незначительным или отсутствовало вообще.
Для определения механических свойств пленок были определены и оценены прочность на разрыв, удлинение при разрыве и модуль Юнга zFc (таблиц 3). 
Статистический анализ показал, что не было существенной разницы (p <0,05) в механических свойствах между различными образцами zFc, как указано в таблице 3. 

Таблица 3 - Механические свойства zFc с 5, 10 и 20 % карвакрола. Различные надстрочные буквы (в пределах одного столбца) представляют собой значительные различия (p <0,05), полученные с помощью ANOVA и теста Тьюки HSD.

	Концентрация карвакрола (%)
	Предел прочности при растяжении (МПа)
	Относительное удлинение при разрыве (%)
	Модуль Юнга (МПа)

	0
	37.94 ± 6.01a
	4.05 ± 0.76a
	947.26 ± 88.09a

	5
	23.86 ± 4.34a
	3.53 ± 0.29a
	671.27 ± 67.83a

	10
	27.07 ± 5.61a
	3.66 ± 0.35a
	731.04 ± 84.19a

	20
	28.17 ± 3.33a
	4.80 ± 0.74a
	614.36 ± 175.93a



[bookmark: _Hlk205204014]Концентрация карвакрола не влияла на механические свойства zFc. Результаты показали, что пленкообразование zFc одинаково хорошо происходит при каждой концентрации карвакрола. Представленные результаты сопоставимы с результатами, полученными ранее [6]. Показано, что концентрация карвакрола не влияет на механические свойства zFc.
Антимикробную активность пленок с 0 % и 20 % карвакрола проверяли с помощью стандартной методики определения антимикробной активности иммобилизованных противомикробных препаратов в динамических условиях. Жидкую среду суспензии микроорганизмов модифицировали по сравнению со стандартным методом добавлением 0,5 % ПАВ (Tween 20) с целью повышения сродства карвакрола к водной среде и стимуляции его высвобождения. zFc с самой высокой концентрацией карвакрола были выбраны для тестирования антимикробной активности, чтобы исследовать максимальный антимикробный эффект среди приготовленных пленок. Также было показано, что концентрация карвакрола не влияет на свойства пленок, поэтому можно было исходить из самой высокой концентрации карвакрола. Зеиновую пленку с 0 % карвакрола использовали в качестве контрольного образца в этом тесте.
Результаты антимикробной активности zFc с 0 % и 20 % карвакрола, выраженные как процент снижения количества МО в суспензии, представлены на рисунке 27. Можно заметить, что оба zFc вызывали уменьшение количества МО через 3 часа, а также через 24 часа. Снижение составило 8,05±0,40 % и 21,43±10,7 % для zFc с 0 % карвакрола и 20 % карвакрола соответственно, что показывает, что процент снижения zFc с 20 % карвакрола более чем в 2,5 раза больше по сравнению с пленкой без карвакрола. в течение первых 3 ч. Через 24 ч снижение составило 97,07 ± 4,85 в суспензии с пленкой без карвакрола и общее 100% (< 10 КОЕ/мл) для zFc с 20 % карвакрола. 
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Рисунок 27 - Антимикробная активность zFc с 0 % и 20 % карвакрола, выраженная в процентах снижения количества МО в суспензии. Различные буквы на графике обозначают значительные различия (p <0,05), полученные с помощью ANOVA и теста Тьюки HSD

Относительно высокий процент снижения количества МО в суспензии с 0 % карвакролом zFc через 24 ч частично обусловлен антимикробной активностью зеина, а частично - спонтанной гибелью клеток МО из-за недостатка питательных веществ в суспензионной среде. С другой стороны, полная гибель бактерий, наблюдаемая в суспензии с 20 % карвакролом zFc, является результатом антимикробной активности карвакрола и согласуется с ранее полученными результатами, которые показывают антимикробную активность зеиновых пленок, заполненных карвакролом [104].
[bookmark: _Hlk205204024]Таким образом, проведенное исследование показало, что из дисперсий нанокапсул зеина можно получить зеиновые пленки с различной концентрацией карвакрола, с эффективностью инкапсуляции карвакрола до 40 %. Показано, что концентрация карвакрола не влияет ни на размер, ни на дзета-потенциал нанокапсул зеина в водной дисперсии. Кроме того, оценка результатов характеристики пленок показала, что влияние карвакрола на водные барьерные и оптические свойства пленок, а также на механические свойства было очень незначительным или отсутствовало вообще. При контакте с жидкой высвобождающей средой большая часть инкапсулированного карвакрола высвобождается в течение 8 часов. Показано, что антимикробная активность zFc с 20 % карвакрола в динамических условиях достаточна для полной блокировки роста Staphylococcus aureus.

3.3 Исследование особенностей получения фиброина шелка Bombyx mori  и исследование его коллоидно-химических свойств для получения пленок и гелей на его основе

3.3.1 Получение фиброина шелка Bombyx mori и исследование его физико-химических свойств 
В последние годы всё большее внимание международного научного сообщества привлекает фиброин шелка (SF) — биополимер, выделяемый из шелковичных червей Bombyx mori и пауков, таких как Nephila clavipes [44, 45]. Обзор зарубежных исследований свидетельствует о широких возможностях его применения в современных технологиях: от съедобных покрытий и перевязочных средств до решений для тканевой инженерии, эпидермальных сенсоров и материалов, реагирующих на внешние раздражители (stimuli-responsive).
Шелковое волокно состоит преимущественно из двух белков: фиброина и серицина, при этом содержание SF достигает 66,5–81,0 мас. %, в зависимости от штамма [46]. Фиброин формирует сердцевину волокна, покрытую слоем серицина [45].  
Два типа растворителей, LiBr и CaCl2:H2O:С2Н5OH, были протестированы на растворение дегуммированных SF-волокон.
SF был выделен из коконов тутового шелкопряда B. mori с помощью двухступенчатой процедуры. Первым этапом было дегуммирование, т.е. удаление серицина из измельченных шелковых коконов, с помощью кипячения 0,5 % мас./об. раствора Na2CO3 и последующего промывания в воде при 40 °C, которое повторяли три раза. После этого дегуммированный SF сушили при комнатной температуре в течение ночи. Второй этап включал растворение дегуммированных SF-волокон с помощью раствора LiBr или тройной смеси CaCl2:H2O:С2Н5OH. 
Дегуммированный и высушенный SF пропитывали тройной смесью CaCl2:H2O:С2Н5OH, с молярным соотношением 1:8:2, для получения растворов SF двух различных концентраций, 2 % и 15 % мас./об. Смесь нагревали на водяной бане при 60 °C. После растворения раствор SF очищали с помощью диализа и центрифуги (Рисунок 28).
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Рисунок 28 – 2 % раствор (A) и 15 % раствор (B) SF в  смеси CaCl2:H2O:С2Н5OH

С другой стороны, полученные SF-волокна также растворяли в 9,3 М растворе LiBr, чтобы получить 10 % мас. /об.  раствор. SF-волокна пропитывали 9,3 LiBr и смесь нагревали на водяной бане при 60 °C в течение 90 мин. Полученный раствор диализировали против деионизированной воды с использованием мембраны диализной трубки в течение 72 часов для удаления соли. Диализ проводили при комнатной температуре при постоянном перемешивании. После диализа раствор центрифугировали в течение 20 мин при 5 000 об/мин и фильтровали через фильтр с размером пор 8,0 мкм для удаления оставшихся примесей и нерастворенных волокон. Наконец, раствор SF, приготовленный с использованием LiBr, сравнивали с ранее приготовленным раствором SF с использованием CaCl2:H2O: С2Н5OH (Рисунок 29). 
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A)                             B)

Рисунок 29 – 10 % раствор SF в LiBr до диализа (A) и раствор SF в LiBr после диализа (B)

Центрифугирование и фильтрация проводились для удаления примесей, нерастворенных волокон и мелких агрегатов, образовавшихся в процессе растворения. Конечные концентрации водных растворов SF определялись гравиметрически путем измерения содержания сухого вещества. Для получения более концентрированных растворов SF использовались методы вакуумного выпаривания и распылительной сушки.  
В рамках экспериментальной работы раствор LiBr и тройная смесь CaCl2:H2O: С2Н5OH (молярное соотношение 1:8:2) были протестированы на растворение дегуммированных SF-волокон. В тройной смеси были приготовлены растворы SF двух различных концентраций, 2 % и 15 % мас./об. Однако после 7,5 часов обработки тройной смесью только 2 % мас./об. раствор SF был полностью растворен и подвергнут дальнейшей очистке с помощью диализа и центрифугирования. С другой стороны, был приготовлен 10 % мас./об. раствор SF в 9,3 М LiBr, который был очищен с помощью диализа, центрифугирования и фильтрации. Доля сухого вещества полученных растворов определена гравиметрически и оказалась в диапазоне 4-6 % мас./об. В обоих случаях после очистки был получен светло-желтый раствор SF в воде.
Установлено, что метод с использованием раствора LiBr обеспечивает более быстрое растворение больших концентраций SF по сравнению с методом с использованием тройной смеси CaCl2:H2O:С2Н5OH. 
Таким образом, стандартный протокол приготовления концентрированного раствора SF в воде (≥ 4 % мас./об.) включает:
· Дегуммирование, которое проводится три раза по 30 мин с использованием кипящего 0,5 % раствора Na2CO3, с последующим промыванием при перемешивании в воде при 40 °C, а затем сушкой при комнатной температуре в течение ночи;
· Растворение в 9,3 М растворе LiBr при 60 °C в течение 90 мин;
· Диализ с применением деионизированной воды в течение 72 ч; 
· Центрифугирование в течение 20 мин при 5000 об/мин и фильтрация путем применения фильтра с размером пор 0,8 мкм.
Кроме того, для получения более концентрированных растворов SF использовался метод вакуумного испарения при 50 °C, однако от него пришлось отказаться из-за чрезмерного пенообразования. Также стандартный раствор SF был высушен методом распылительной сушки и получен порошок SF. Полученный порошок SF был диспергируемым, но не растворимым в деионизированной воде.
Структура и состав шелка, полученного из разных источников, могут отличаться, а известно, что структура материала сильно влияет на его функции и свойства. Поэтому определение коллоидных свойств является первым и необходимым шагом в дальнейшей обработке и применении материалов на основе SF. Для определения коллоидных свойств SF использовали водные растворы SF, полученные из коконов тутового шелкопряда Bombyx mori. После дегуммирования в 0,5 % масс/об. растворе Na2CO3 и растворения в 9,3 М водном растворе LiBr был получен прозрачный раствор SF. К коллоидным свойствам SF относят  дзета-потенциал, изоэлектрическую точку (pI), вязкость, критическую концентрацию перекрытия, поверхностное натяжение и т.д., и они могут быть исследованы с помощью различных методов. 
Согласно литературным данным, в течение времени может происходить старение растворов SF, приводящее к изменению их вязкости [105]. Поэтому была исследована стабильность свежего раствора SF, результаты которой представлены на рисунке 30. Старение растворов SF оценивали путем проведения измерений вязкости растворов SF различной концентрации в течение 21 дня после приготовления. На рисунке 30 показано, что в течение 21 дня не наблюдалось изменений независимо от концентрации раствора SF. Полученные результаты свидетельствуют о том, что в течение трех недель хранения растворов SF при температуре 4 C не происходит существенных изменений в конформации и/или агрегации молекул растворенного SF. Таким образом, раствор SF считается стабильным в течение трех недель при условии хранения в холодильнике при температуре 4 C.  
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Рисунок 30 – Влияние процесса старения на время протекания растворов SF
 
Влияние старение раствора фиброина шелка (SF) на его стабильность определяли путём измерения времени течения раствора с использованием вискозиметра CANNON 50. 
Стабильность раствора SF является важным параметром при подготовке и хранении материалов на его основе. Время течения растворов SF с различными концентрациями измеряли через 1, 3, 7, 11, 15, 17 и 21 день после диализа; все измерения проводились при температуре 30 ± 0,1 °C. Внутренняя вязкость раствора SF определялась в диапазоне температур от 10 до 70 °C с использованием того же вискозиметра CANNON 50. Значения относительной, удельной и приведённой вязкости рассчитывались на основе времени течения растворов SF различной концентрации с использованием уравнений (1), (2) и (3). Значения внутренней вязкости при заданных температурах определялись методом двойной экстраполяции к нулевой концентрации на графиках, где зависимости η_sp/c и ln(η_rel)/c строились как функции концентрации раствора SF.
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Рисунок 31 – Влияние процесса старения раствора на стабильность раствора фиброина шелка (SF), измеренную при температуре 30 ± 0,1 °C

Полученные результаты показывают, что время течения раствора SF на протяжении всего исследуемого периода практически совпадают (рисунок 31). Это свидетельствует об отсутствии изменений вязкости водного раствора SF в течение периода измерений. Таким образом, раствор SF считается стабильным в течение трёх недель при условии хранения в холодильнике при температуре 4 °C.
Различные условия экстракции и растворения могут изменить выход и молекулярную массу молекулы SF. Связи между тяжелой и легкой цепями SF расщепляются, что приводит к уменьшению молекулярной массы SF [6]. 
Для определения молекулярной массы SF использовали раствор SF с концентрацией 2 % мас./об. (рисунок 32). Видно, что распределение молекулярной массы SF в приготовленных образцах находится в основном между 30 кг/моль и 116 кг/моль. 
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Рисунок 32 - Электрофорез в полиакриламидном геле с додецилсульфатом натрия (SDS-PAGE) для стандартных белковых маркеров (дорожка 1) и для 2 % раствора SF (линия 2)

Изоэлектрическая точка pI  – ключевой физико-химический параметр белков. Когда pH раствора выше pI, белок преимущественно заряжен отрицательно, но когда pH ниже pI, белок преимущественно заряжен положительно. Заряд белковых молекул и, следовательно, pH раствора оказывают глубокое влияние на их коллоидное поведение, например, на взаимодействие белков с другими молекулами (макромолекулами, поверхностно-активными веществами и т. д.), свойства полученных таким образом комплексов белок-макромолекула и белок-ПАВ. Использовано три различных метода для определения pI SF, а именно измерение дзета-потенциала, мутности и потенциометрическое титрование.
pI SF определяли с использованием турбидиметрических измерений и потенциометрического титрования. В отличие от идеально однородных систем, которые не могут рассеивать свет, коллоидные дисперсии обладают такой способностью, и в результате светорассеяния возникает помутнение. Следовательно, мутность является параметром, указывающим на состояние растворенного вещества в растворе [106]. 
Мутность также количественно определяли с помощью спектрофотометра и рассчитывали по коэффициенту пропускания по уравнению 1. На рисунке 33 показано влияние pH на мутность раствора SF. 

 

Рисунок 33 - Влияние pH на мутность раствора SF

Из рисунка 33 видно, что мутность раствора SF увеличилась с 0,79 % при pH 3,0 до 65,19 % при pH 4,2. Дальнейшее увеличение pH раствора SF приводит к резкому падению мутности и в конечном итоге достигает постоянного значения при pH > 5.
Повышенная мутность растворов SF свидетельствует о фазовом расслоении раствора SF, при котором происходит агрегация фибрилл SF из-за низкого заряда SF. Молекулы SF и, как следствие, снижение растворимости SF. А именно, поскольку SF является слабым амфотерным полиэлектролитом, заряд молекул SF зависит от pH раствора. При низком pH (ниже pI) SF заряжается положительно, что способствует хорошей растворимости и приводит к получению прозрачных растворов SF. По мере увеличения pH положительный заряд молекул SF уменьшается, а отрицательный заряд увеличивается, что эффективно снижает суммарный заряд SF. Такое уменьшение заряда снижает растворимость SF и приводит к увеличению мутности растворов. При pI количество положительных и отрицательных зарядов в молекуле SF уравновешивается, и SF становится фактически незаряженным и наименее растворимым. Этот баланс приводит к разделению фаз, что приводит к максимальной мутности раствора.
 На рисунке 33 показано максимальное значение мутности раствора SF и, следовательно, pI 4,2. Когда pH увеличивается выше pI, молекулы SF становятся более отрицательно заряженными. Этот отрицательный заряд повышает растворимость SF, тем самым снижая мутность раствора SF.
Как правило, адсорбция белка на границе раздела зависит от свойств белка, таких как вторичная структура, молекулярная масса и гидрофобность. Белки как природные стабилизаторы эмульсии снижают поверхностное натяжение на границе раздела масло/вода и воздух/вода, но они менее эффективны в снижении поверхностного/межфазного натяжения, чем небольшие молекулы поверхностно-активных веществ. Белки содержат гидрофильные и гидрофобные части в молекуле, но в связи с их сложными структурными свойствами в них нет четко выраженной гидрофильной головки и гидрофобного хвоста, как у поверхностно-активных веществ. Хотя они оказывают меньшее влияние на снижение поверхностного натяжения, чем ПАВ, белки могут быть отличными стабилизаторами эмульсий, где белок стабилизирует эмульсии путем адсорбции на границе раздела фаз и формирования компактных вязкоупругих пленок на границе фаз [107, 108].
Влияние концентрации SF на поверхностное натяжение раствора SF показано на рисунке 34. 
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Рисунок 34 - Влияние концентрации раствора SF на поверхностное натяжение при комнатной температуре

Полученные данные показывают, что растворы SF с концентрацией менее 0,05 % мас./об. не влияют на поверхностное натяжение воды. Дальнейшее увеличение концентрации SF приводит к уменьшению поверхностного натяжения, достигая 48,51 мН/м при C=6,67 %. Уменьшение поверхностного натяжения происходит за счет адсорбции молекул белка на границе раздела воздух/вода. Уменьшение происходит до тех пор, пока поверхность не насытится молекулами SF. Полученные результаты показывают, что SF является поверхностно-активной молекулой и как таковая может быть использована для модификации мягких интерфейсов [109-110].
Наночастицы SF приготовлены методом осаждения антирастворителями, в котором используется в качестве нерастворителей 96 % этанола, 70 % этанола и 100 % ацетона, смешивающихся с водой. Смесь раствор SF: 96 % этанола в соотношении 1:2,33 загустела сразу после смешивания, не помутнела и не изменила цвет. Смесь раствор SF: 70 % этанол в соотношении 1:2,33 становилась мутной и более вязкой в ​​течение 2 ч перемешивания, а через 24 ч при 4 °С превращалась в гель.
С другой стороны, при смешивании раствора SF со 100 % ацетоном в соотношении 1:2,33 получается молочно-белая суспензия. После 2-часового перемешивания суспензии диализовали, разбавляли, центрифугировали и фильтровали для получения образца для измерения размера наночастиц SF. Показано, что полученные НЧ SF имеют диаметр в диапазоне 250 – 300 нм (таблица 4).

Таблица 4 - Средний диаметр (d), индекс полидисперсности (PdI) и пиковые значения (Pk) НЧ SF, приготовленных с использованием ацетона

	d (nm)
	PdI
	Pk1
	Pk2
	Pk3

	274,9
	0,484
	28,55
	110,50
	207,80

	269,5
	0,480
	50,75
	505,40
	5109,00

	253,1
	0,506
	467,50
	60,65
	4875,00


 
[bookmark: _Toc169340855]3.3.2 Исследование формирования полиэлектролитных комплексов фиброин шелка - полиакриловая кислота  
SF чаще всего комбинируют с другими биополимерами путем смешивания растворов двух или более полимеров в разных соотношениях. Литературные данные показали, что SF может создавать композиты с различными полимерами, такими как Cоll, CH, AL, HA, ПАК и Z [60]. Полученные композиты использовали для изготовления пленок, гелей, волокон, мембран и т.д.
Помимо молекулярной массы, очень важной характеристикой растворов полимеров является дзета-потенциал. На рисунке 35 показано влияние рН на дзета-потенциал ПАК с низкой молекулярной массой по сравнению с дзета-потенциалом SF. 
Дзета-потенциал 0,1 %-ных растворов SF определяли при pH 3,0–7,0. Влияние pH на дзета-потенциал SF показано на рисунке 35. Свежеприготовленный раствор SF после диализа имеет pH от 7 до 8, в зависимости от концентрации раствора SF, а SF заряжен отрицательно и, таким образом, ведет себя как полианион. Уменьшение pH раствора SF приводит к увеличению дзета-потенциала SF от -19,20 мВ при рН 6,9 до 0 мВ при рН 4,2. По мере дальнейшего снижения pH SF становится положительно заряженным, при этом дзета-потенциал при pH 3,0 составлял 9,73 мВ. 

 

Рисунок 35 – Влияние значения pH на дзета-потенциал водного раствора 0,1 % мас./об.  SF и ПAК

Используя метод экстраполяции при нулевом дзета-потенциале, было обнаружено, что pI SF составляет около pH 4,2. Это согласуется с литературными данными, где заявленные значения pI SF варьируются от 3,6 до 5,2 [49, 54].
Растворы ПАК с низкой молекулярной массой демонстрировали отрицательный дзета-потенциал во всем исследуемом диапазоне рН, что типично для полианионов. При самом низком значении рН (рН 2,53) дзета-потенциал был близок к нулю из-за затрудненной диссоциации карбоксильных групп. Увеличение pH приводит к усилению диссоциации карбоксильных групп и, следовательно, к увеличению отрицательного заряда ПАК. Увеличение отрицательного заряда значительно более выражено для ПАК с высокой молекулярной массой по сравнению с ПАК с низкой молекулярной массой, как показано на рисунке 35.
Исследование дзета-потенциала (рисунок 35) показало, что SF находился в протонированной форме и был положительно заряжен ниже pH 4,2. И наоборот, выше pH 2,5 низкомолекулярный ПАК находился в депротонированной форме и, следовательно, был заряжен отрицательно. Это говорит о том, что электростатическое взаимодействие между SF и ПAК и образование ПЭК, как ожидается, будет происходить, когда оба полимера находятся в растворе при pH, который выше 2,5 и ниже 4,2. Поэтому смеси SF с низкомолекулярной массой ПАК были приготовлены при pH 3 и при различных массовых соотношениях SF: ПАК.
Все результаты, полученные в ходе этого исследования взаимодействия между SF и ПAК, были опубликованы в [75].
Образование ПЭК также обусловлено выигрышем в энтропии, достигаемым за счет высвобождения противоионов при образовании комплекса между двумя противоположно заряженными полиэлектролитами [65]. Кроме того, ранее сообщалось, что водородная связь между карбоксильными группами ПАК и амидными группами SF также может способствовать образованию комплекса SF-ПАК [71]. 
На рисунке 36 показано, что смеси SF-ПАК, содержащие от 2 % до 20 % ПАК, оставались мутными через 24 ч. Смеси SF-ПАК, содержащие от 30 % до 80 % ПАК, очистились за ночь, и через 24 ч после приготовления наблюдалось значительное снижение мутности (Рисунок 36). Снижение мутности было связано с выпадением ПЭК и образованием осадка, которые визуально наблюдались в смесях. Наибольший выход осадка наблюдался при 30-40 % ПАК и легко ресуспендировался при перемешивании стеклянной палочкой. Осадок, образовавшийся при 50-70 % ПАК, был липким и не поддавался ресуспендированию при перемешивании, а осадок при 80 % был едва заметен на стенках стакана. В смесях SF-низкомолекулярные ПAК, содержащих > 80 % ПAA, образования осадка не наблюдалось.



Рисунок 36 – Мутность смесей 1,0 % мас. /об.  SF-низкомолекулярный ПAК при различных массовых соотношениях SF:ПAК (показано как % ПAК), при pH 3, через 24 часа после смешивания.

Влияние содержания ПАК в смесях SF-ПAК на дзета-потенциал ПЭК с низкокомолекулярным ПАК показано на рисунке 37.
Положительный дзета-потенциал комплексов SF-низкомолекулярный ПАК наблюдался во всех смесях SF-ПАК, при  меньше 85 % ПАК  (Рисунок 37). Положительный дзета-потенциал постепенно уменьшается с увеличением % ПАК, пока не достигает отрицательных значений при выше 90 % ПАК. Однако следует отметить, что измеренные значения дзета-потенциала, как положительного, так и отрицательного, очень близки к нулю. Это указывает на то, что тонкие изменения в системе определяют фазовое поведение ПЭК.
Добавление раствора ПАК к раствору SF при pH 3 приводит к образованию ПЭК, который положительно заряжен для смесей с низким содержанием ПАК, для ПАК с низкой молекулярной массой. 
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Рисунок 37 – Дзета-потенциал смесей SF-ПAК при различных массовых соотношениях SF : ПAК при pH 3 через 24 часа после смешивания  при 1,0 % масс./об. смеси  SF-низкомолекулярный ПАК; 

Влияние концентрации SF на поверхностное натяжение растворов SF (0,01 - 2,00 % масс. /об.) и поверхностное натяжение смесей SF и высокомолекулярный ПАК (0,05 масс./об. ПАК и 0,01 - 2,00 % масс./об. SF), оба при pH 3, показано на рисунке 38. 
На рисунке 38 показано, что поверхностное натяжение растворов SF уменьшается с увеличением концентрации SF. Снижение происходит быстрее при низких концентрациях SF (< 0,1 %), замедляется при промежуточных концентрациях SF (0,1-1,0 %) и достигает плато при концентрации SF > 1 %. Полученная зависимость характерна для поверхностно-активных молекул и показывает, что снижение поверхностного натяжения обусловлено адсорбцией SF на границе раздела воздух/вода. 
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Рисунок 38 – Влияние концентрации SF на поверхностное натяжение растворов SF и  смесей SF и ПАК (0,05 % масс./об. ПАК и 0,01 - 2,00 % масс./об. SF) при pH 3

Полученная изотерма поверхностного натяжения SF не имеет резкой точки излома, характерной для критической концентрации мицеллообразования (ККМ), что говорит о том, что начало образования мицеллоподобных агрегатов SF не так четко определено, как это происходит в типичных растворах ПАВ, скорее всего, из-за полидисперсности молекул SF [111]. Как следует из изотермы, начало образования мицеллоподобных агрегатов SF, скорее всего, происходит в диапазоне 0,1 - 0,5 % SF.
Поверхностное натяжение 0,05 % масс./об. ПАК при pH 3 составило около 65 мН/м (Рисунок 39), что говорит о том, что часть молекул ПАК адсорбируется на границе раздела воздух/вода. ПАК, высокозаряженный полианион, обычно хорошо растворим в воде и не адсорбируется на границе раздела воздух/вода при рН раствора > 4. Однако при рН 3 диссоциация карбоксильных групп ограничена, что приводит к уменьшению заряда ПАК и, следовательно, делает макромолекулы ПАК поверхностно-активными. 
Из рисунка 39 видно, что поверхностное натяжение смеси резко снижается с увеличением концентрации SF, когда концентрация SF составляла менее 0,05 % масс. / об. В этой области поверхностное натяжение смеси значительно ниже, чем поверхностное натяжение соответствующих растворов SF, что объясняется образованием поверхностно-активных электростатических комплексов SF-ПАК, которые формируются на границе раздела воздух/вода . Дальнейшее увеличение концентрации SF (выше 0,05 % масс./об. SF) приводит к дальнейшему снижению поверхностного натяжения смесей SF-ПАК, но на этот раз снижение происходит значительно медленнее. Точка излома изотермы поверхностного натяжения смеси SF-ПАК, наблюдаемая при 0,05 % масс. SF, соответствует критической концентрации агрегации (ККА), т.е. образованию мицеллообразных агрегатов SF, связанных с ПАК [78]. Было установлено, что ККА ниже, чем ККМ растворов чистого SF. 
О начале образования комплекса SF-ПАК в основной массе (т.е. ККА) также свидетельствует изменение мутности смесей: смесь SF-ПАК при концентрации SF 0,01 % масс. / об. была прозрачной, а смеси с концентрацией SF более 0,01 % масс. / об. были мутными или прозрачными с осаждением коацерватной фазы. 
Поверхностное натяжение смесей SF-ПАК с концентрацией SF > 0,05 % масс. / об. становится выше, чем поверхностное натяжение соответствующих растворов SF, и в конечном итоге, для самых высоких изученных концентраций SF, приближается к поверхностному натяжению соответствующих растворов SF (Рисунок 39). Поверхностное натяжение смеси становится равным поверхностному натяжению SF, когда граница раздела воздух/вода в смеси полностью покрыта молекулами SF, а весь ПАК находится в комплекса с SF в основной массе, что, как ожидается, имеет место для исследованных смесей SF-ПАК при концентрациях SF выше 2,0 %.

3.3.3 Коллоидно-химические особенности взаимодействия фиброина шелка с зеином 
Взаимодействие между SF и Z исследовали при нативном pH биополимеров и при pH 5. Суспензию наночастиц Z получали осаждением антирастворителем этанольного раствора Z в воде. Взаимодействие SF с Z исследовали путем смешивания 0,5 %, 1 % и 2 % раствора SF с 1 % дисперсией наночастиц Z в объемном соотношении 1:1. Результаты экспериментов показали, что осаждение происходило сразу во всех образцах при нативном pH из-за противоположного заряда SF и Z. На рисунке 40 показан внешний вид смесей SF-Z при pH 5. 
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А)		В)		С)

Рисунок 40 – Фотоcнимок смесей SF-Z при концентрации Z 1 % и SF 0,5 % (A), 1% (Б) и 2% (C) SF при pH 5

При этом pH осаждение происходило только в образце с 0,5 % SF, тогда как с двумя другими концентрациями SF были получены суспензии молочно-белого цвета с размером частиц в диапазоне 290 – 550 нм. Также было проведено титрование 0,8 % раствора SF 0,8 % дисперсией наночастиц Z и получена кривая титрования (рисунок 41). Из рисунка 41 видно, что размер частиц увеличивается с увеличением количества добавляемых аликвот наночастиц Z .
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Рисунок 41 - Влияние массового соотношения SF-Z на средний диаметр полученных частиц

С другой стороны, порции суспензий Z и наночастиц SF с соответствующим pH смешивали, за исключением того, что при pH 6,0 и 7,0 Z осаждался. Дзета-потенциал и мутность измеряли на следующий день для каждой смеси. На рисунке 42 показано влияние pH на поглощение смесей наночастиц SF-Z в объемном соотношении 1:1.
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Рисунок 42 - Влияние значения pH на поглощение смеси наночастиц SF-Z  (1/1)

Измерения показали, что взаимодействия были максимальными при pH 5 из-за положительного заряда Z и отрицательного заряда SF. Учитывая тот факт, что pI SF составляет около pH 4,2 (рисунок 35), а pI Z находится в диапазоне от 5,5 до 6,0, эти белки имеют одинаковый заряд ниже pH 4,0 и выше. pH 6,0 и не взаимодействовал в этом диапазоне pH (Рисунок 42).
На рисунке 43 показано влияние pH на дзета-потенциал смеси наночастиц SF-Z в объемном соотношении 1:1. 
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Рисунок 43 - Влияние pH на дзета-потенциал смеси наночастиц SF-Z (1:1)

Чистый положительный дзета-потенциал уменьшается с увеличением pH до тех пор, пока не достигнет отрицательных значений при pH выше 5. Дзета-потенциал смеси наночастиц SF-Z (1:1) уменьшается с 22,7 мВ до примерно нуля при увеличении pH. от 3 до 5. Кроме того, дзета-потенциал снижается примерно до -40 мВ при увеличении pH до 10. Как и ожидалось, взаимодействия были самыми высокими при pH около 5, потому что в этот момент SF и Z заряжены противоположно, и их взаимодействие образует комплекс, почти электрически нейтральный (рисунок 43).
Взаимодействие SF и CH исследовали при различных концентрациях и массовых соотношениях. Результаты показали, что взаимодействия происходят при pH 5, когда концентрация SF значительно превышает концентрацию CH. Коацерваты образовывались в смеси SF-CH с массовым соотношением 20:1 и выше. Микрофотографии полученных коацерватов в смеси SF-CH с массовым соотношением 120:1 представлены на рисунке 44.
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Рисунок 44 - Микрофотографии коацерватов, полученных в смеси SF-CH с массовым соотношением 120:1

Взаимодействие SF и HA исследовали путем смешивания 1 % водных растворов биополимеров с получением смеси SF-HA с массовым соотношением 1:1. Взаимодействия исследовали при 7 различных значениях pH в диапазоне 3–9. Внешний вид смесей наблюдали в течение 24 ч, но никаких изменений не зафиксировано (рисунок 45). Таким образом, можно сделать вывод, что в исследованных условиях взаимодействия между SF и HA не было.
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Рисунок 45 - Внешний вид смесей SF-HA при различных значениях pH.

На основании полученных результатов по взаимодействию SF с Z, CH и HA можно предположить, что SF образует комплексы с Z и CH при добавлении в большом избытке к другому полимеру. Кроме того, значения pH отдельных растворов следует отрегулировать так, чтобы перед смешиванием полимеры имели противоположный заряд.
[bookmark: _Toc169340861]
3.4 Разработка и оптимизация условий получения гидрогелей на основе фиброина шелка и его композитов с зеином 

3.4.1 Получение гидрогелей на основе фиброина шелка  
[bookmark: _Hlk206584999]Время гелеобразования является одним из основных аспектов приготовления геля. Часто эта часть процесса может быть самой медленной и трудоемкой, что в дальнейшем приводит к низкой эффективности процесса приготовления геля [112].  Поэтому важно улучшить осуществимость и возможность настройки процесса гелеобразования. Когда гели SF готовят из растворов SF, концентрация SF в растворе является ограничивающим фактором для концентрации SF-геля (SFs-гель) и, следовательно, для времени гелеобразования. В большинстве случаев концентрация растворов SF достигает 5% по объему от сухой массы [112, 113]. SF-гелей из дисперсий SF (SFd-гель), т.е. из порошка SF, открывает возможность приготовления SF -гелей практически любой концентрации, что приводит к новым возможностям, таким как разнообразие гелей с различными свойствами, функциональностью, применением и т. д.
В данном исследовании время гелеобразования образцов SFd и SF определялось эмпирическим путем. На рисунке 46 показано влияние концентрации SF на время гелеобразования дисперсии SF и растворов SF. 
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Рисунок 46 - Влияние концентрации SF в гелях SF и SFd на время гелеобразования

Видно, что гелеобразование растворов SF занимает 11 – 16 суток, а образование гелей SFd – 4 – 7 суток. Кроме того, как для гелей SF, так и для гелей   SFd можно наблюдать две специфические тенденции. Во-первых, время гелеобразования уменьшается с увеличением концентрации с 0,5 % до 1 %, что согласуется с ранее полученными результатами. Однако при дальнейшем увеличении концентрации SF от 1 % до 4 % увеличивается и время гелеобразования. Самое главное, можно заметить, что образование гелей SFd происходило значительно быстрее по сравнению с гелями SFs. Образцам SFd требуется более чем в два раза меньше времени для образования гелей по сравнению с образцами SF той же концентрации, что приводит к более эффективным и менее трудоемким процедурам приготовления гелей SF.
На рисунке 47 показаны FTIR-спектры раствора SF, геля SFs, дисперсии SF и геля SFd. Видно, что наблюдались три характерных пика: около 3300 см-1, 1630 см-1 и 660 см-1. Помимо этих пиков, в спектрах гелей SFs и SFd в области 1510-1580 см-1 наблюдалось плечо, состоящее из двух пиков, чего не было в спектрах раствора SF и дисперсии SF. Три пика представляют собой полосы растяжения NH, амид I и амид V SF, соответственно [114, 115], а плечо указывает на наличие полосы амида II [116]. Полоса амида I представляет собой прежде всего валентное колебание C=O амидной группы. Частота этого колебания зависит от прочности водородной связи между группами C=O и N–H, которая, в свою очередь, определяется особенностями конформационной структуры белкового остова. Обычно полоса амида I, расположенная около 1630 cm-1, относится к конформации параллельного β-листа [117]. Амид I обычно относят к структуре, представляющей собой структурную форму, состоящую из большего количества воды и меньшего количества β-листа [112], что объясняет его присутствие во всех трех представленных системах – водном растворе SF, водной дисперсии SF и гидрогелях SF.
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Содержимое, созданное искусственным интеллектом, может быть неверным.]

А)						В)

Рисунок 47 - FTIR-спектры раствора SF и геля SFs (А) и дисперсии SF и геля SFd (В)

С другой стороны, полоса амида II в данном случае в зависимости от ее местоположения отнесена к комбинации случайной конформации клубка и β-листа, что указывает на дополнительную конформацию β-листа в гидрогелях, которой нет ни в растворе, ни в дисперсии [117]. А полоса амида III около 1230 см-1 также характерна для SF и представляет его спиральную структуру [112] и обнаружено его присутствие в спектре порошка SF, этот пик не наблюдался ни в одном из проанализированных образцов.
Реологические свойства полученных гидрогелей SF характеризовали путем получения кривых течения гелей SFd и SFs с различными концентрациями SF. На рисунке 48 показаны записанные кривые потока. Можно заметить, что все образцы гелей SFs и SFd проявляли тиксотропное поведение независимо от концентрации SF, но оно было более выражено в гелях SF с более высокими концентрациями SF – 2 % и 4 %.
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Рисунок 48 - Кривые течения гелей SFs (A) и SFd (Б)

Далее видно, что результирующее напряжение сдвига при соответствующей скорости сдвига увеличивается почти на порядок с увеличением концентрации SF как в SFs -гелях, так и в SFd-гелях, что также указывает на увеличение вязкости гелей с увеличением концентрации SF. Во всех образцах наблюдалось истончение при сдвиге.
Влияние концентрации SF на площадь тиксотропной петли гелей SFs и SFd представлено на рисунке 49. 

[image: ]

Рисунок 49 - Влияние концентрации SF на площадь тиксотропной петли гелей SFs и SFd

Результаты показали, что площадь тиксотропной петли увеличивается с 80 Па/с до нескольких десятков тысяч Па/с при увеличении концентрации SF от 0,5 % до 4 %. Размер площади петли не зависел от типа геля при концентрации SF 0,5 %, а в 1 % гелях SFs площадь петли образца SF была значительно больше, чем у образца SFd. В гелях с более высокими концентрациями SF, 2 % и 4 % SF, разница между размером площади петли между гелями SFs и SFd была меньше, но гели SFs все же имели большие значения. Размер площади тиксотропной петли относится к интенсивности изменения структуры во время постоянного сдвига. Результаты показали, что гели SFd в меньшей степени зависели от времени сдвига, чем гели SFs, что может указывать на то, что гели SFd имели более прочную структуру с большим количеством водородных связей, образующихся между белковыми цепями SF.
На рисунке 50 показана линейная вязкоупругая область модуля упругости (G') и модуля потерь (G”) гелей SFs и SFd, полученных в экспериментах с разверткой амплитуды. Можно наблюдать, что в обоих типах гелей линейная вязкоупругая область увеличивается и смещается в сторону более высоких значений амплитуды напряжения по мере увеличения концентрации SF. Более широкая линейная вязкоупругая область, где измеренные модули не зависят от приложенной деформации или напряжения, указывает на более высокую устойчивость образцов геля к приложенному напряжению. Кроме того, в каждом образце модуль упругости был выше модуля потерь, что показывает, что все образцы ведут себя как упругие твердые тела под действием приложенного напряжения. 
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Рисунок 50 - Линейная вязкоупругая область модуля упругости (G') и модуля потерь (G”) гелей SFs (A) и SFd (Б), полученных в экспериментах с разверткой амплитуды

На рисунке 51 показано влияние концентрации SF на модуль упругости (G') и модуль потерь (G”) гелей SFs и SFd. Видно, что как G', так и G” увеличиваются с увеличением концентрации SF от 0,5 % до 4 %. 
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Рисунок 51 - Влияние концентрации SF на модуль упругости (G') и модуль потерь (G”) SF и SFd гелей

Увеличение почти линейное в диапазоне концентраций 0,5 – 2 %, а затем замедляется при концентрации SF 4 %. Кроме того, можно заметить, что как G', так и G” гелей SFs выше по сравнению с гелями SFd при каждой концентрации. G' является особенно важным параметром, поэтому он находится в прямой корреляции с прочностью геля: чем выше G', тем выше плотность сшивки и тем прочнее структура геля [92, 112]. Считается, что это связано с более длительным временем гелеобразования (рисунок 46). А именно, в процессе самосборки SF при гелеобразовании происходит перестройка, а также образование водородных связей между цепями SF, что приводит к трансформации хаотической клубковой структуры в структуру β-листа [112].  Наряду с более длительным гелеобразованием SF, по-видимому, образуют несколько более стабильную структуру по сравнению с гелями SFd. Наименьшая разница G' между образцами гелей SFs и SFd наблюдается при концентрации SF 4%. При этой концентрации суспензия SF имела самое длительное время гелеобразования по сравнению с более низкими концентрациями, что приводит к образованию более прочного и эластичного геля [92]. Наконец, эти результаты подтверждают основную гипотезу о том, что гидрогели SF могут быть приготовлены из дисперсий порошка SF в два раза быстрее, чем из растворов SF, но при этом имеют очень схожие свойства.

3.4.2 Получение гидрогелей на основе фиброина шелка с зеином
[bookmark: _Hlk206585682]Дисперсии SF и Z смешивали с получением смесей с соотношением SF:Z 1:1 и 2:1. Смесь SF-Z 1:1 немедленно выпадала в осадок. Все остальные дисперсии оставляли при комнатной температуре и измеряли их реологические параметры в течение 10 дней. Дисперсии SF с концентрацией 1 % и 2 % по объему загущались через 4 дня, тогда как смесь SF-Z 2:1 загущалась через 10 дней. Кривые вязкости и текучести смеси SF-Z 2:1 показаны на рисунке 52.

[image: ]

Рисунок 52 - Кривые вязкости и текучести смеси SF-Z 2:1

Для приготовления гидрогелей с высоким содержанием SF использовали два разных метода (Рисунок 53). 
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Рисунок 53 - Кривые вязкости-течения гидрогелей на основе SF
[bookmark: _Toc169340869]
Сначала дисперсии SF трех разных концентраций: 0,5 %, 0,8 % и 1 % смешивали с 1 % дисперсией НЧ Z и оставляли до гелеобразования при комнатной температуре. В другом методе дисперсию SF оставляли до гелеобразования при комнатной температуре, а после гелеобразования гели SF каждой концентрации смешивали со свежей суспензией НЧ Z. pH всех дисперсий устанавливали равным 9. Геологическая характеристика гидрогелей, богатых SF, показала, что оба метода приготовления геля - смешивание дисперсий биополимеров до или после гелеобразования SF - приводят к образованию сложного геля. Однако было показано, что более прочные гели образуются при использовании метода смешивания дисперсий перед гелеобразованием. С другой стороны, смешивание уже загущенной дисперсии SF с НЧ Z позволяет получить более гомогенные гели. Образцы с 0,5 % SF не образовывали однородные гели. Составы с 0,8 % и 1 % SF, приготовленные путем смешивания двух суспензий, показали более высокую вязкость, чем составы, в которых гель SF был смешан с суспензией Z (Рисунок 53).

3.5 Получение рН-чувствительных пленок на основе фиброина шелка и исследование их физико-химических характеристик
Пищевая продукция на пути от завода к потребителю может храниться в различных условиях, поэтому срок потребления, указанный на упаковке иногда не дает достаточной информации о качестве упакованного продукта. В этой связи представляет особый интерес создания датчиков «реального времени» для контроля качества пищевых продуктов. В настоящее время существует несколько сенсорных решений, которые могут обнаружить порчу пищевых продуктов, например мяса и рыбы при выделении аминов во время микробиологической порчи, однако они изготовлены из несъедобных материалов, поэтому их следует хранить отдельно от продуктов питания, что ограничивает их дальнейшее применение. 
Фиброин шелка – белок, имеющий широкое применение благодаря своей биосовместимости, нетоксичности, исключительным механическим характеристикам и способности образовывать пленки. 
В основном, фиброин шелка применяются для каркаса тканей, для инъекций, в качестве эпидермальных сенсоров или в качестве тканевого клея. 
Пленки, полученные из фиброина шелка обладают свойствами, такими как хрупкость, жесткость и растворимость в воде, что ограничивает их применение. Свойства пленок из фиброина шелка можно улучшить путем смешивания или сшивки с различными материалами для образования более гибких систем.
Таким образом, необходимо создание натуральных биоразлагаемых пленок, способствующих своевременному обнаружению порчи пищевых продуктов.
В этой связи разработан способ получения рН-чувствительных натуральных пленок на основе фиброина шелка для защиты пищевых продуктов, например мясных продуктов [118], техническипм результатом которого является упрощение способа, использование недорогого и доступного сырья, получение рН-чувствительной натуральной пленки со стабильной структурой и сохранением формы при физиологических условиях, применение рН индикатора, позволяющего определить порчу мясной продукции.
Проведена серия экспериментальных работ. В частности, были получены FTIR-спектры SF-волокон, растворов и пленок (рисунок 54). 
FTIR-спектры сухих SF-волокон показаны на рисунке 54 А. Можно заметить, что спектры показывают симметричный пик около 1620 см-1, который представляет собой характерный колебательный сегмент для амида I. Пик между 1616 и 1637 см-1 можно отнести к конформации межмолекулярного β-листовой конформации  [119, 120]. Следующий пик можно наблюдать в районе 1514 см-1, что является областью, характерной для амида II. Пик симметричен и соответствует конформации β-листа. Наличие конформации β-листа влияет на снижение растворимости SF-волокон в воде.
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Рисунок 54 - FTIR-спектры SF-волокон (А); раствор SF (рН 9) с ПЭГ 200 (В) и без него; и пленки SF с ПЭГ 200 (С)

Сравнивали спектры раствора SF при pH 9 с ПЭГ 200 и без него (рис. 54 B). Практически одни и те же пики присутствуют в FTIR-спектрах раствора SF с ПЭГ 200 и без него при pH 9. Можно заметить, что пик около 1643 см-1, характерный для амида I, связан с наличием хаотической клубковой структуры [120].
FTIR-спектры пленок SF, полученных из раствора SF при pH 9 и с ПЭГ 200, показаны на рисунке 62 C. Пик около 1624 см-1 характерен для амида I и соответствует конформации β-листа. На рисунке 23C видно, что другой пик находится около 1514 см-1, что также можно увидеть в FTIR-спектрах для SF-волокон (рисунок 54 A).
Анализ FTIR показал аналогичные спектры для SF-волокон и SF-пленок с характерным сильным пиком около 1620 см-1, что указывает на наличие конформации β-листа, нерастворимой в воде, тогда как растворенный в воде SF в основном состоит из случайных клубков.
Предварительно приготовленные пленки SF из растворов SF при pH 3 и pH 7 с экстрактом красной капусты и без него в качестве индикатора оценивали по содержанию влаги, растворимости в воде и паропроницаемости (ПВП). Все опробованные пленки на 20 % состоят из ПЭГ 200.
Содержание влаги в пленках SF через 72 часа при относительной влажности 65% показано на рисунке 55. Видно, что влажность пленок с экстрактом краснокочанной капусты была выше и составляла около 13 %, тогда как влажность пленок без индикатора составляла около 10 %. Это связано с тем, что экстракт красной капусты представляет собой гигроскопичный порошок, который адсорбирует влагу из воздуха.
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Рисунок 55 - Содержание влаги в пленках SF при pH 3 и pH 7, без (A) или с (Б) экстрактом красной капусты в качестве индикатора pH

На рисунке 56 показана растворимость пленок SF в деионизированной воде. Растворимость пленок SF с экстрактом краснокочанной капусты выше растворимости пленок без индикатора. Экстракт краснокочанной капусты растворим в воде, поэтому пленки с этим показателем имеют степень растворимости около 34,69 % (рН 3) и 32,02 % (рН 7). Никакой существенной разницы в растворимости между пленками без индикатора при pH 3 и pH 7 обнаружено не было. Растворимость купленных пленок составила около 15 %.
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Рисунок 56 - Растворимость пленок SF при pH 3 и pH 7 без (A) или с (В) экстрактом красной капусты в качестве индикатора pH

Паропроницаемость пленок SF показан на рисунке 57. 
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Рисунок 57 -  Паропроницаемость пленок SF при pH 3 и pH 7, без (A) или с (В) экстрактом красной капусты в качестве индикатора pH

Видно, что проницаемость ниже для пленок без экстракта красной капусты в качестве индикатора pH, чем для пленок с индикатором. Проницаемость пленок без индикатора практически одинакова при pH 3 и 7 и составляет около 1,1 х 10-6 г/Па*ч*м. С другой стороны, проницаемость пленок с индикатором при pH 3 и 7 составляет около 1,3 х 10-6 г/Па*ч*м и 1,6 х 10-6 г/Па*ч*м соответственно. Большее отклонение результатов пленок с добавкой индикаторов связано с неоднородной внутренней структурой пленок, т. е. с неравномерным распределением молекул пигмента. Также было показано, что pH раствора SF, используемого для приготовления пленок, не влияет на свойства пленок, т.е. содержание влаги, растворимость в воде и паропроницаемость.
Демонстраторы были приготовлены путем смешивания раствора SF с pH 3 с экстрактом краснокочанной капусты в качестве индикатора pH с последующим отливкой и сушкой в ​​пленки. Кроме того, пленки подвергались воздействию паров NH3, чтобы продемонстрировать изменение цвета пленок под воздействием паров NH3. Изменение цвета фиксировали визуально, спектрофотометрически и путем измерения координат цвета L*a*b*.
На рисунке 58 А показаны фотографии пленок SF с индикатором после 1-часового воздействия паров NH3. Изменение цвета пленок можно визуально наблюдать для каждой дегустируемой концентрации аммиака, но наибольшая разница в цвете возникает после воздействия 1 М паров NH3. На основании значений параметра L*a*b* (рисунок 58 В) и спектра поглощения (рисунок 58 С) можно подтвердить визуально зафиксированные изменения цвета пленки.
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Рисунок 58 - Характеристики пленок SF с индикатором после 1 ч воздействия паров NH3: цвет пленки (А), координаты цвета L*a*b* (В) и спектр поглощения (С)

Видно, что увеличение концентрации аммиака приводит к уменьшению доли красного (координата а*) и желтого цвета (координата b*), а доли синего и зеленого цвета увеличиваются (рисунок 58 В). Это соответствует шкале pH изменения цвета экстракта краснокочанной капусты (рисунок 3). На рисунке 58 C показано, что контрольная пленка имеет максимум поглощения при длине волны около 540 нм. Увеличение концентрации NH3 приводит к уменьшению оптической плотности пленок SF при 540 нм. Кроме того, в случае 1 М NH3 наблюдается сдвиг пика в сторону 600 нм (рисунок 58 С).
Фотографии пленок SF с индикатором после 24-часового и 72-часового воздействия паров NH3 показаны на Рисунке 59 А и Рисунке 60 А, соответственно. В случае пленок после 24-часовой экспозиции изменения цвета более выражены, чем через 1 час. На рисунке 59 В видно, что воздействие паров аммиака в течение 24 ч привело к значительному уменьшению красного цвета и увеличению доли зеленого цвета даже для пленок, подвергнутых воздействию концентрации 0,01 М. Сдвиг максимум поглощения от 540 нм до примерно 600 нм наблюдался для пленок, подвергнутых воздействию 1 М, а также 0,1 М паров NH3.
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Рисунок 59 - Характеристики пленок SF с индикатором после 24-часового воздействия паров NH3: цвет пленки (А), координаты цвета L*a*b* (В) и спектр поглощения (С)

На рисунке 59 В видно, что доля желтого цвета (координата b*) значительно увеличивается, особенно для пленок, подвергнутых воздействию 1 М паров аммиака, что хорошо видно на фотографиях пленок (рисунок 59 А). 
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Рисунок 60 - Характеристики пленок SF с индикатором после 72 ч воздействия паров NH3: цвет пленки (А), координаты цвета L*a*b* (В) и спектр поглощения (С)

В спектре поглощения пленок, подвергнутых воздействию паров 0,01 М NH3, не наблюдается существенных изменений, тогда как изменения в спектре поглощения пленок, подвергнутых воздействию паров 0,1 М и 1 М NH3, еще более выражены.
На рисунке 61 представлен график общего изменения цвета (ΔE) пленок SF под воздействием паров NH3 с концентрацией 0,01 М, 0,1 М и 1 М во времени (1 ч, 24 ч и 72 ч). Расчетные значения ΔE более 5 могут быть обнаружены человеческим глазом, а значения более 12 указывают на абсолютную разницу цвета, которая очень легко заметна.
Судя по результатам, показанным на рисунке 61, а также на рисунках 58 А, 59 А и 60 А, изменение цвета всех исследованных пленок SF видимо и легко различимо визуально. Рассчитанное общее изменение цвета контрольной пленки не изменилось с течением времени и составляет ΔE=71,1. Для всех трех испытанных концентраций аммиака наблюдается тенденция к снижению значений расчетного общего изменения окраски в течение 72 ч.
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Рисунок 61 - Полное изменение цвета (ΔE) пленок SF под воздействием паров аммиака с концентрациями 0,01 М, 0,1 М и 1 М во времени

Можно сделать вывод, что стабильность цвета экстракта краснокочанной капусты в пленках SF со временем снижается. На основании наблюдения за изменением цвета пленок путем определения координат L*a*b и регистрации спектра поглощения можно сделать вывод, что пленки подвержены изменениям, соответствующим шкале изменения цвета пигмента краснокочанной капусты в зависимости от изменения значения pH. 





ЗАКЛЮЧЕНИЕ

1. Установлены оптимальные условия получения биополимерных латексов. Проведённые экспериментальные исследования подтвердили возможность получения стабильных дисперсий наночастиц белка проламина в водной среде, а также продемонстрировали различные подходы к увеличению концентрации биополимерных латексов. Установлено, что латексы зеина могут быть эффективно сформированы методом осаждения антирастворителем, при этом их стабильность обеспечивается положительным зарядом частиц при pH = 4. Определена оптимальная концентрация дисперсий, а также показана возможность достижения высокой концентрации зеина (до 10 % масс./масс.) с использованием ротационного испарения. Полученные результаты открывают перспективы практического и коммерческого применения данной технологии.
2. Определены оптимальные параметры получения пленок на основе зеина с капсулированным биологически-активным веществом карвакролом. Выявлено, что из дисперсий нанокапсул зеина возможно формирование зеиновых пленок с различным содержанием карвакрола и эффективностью инкапсуляции до 40 %. При этом содержание зеиновых нанокапсул со средним размером 130 - 150 нм в пленке составляет 10 %. Показано, что изменение концентрации карвакрола не оказывает существенного влияния на размер и ζ-потенциал нанокапсул зеина, а также на их водобарьерные, оптические и механические характеристики. Выявлено, что растворы как Tween 20, так и Tween 80 можно использовать в качестве «стоковой» среды для определения высвобождения карвакрола из нанакапсул зеина. Установлено, что   основная часть инкапсулированного карвакрола высвобождается в стоковую среду в течение первых 8 часов. Показано также, что антимикробная активность зеиновых пленок с 20 % содержанием карвакрола в динамических условиях достаточна для полной ингибиции роста Staphylococcus aureus в течении 24 часов.
3. Выявлены особенности получения фиброина шелка Bombyx mori и его коллоидно-химических свойств.
[bookmark: _Hlk206601912]Для получения пленок и гелей на основе фиброина шелка был разработан оптимальный протокол выделения концентрированного раствора SF в воде (≥ 4 % мас./об.), включающий следующие стадии:
· Дегуммирование — трёхкратная обработка коконов в течение 30 мин в кипящем 0,5 %-ном растворе Na₂CO₃ с последующим промыванием при перемешивании в воде при 40 °С и сушкой при комнатной температуре в течение ночи;
· Растворение — обработка сырья в 9,3 М растворе LiBr при 60 °С в течение 90 мин;
· Диализ — удаление солей в течение 72 ч с использованием деионизированной воды;
· Очистка раствора — центрифугирование при 5000 об/мин в течение 20 мин и последующая фильтрация через мембрану с размером пор 0,8 мкм.
Проведена характеристика коллоидных свойств выделенного SF. Установлено, что он представляет собой смесь полипептидов с молекулярной массой от 30 до 116 кг/моль, что существенно ниже молекулярной массы нативного фиброина. Водный раствор SF сохранял коллоидную стабильность в течение трёх недель при хранении при температуре 4 °С.
Определено, что характеристическая вязкость растворов SF остаётся неизменной в диапазоне температур 10–50 °С, однако при дальнейшем повышении температуры (> 50 °С) наблюдается её снижение.
Изоэлектрическая точка (pI) SF была определена с использованием трёх различных методов. Согласно данным измерений ζ-потенциала и мутности, pI составила pH 4,2; по результатам потенциометрического титрования она находилась в диапазоне 5,50–6,25.
Исследование поверхностной активности показало, что SF снижает поверхностное натяжение воды при концентрации раствора выше 0,05 %.
4.  Выявлены особенности взаимодействия и образования полиэлектролитных комплексов (ПЭК) фиброина шелка с биополимерами (ПАК, зеин).
Установлено, что фиброин шелка (SF) образует ПЭК с полиакриловой кислотой (ПАК) за счёт электростатического взаимодействия в диапазоне pH 2,5–4,2, когда SF находится в протонированной и положительно заряженной форме, а ПАК — в депротонированной и отрицательно заряженной.
Показано, что образование комплексов SF:ПАК возможно при различных массовых соотношениях полимеров и зависит от молекулярной массы ПАК. Для низкомолекулярной ПАК комплексы оставались дисперсными при содержании ПАК ≤ 20 %, а при 30–80 % наблюдалось выпадение осадка. Для высокомолекулярной ПАК дисперсность сохранялась при содержании ПАК ≤ 5 % и ≥ 60 %, тогда как в диапазоне 8–50 % образовывался осадок. Вискозиметрия показала почти полное связывание высокомолекулярной ПАК с SF при её содержании < 50 %.
Таким образом, полученные данные демонстрируют возможность управляемого формирования ПЭК SF–ПАК с заданными свойствами, что открывает перспективы их использования в создании биополимерных пленок и биоадгезивов. Дополнительно показана способность SF образовывать комплексы с другими биополимерами (зеином, хитозаном, гиалуроновой кислотой) при условии регулировки pH растворов и избытке одного из компонентов.
Исследование взаимодействия фиброина шелка (SF) и зеина (Z) показало, что образование комплексов определяется зарядовым состоянием биополимеров и зависит от pH среды. При нативном pH наблюдалось осаждение вследствие противоположного заряда белков. Максимальные взаимодействия зафиксированы при pH ≈ 5, что согласуется с положительным зарядом Z и отрицательным зарядом SF в этом диапазоне. При этих условиях формировались устойчивые комплексы, близкие к электрически нейтральным, что подтверждается снижением ζ-потенциала смесей почти до нуля. При pH ниже 4,0 и выше 6,0 белки имеют одинаковый заряд, вследствие чего их взаимодействие существенно ослабляется или полностью отсутствует. 
Таким образом, установлено, что оптимальным условием для формирования ПЭК SF–Z является pH около 5, при котором обеспечивается максимальное электростатическое взаимодействие и образование стабильных наноструктур.
5. Получены гидрогели на основе фиброина шелка, а также его композиций с зеином, и определены оптимальные условия их формирования 
Установлено, что время гелеобразования является критическим параметром процесса получения гидрогелей SF, определяющим как технологическую эффективность, так и свойства конечного материала. Установлено, что концентрация SF в растворе ограничивает скорость и качество гелеобразования, тогда как использование дисперсий SF (SFd) открывает возможность приготовления гелей практически любой концентрации и вдвое ускоряет процесс формирования структуры по сравнению с растворами SF (SFs).
Реологические исследования показали, что с увеличением концентрации SF от 0,5 % до 4 % наблюдается рост вязкости и напряжения сдвига, а также выраженный тиксотропный эффект. При этом гели SFs демонстрировали более высокую величину тиксотропной петли, тогда как гели SFd в меньшей степени зависели от времени сдвига, что указывает на их более стабильную и прочную структуру.
Анализ модуля упругости (G') и модуля потерь (G”) подтвердил, что все гели ведут себя как упругие твердые тела (G' > G”). Рост концентрации SF приводил к почти линейному увеличению значений G' и G” до 2 %, с последующим замедлением при 4 %. При одинаковой концентрации модули упругости у гелей SFs были выше, чем у SFd, что связано с более длительным временем гелеобразования и возможностью формирования более плотной сети β-структур за счёт перестройки белковых цепей и образования водородных связей.
В совокупности результаты показали, что гидрогели из дисперсий SF обладают сопоставимыми механическими и структурными характеристиками с гелями из растворов, при этом их формирование происходит быстрее и технологически проще. Таким образом, метод получения SF-геля из порошковой дисперсии может рассматриваться как более перспективный и эффективный подход, обеспечивающий воспроизводимость процесса, гибкость в регулировании концентрации и получение материалов с широким спектром свойств и применений.
Проведенные эксперименты по получению гидрогелей фиброина шелка с с зеином показали,  что оба метода получения гидрогелей SF/Z (смешивание до или после гелеобразования) приводят к формированию структурированных систем, однако наблюдаются значимые различия в их морфологии и механических свойствах. 
Метод предварительного смешивания дисперсий SF и Z до гелеобразования приводит к формированию более прочных и вязких гелей, что можно объяснить совместным формированием межмолекулярной сети и одновременным вовлечением частиц Z в процесс структурирования. В таких гелях обеспечивается более сильное взаимодействие между биополимерами и наночастицами, что усиливает механическую стабильность системы.
В то же время метод смешивания загущённого геля SF с дисперсией Z после гелеобразования даёт более гомогенные системы за счёт равномерного распределения наночастиц в матрице, однако такие гели обладают меньшей вязкостью и механической прочностью.
[bookmark: _Hlk206601973]Оптимальные характеристики достигаются при 0,8–1 % SF, тогда как при 0,5 % однородные гели не формируются.
Таким образом, метод совместного гелеобразования SF и Z предпочтителен для получения прочных гидрогелей, а пост-смешивание — для получения более однородных, но менее устойчивых систем.
6. Получены рН-чувствительные пленки на основе фиброина шелка с добавлением экстракта краснокочанной капусты в качестве индикатора. FTIR-анализ показал наличие β-листовой конформации как в исходных волокнах, так и в пленках SF, что обеспечивает низкую растворимость и устойчивость структур. Растворённый SF при pH 9 преимущественно имеет клубковую структуру, тогда как при формировании пленок фиксируется переход к β-листу.
Изучение физико-химических свойств выявило, что введение экстракта увеличивает влагосодержание (≈13 % против 10 %) и растворимость пленок (до 34 % при pH 3), а также повышает их паропроницаемость, что расширяет функциональные возможности материала.При этом сам pH раствора SF (3 или 7) не оказывал заметного влияния на свойства пленок.
Испытания на чувствительность к аммиачным парам подтвердили pH-индикаторную функцию: пленки демонстрируют отчётливое изменение цвета от красно-жёлтых оттенков к зелёно-синим, сопровождаемое смещением максимума поглощения с 540 нм до ~600 нм. Изменения хорошо фиксируются как визуально, так и спектрофотометрически; значения ΔE превышают 12, что указывает на легко различимые глазу сдвиги цвета.
 Даже при длительном воздействии  (24–72 ч) сохраняется высокая чувствительность к аммиаку, что подтверждает их потенциал в качестве эффективных сенсорных индикаторов. Полученные результаты открывают перспективы практического применения таких материалов в области «умной» упаковки и экологического мониторинга.
Оценка полноты решения поставленных задач
Полнота решения поставленных задач достигнута путем комплексного использования современных методов исследования зарубежных и отечественных инфраструктур. Все поставленные в работе задачи решены в полном объеме. 
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2 Chawla S., Varghese B. S., Hussain C. G., Keçili R., & Hussain C. M. Environmental impacts of post-consumer plastic wastes: treatment technologies towards eco-sustainability and circular economy// Chemosphere. – 2022. – Vol.308. – Article 135867. – https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2022.135867.
3  Kan M., & Miller S. A. Environmental impacts of plastic packaging of food products // Resources, Conservation and Recycling. – 2022. – Vol.180. – Article 106156. – https://doi. org/10.1016/j.resconrec.2022.106156.
4  Vahedikia N., Garavand F., Tajeddin B., Cacciotti I., Jafari S. M., Omidi T., & Zahedi Z. Biodegradable zein film composites reinforced with chitosan nanoparticles and cinnamon essential oil: physical, mechanical, structural and antimicrobial attributes // Colloids and Surfaces B: Biointerfaces. – 2019. – №177. – P. 25-32. – https:// doi.org/10.1016/j.colsurfb.2019.01.045.
5  Khalid M. Y., & Arif Z. U. Novel biopolymer-based sustainable composites for food packaging applications: a narrative review // Food Packaging and Shelf Life. – 2022. – Vol.33. – Article 100892. – https://doi.org/10.1016/j.fpsl.2022.100892.
6  Guo H. X., Hein ̈ama ̈ki J., & Yliruusi J. Stable aqueous film coating dispersion of zein // Journal of Colloid and Interface Science. – Vol. – Vol.322(2). – 2007 – P. 478-484. – https://doi.org/ 10.1016/j.jcis.2007.11.058. 
7  Li X. N., Guo H. X., & Heinamaki, J. Aqueous coating dispersion (pseudolatex) of zein improves formulation of sustained-release tablets containing very water- soluble drug // Journal of Colloid and Interface Science. – 2010. – Vol.345(1). – P. 46-53. – https://doi.org/ 10.1016/j.jcis.2010.01.0297. 
8  Spasojevi ́c L., Katona J., Buˇcko S., Savi ́c S. M., Petrovi ́c L., Milinkovi ́c Budinˇci ́c J., Tasi ́c N., Aidarova S., & Sharipova A. Edible water barrier films prepared from aqueous dispersions of zein nanoparticles // LWT. – 2019. – Vol.109. – P. 350-358. – https://doi. org/10.1016/j.lwt.2019.04.038. 
9  Chang R. K., Iturrioz G., & Luo C. W. Preparation and evaluation of shellac pseudolatex as an aqueous enteric coating system for pellets // International Journal of Pharmaceutics. – 1990. – Vol.60(2). – P. 171-173. – https://doi.org/10.1016/0378-5173(90)90304-M. 
10 Gilligan C. A., & Li Wan Po A. Factors affecting drug release from a pellet system coated with an aqueous colloidal dispersion // International Journal of Pharmaceutics. – 1991. – Vol.73(1). – P. 51-68. – https://doi.org/10.1016/0378-5173(91)90100-3. 
11 Hutchings D., Clarson S., & Sakr A. Studies of the mechanical properties of free films prepared using an ethylcellulose pseudolatex coating system // International Journal of Pharmaceutics. – 1994. – Vol.104. – P. 203-213. 
12 Thioune O., Fessi H., Devissagueta J. P., & Puisieux F. Preparation of pseudolatex by nanoprecipitation: influence of the solvent nature on intrinsic viscosity and interaction constant // International Journal of Pharmaceutics. – 1996. – Vol.146(2). – P. 233-238. – https://doi.org/10.1016/S0378-5173(96)04830-2. 
13 Li Z., Jiang X., Huang H., Liu A., Liu H., Abid N., & Ming L. Chitosan/zein films incorporated with essential oil nanoparticles and nanoemulsions: similarities and differences // International Journal of Biological Macromolecules. – Vol.208. – P. 983-994. – https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2022.03.200. 
14 Paliwal R., Palakurthi S. Zein in controlled drug delivery and tissue engineering // J. Controlled Release. – 2014. – Vol.189. – P.108-122. 
15 Patel A., Hu Y., Tiwari J. K. and Velikov K. P. Synthesis and characterisation of zein–curcumin colloidal particles // Soft Matter. – 2010. – Vol.6. – P.6192-6199. 
16 Li K.-K., Yin S.-W., Yin Y.-C., Tang C.-H., Yang X.-Q., and Wen S.-H. Preparation of water-soluble antimicrobial zein nanoparticles by a modified  antisolvent approach and their characterization // J. Food Eng. – 2013. – Vol. 119. – P.343-352.
17 Zou T., Li Z., Percival S. S., Bonard S., and Gu L. Fabrication, characterization, and cytotoxicity evaluation of cranberry procyanidins-zein nanoparticles // FoodHydrocoll. – 2012. – Vol.27. – P.293-300. 
18 Lee S., Alwahab N. S., and Moazzam Z. M. Zein-based oral drug delivery system targeting activated macrophages // Int. J. Pharm. – 2013. – Vol.454. – P.388-393. 
19 Hu K., and McClements D. J. Fabrication of biopolymer nanoparticles by antisolvent precipitation and electrostatic deposition: zein-alginate core/shell nanoparticles // Food Hydrocoll. – 2015. – Vol.44. – P.101-108. 
20 Patel A.R., Bouwens E.C.M., Velikov K.P. Sodium caseinate stabilized zein colloidal particles/ J. Agric. Food Chem. -  2010. – Vol.58. – P.12497–12503.
21 Hu K., McClements D.J. Fabrication of surfactant-stabilized zein nanoparticles: a ph modulated antisolvent precipitation method // Food Res. Int. – 2014. – Vol.64. – P.329-335.
22 Hu K., Huang X., Gao Y., Huang X., Xiao H., McClements D.J. Core-shell biopolymer nanoparticle delivery systems: synthesis and characterization of curcumin fortified zein-pectin nanoparticles // Food Chem. –  2015. – Vol.182. – P.275-281. 
23 Ruso J.M., Deo N., Somasundaran P. Complexation between dodecyl sulfate surfactant and zein protein in solution // Langmuir. – 2004. – Vol.20. – P.8988-8991. 
24 Mehta S.K., Bhawna K.K., Kumar A. Bhasin. Solubilization and conformational behavior of zein in aqueous solution of dodecyldimethylethylammonium bromide (DDAB) // Colloids Surf. A. – 2009. – Vol.346. – P.195-201. 
25 Lee H.J., McAuley A., Schilke K.F., McGuire J. Molecular origins of surfactant- mediated stabilization of protein drugs // Adv. Drug Deliv. Rev. – 2011. – Vol.63. – P. 1160-1171. 
26 Singharoy D., Mati S.S., Rakshit S., Chall S., Bhattacharya S.C. Correlation of fret efficiency with conformational changes of proteins in ionic and nonionic surfactant environment // J. Mol. Liq. – 2016. – Vol.213. – P.33-40. 
27 Park C.-E., Park D.-J., and Kim B.-K. Effects of a chitosan coating on properties of retinol-encapsulated zein nanoparticles // Food Sci. Biotechnol. – 2015. – Vol.24. – P.1725-1733. 
28 Chen H., and Zhong Q. Processes improving the dispersibility of spray- dried zein nanoparticles using sodium caseinate // Food Hydrocoll. – 2014. – Vol.35. – P.358-366. 
29 Cheng C. J., and Jones O. G. Stabilizing zein nanoparticle dispersions with ι-carrageenan // Food Hydrocoll. – 2017. – Vol.69. – P.28-35. 
30 Dai L., Sun C., Wang D., and Gao Y. The interaction between zein and lecithin in ethanol-water solution and characterization of zein–lecithin composite colloidal nanoparticles // PLoSONE11:e0167172. – 2016. – Vol.11. – doi: 10.1371/journal.pone.0167172 
31 Gomez-Estaca J., Balaguer M. P., Gavara R., and Hernandez-Munoz, P. Formation of zein nanoparticles by electrohydrodynamic atomization: effect of the main processing variables and suitability for encapsulating the food coloring and active ingredient curcumin // Food Hydrocoll. – 2012. – Vol. 28. – P.82-91. 
32 Lai L. F., Guo, H. X. Preparation of new 5-fluorouracil- loaded zein nanoparticles for liver targeting // Int. J. Pharm. – 2011. – Vol.404. – P.317-323. 
33 da Rosa C. G., de OMehtaliveira Brisola Maciel M. V., de Carvalho S. M., de Melo A. P. Z., Jummes B., da Silva T., et al. Characterization and evaluation of physicochemical and antimicrobial properties of zein nanoparticles loaded with phenolicsmonoterpenes // Colloids Surf. Physicochem. Eng. Aspects. – 2015. – Vol.481. – P.337-344. 
34 Sun C., Dai L., He X., Liu F., Yuan F., and Gao Y. Effect of heat treatment on physical, structural, thermal and morphological characteristics of zein in ethanol-water solution // Food Hydrocoll. – 2016. – Vol.58. – P.11-19. 
35 Selling G. W., Hamaker S. A., and Sessai D. J. Effect of solvent and temperature on secondary and tertiary structure of zein by circular dichroism // Cereal Chem. – 2007. – Vol.84. – P.265-270. 
36 Cabra V., Arreguin R., Vazquez-Duhalt R., and Farres A. Effect of temperature and pH on the secondary structure and processes of oligomerization of 19 kDa alpha-zein // Biochim. Biophys. – 2006. – Acta1764. – P.1110-1118. 
37 Huang X., Dai Y., Cai J., Zhong N., Xiao H., McClements D. J. Resveratrol encapsulation in core-shell biopolymer nanoparticles: impact on antioxidant and anticancer activities // Food Hydrocoll. – 2017. – Vol.64. – P.157-165. – doi: 10.1016/j.foodhyd.2016.10.029. 
38 Rajić D., Spasojević L., Gojković Cvjetković V., Bučko S., Fraj J., Milinković Budinčić J., Petrović L.,  Pilić B., Sharipova A., Babayev A., Aidarova S., Katona J.. Zein-resin composite nanoparticles with coencapsulated carvacrol // Journal of Food Processing and Preservation. – 2022. – Vol.46(10).
39 Joye I. J., Davidov-Pardo G., McClements D. J. Encapsulation of resveratrol in biopolymer particles produced using liquid antisolvent precipitation. Part 2: stability and functionality // Food Hydrocoll. – 2015. – Vol.49. – P. 127-134. – doi: 10.1016/j.foodhyd.2015.02.038. 
40 Wang Z. , Yang H., Zhu Z. Study on the Blends of Silk Fibron and Sodium Alginate: Hydrogen Bond Formation, Structure and Properties // Polymer. – 2019. – Vol.163. – P. 144-153.
41 Jing Yin, Yue Fang, Lan Xu. High-throughput fabrication of silk fibroin/hydroxypropyl methylcellulose (SF/HPMC) nanofibrous scaffolds for skin tissue engineering // Int. J. Biological Macromolecules. – 2021. – Vol.183. – P. 1210-1221. – DOI 10.1016/j.ijbiomac.2021.05.026.
42 Malay O., Bayraktar O., Batigün A. Complex coacervation of silk fibroin and hyaluronic acid // Int. J. Biolog. Macromolecules. – 2007. – Vol.40. – P.387-393. – DOI 10.1016/j.ijbiomac.2006.09.017.
43 Tuwalska A., Grabska-Zielińska S., Sionkowska A. Chitosan Silk Fibroin Materials for Biomedical Applications - A Review // Polymers. – 2022. – Vol.14. – 1343. – DOI 10.3390/polym14071343.
44 Gholipourmalekabadi M., Sapru S., Samadikuchaksaraei A., Reis R.L., Kaplan D.L., Kundu S.C. Silk fibroin for skin injury repair: Where do things stand? // Adv. Drug Deliv. Rev. – 2020. – Vol.153. – P. 28-53. 
45 Patel M., Dubey D.K., Singh S.P. Phenomenological models of Bombyx mori silk fibroin and their mechanical behavior using molecular dynamics simulations // Mater. Sci. Eng. – 2020. – Vol.108. – P. 110414-110434. 
46 Partlow B. P., Tabatabai A. P., Leisk G. G., Cebe P., Blair D. L., Kaplan D. L. Silk Fibroin Degradation Related to Rheological and Mechanical Properties // Macromolecular Bioscience. – 2016. – Vol.16. – P. 666-675.
47 Allardyce B.J., Rajkhowa R., Dilley R.J., Atlas M.D., Kaur J., Wang X. The impact of degumming conditions on the properties of silk films for biomedical applications // Text. Res. J. – 2016. – 86, 275-287.   
48 Bucciarelli A., Greco G., Corridori I., Pugno N.M., Motta A. A design of experiment rational optimization of the degumming process and its impact on the silk fibroin properties // ACS Biomater. Sci. Eng. – 2021. – Vol.7. – P.1374-1393. 
49 Sashina E. S., Bochek A. M., Novoselov N. P., Kirichenko D. A. Structure and Solubility of Natural Silk Fibroin // Russian Journal of Applied Chemistry. – 2006. – Vol.79. – P. 869-876.
50 Zhao Y., Zhi Shou Zhu, Guan J., Su Jun Wu. Processing, mechanical properties and bio-applications of silk fibroin-based high-strength hydrogels // Acta Biomaterialia. – 2021. – Vol.125. – P. 57–71.
51 Kasoju N., Hawkins N., Pop-Georgievski O., Kubies D., Vollrath F. Silk fibroin gelation via non-solvent induced phase separation //Biomater. Sci. – 2016. – Vol.4(3). – P.460-473. – DOI: 10.1039/c5bm00471c. 
52 Rockwood D.N., Preda R.C., Yücel T., Wang X., Lovett M.L., Kaplan D.L. Materials fabrication from Bombyx mori silk fibroin // Nat. Protoc. – 2011. – Vol.6. – P.1612-1631. – 2011.doi: 10.1038/nprot.2011.379.
53 Chantong N., Damrongsakkul S., Ratanavaraporn J. Gelation Process and Physicochemical Properties of Thai Silk Fibroin Hydrogels Induced by Various Anionic Surfactants for Controlled Release of Curcumin // J Surfact Deterg. – 2019. – DOI 10.1002/jsde.12298.
54 Wu, X., Hou J., Li M., Wang J., Kaplan D.L., Lu S. Sodium dodecyl sulfate-induced rapid gelation of silk fibroin // Acta Biomaterialia. – 2012. – Vol.8. – P. 2185-2192. – DOI 10.1016/j.actbio.2012.03.007.
55 Arami M., Rahimi S., Mivehie L., Mazaheri F., Mahmoodi N. M. Degumming of Persian silk with mixed proteolytic enzimes // Journal of Applied Polymer Science. – 2007. – Vol.106. – P. 267-275.
56 Feng Y., Lin J., Niu L., Wang Y., Cheng Z., Sun X., Li M. High molecular weight silk fibroin prepared by papain degummig // Polymers. – 2020. – Vol.12. – 2105. – https://doi.org/10.3390/polym12092105.
57 Freddi G., Mossotti R., Innocenti, R. Degumming of silk fabric with several proteases // Journal of Biotechnology. – 2003. – Vol.106. – P.101-112.
58 Yao X., Zou S., Fan S., Niu Q., Zhang Y. Bioinspired silk fibroin materials: From silk building blocks extraction and reconstruction to advanced biomedical applications // Materials Today Bio. – 2022. – Vol.16. – P.100381-100408.
59 Ajisawa A. Dissolution of silk fibroin with calciumchloride/ethanol aqueous solution // The Journal of Sericultural Science of Japan. – 1998. – Vol.67. – P. 91-94.
60 Grabska-Zielinska S., Sionkowska A. How to improve physico-chemical properties of silk fibroin materials for biomedical applications? - Blending and cross-linking of silk fibroin – a review // Materials. – 2021. – Vol.14. – P.1510-1541.
61 Shang S., Zhu L., Fan J. Intermolecular interactions between natural polysaccharides and silk fibroin protein // Carbohydrate Polymers. – 2013. – Vol.93. – P. 561-573.
62 Meka V.S., Sing M.K.G., Pichika M.R., Nali S.R., Kolapalli V.R.M., Kesharwani P. A comprehensive review on polyelectrolyte complexes // Drug Discov. Today. – 2017. – Vol.22. – P. 1697-1706. 
63 Kabanov V.A., Zezin, A.B. Soluble interpolymeric complexes as a new class of synthetic polyelectrolites // Pure Appl. Chem. – 1984. – Vol.56. – P. 343-354.
64 Kulkarni A.D., Vanjari Y.H., Sancheti K.H., Patel H.M., Belgamwar V.S., Surama S.J., Pardeshi C.V. Polyelectrolyte complexes: Mechanism, critical experimental aspects, and applications // Artif. Cells Nanomed. Biotechnol. – 2016. – Vol.44. – P. 1615-1625.
65 Kayitmazer A.B., Seeman D., Minsky B.B., Dubin P.L., Xu Y. Protein-polyelectrolyte interactions // Soft Matter. – 2013. – Vol.9. – P. 2553-2583.
66 Srinivas L., Ramana Murthy K. V. Preparation and evaluation of polyelectrolyte complex for oral controlled drug delivery // Asian Journal of Pharmaceutics. – 2010. – Vol.4. – P. 69-78.
67 Malay Ö., Batigün A., Bayraktar O. pH-and electro-responsive characteristics of silk fibroin-hyaluronic acid polyelectrolyte complex membranes // International Journal of Pharmaceutics. – 2009. – Vol.380. – P. 120-126.
68 Ghaeli I., De Moraes M. A., Bepp M. M., Lewandowska K., Sionkowska A., Ferreira - da - Silva F., Ferraz M. P., Monteiro F. J. Phase Behaviour and Miscibility Studies of Collagen/Silk Fibroin Macromolecular System in Dilute Solutions and Solid State // Molecules. – 2017. – Vol.22. – P. 1368-1385. 
69 Bhardwaj N., Kundu S. C. Silk fibroin protein and chitosan polyelectrolyte complex porous scaffolds for tissue engineering applications // Carbohydrate Polymers. – 2011. – Vol.85. – P. 325-333.
70 Wang F., Wu H., Venkataraman V., Hu X. Silk fibroin-poly(lactic acid) biocomposites: Effect of protein-synthetic polymer interactions and miscibility on material properties and biological responses // Materials Science and Engineering: C. – 2019. – Vol.104. – P. 109890-109903.
71 Gao Q., Shao Z., Sun Y., Lin H., Zhou P., Yu T. Complex Formation of Silk Fibroin with Poly(acrylic acid) // Polymer Journal. – 2000. – Vol.32. – P. 269-274.
72 Arakaban H., Barani M., Akbarizadeh M. R. Pal Singh Chauhan N., Jadoun S. Dehghani Soltani M. Zarrintaj P. Polyacrylic acid Nanoplatforms: Antimicrobial, Tissue Engineering, and Cancer Theranostic Applications // Polymers. – 2022. – Vol.14. – P. 1259-1292.
73 Pourmadadi M., Farokh A., Rahmani E., Mahdi Eshaghi M., Aslani A., Rahdar A., Ferreira L. F. R. Polyacrylic acid mediated targeted drug delivery nano-systems: A review // Journal of Drug Delivery Science and Technology. – 2023. – Vol.80. – P. 104169-104181.
74 Ito, T.; Yamaguchi, S.; Soga, D.; Yoshimoto, T.; Koyama, Y. Preparation of a Bioadhesive Poly(acrylic acid)/Polyvinyl pyrollidone Complex Gel and Its Clinical Effect on Dental Hemostasis // Gels. – 2022. – Vol.8. – P. 462-475.
75 Škrbic ́ J., Spasojevic ́ L., Sharipova A., Aidarova S., Babayev A.,  Sarsembekova R.,  Popovic ́ L., Bucˇko S., Milinkovic ́ Budincˇic ́ J., Fraj J., Petrovic ́ L., Katona J. Investigation of Silk Fibroin/Poly(Acrylic Acid) Interactions in Aqueous Solution // Polymers. – 2024. – Vol.16. – 936. 
76 Wang S., Xu T., Yang Y., Shao Z. Colloidal stability of silk fibroin nanoparticles coated with cationic polymer for effective drug delivery // ACS Appl. Mater. Interfaces. – 2015. – Vol.7. – P. 21254-21262.
77 Moraes M. A, Beppu M. M. Biocomposite membranes of sodium alginate and silk fibroin fibers for biomedical application // Journal of Applied Polymer science. – 2013. – Vol.130. – P. 3451-3457.
78 Pandey V., Haider T., Jain P., Gupta P.N., Soni V. Silk as a leading-edge biological macromolecule for improved drug delivery // J. Drug Deliv. Sci. Technol. – 2020. – Vol.55. – P. 101294-101314. 
79 Gou S., Huang Y., Sung J., Xiao B., Merlin D. Silk fibroin-based nanotherapeutics: application in the treatment of colonic diseases // Nanomedicine (Lond.). – 2019. – Vol.14. – P. 2373-2378.
80 Seib F. P. Silk nanoparticles-an emerging anticancer nanomedicine // AIMS Bioengineering. – 2017. – Vol.4. – P. 239-258.
81 Patil P. P., Reagan M. R., Bohara R. A. Silk fibroin and silk-based biomaterial derivatives for ideal wound dressings // Int. J. Biol. Macromol. – 2020. – Vol.164. – P.4613-4627.
82 Janani G., Kumar M., Chouhan D., Moses J. C., Gangrade A., Bhattacharjee S., Mandal B. B. Insight into Silk-Based Biomaterials: From Physicochemical Attributes to Recent Biomedical Applications // ACS Applied Bio Materials. – 2019. – Vol.2. – P. 5460-5491.
83 Selyutina O., Apanasenko I. E., Khalikov S.S., Polyakov N.E. Natural poly– and oligosaccharides as novel delivery systems for plant protection compounds // Journal of Agricultural and Food Chemistry. – 2017. – Vol.65(31). – P. 6582-6587.
84 Filippidi E., Patel A.R., Brouwens E.C.M., Voudouris P., Velikov K.P. All–natural oil–filled microcapsules from water–insoluble proteins // Advance Functional Materials. – 2014. – Vol.24(38). – P.5962-5968.
85 Patel A.R., Remijin C., Mulet Cabero A.I., Heussen P.C.M., Seijen ten Hoom J.W.M., Velikov K.P. Novel all–natural microcapsules from gelatin and shellac for biorelated applications // Advance Functional Materials. – 2013. – Vol. 23(37). – P. 4710-4718.
86 Raliya R., Saharan V., Dimkpa C., Biswas P. Nanofertilizer for Precision and Sustainable Agriculture: Current State and Future Perspectives // Journal of agricultural and food chemistry. – 2018. – Vol.66. – P. 6487-6503. 
87 Lawton J.W. Zein: A history of processing and use // Cereal Chemistry. – 2002. – Vol.79. – P. 1-18.
88 Turasan H., Kokini J.L. Advances in Understanding the Molecular Structures and Functionalities of Biodegradable Zein-Based Materials Using Spectroscopic Techniques: A Review // Biomacromolecules. – 2017. – Vol.18. – P. 331-354.
89 Li Y., Li J., Xia Q., Zhang B., Wang Q., Huang Q. Understanding the dissolution of alpha-zein in aqueous ethanol and acetic acid solutions // Journal of Physical Chemistry B. – 2012. – Vol.116. – P. 12057-12064.
90 Ribeiro V. P., Silva-Correia J., Goncalves C., Pina S., Radhouani H., Montonen T., Hyttinen J., Roy A., Oliveira A. L., Reis R. L., Oliveira J. M. Rapidly responsive silk fibroin hydrogels as an artificial matrix for the programmed tumor cells death // PLoS ONE. – 2018. Vol.13. – doi: 10.1371/journal.pone.0194441.
91 Zheng H., Zuo B. Fuctional silk fibroin hydrogels: preparation, properties and applications // Journal of Materials Chemistry B. – 2021. – Vol.9. – P. 1238-1258. 
92 Rojas J. E. U., Gerbelli B. B., Ribeiro A. O., Nantes-Cardoso I. L., Giuntini F., Alves W. A. Silk fibroin hydrogels for potential applications in photodynamic therapy // Biopolymers. – 2019. – Vol.110. – №23245.
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