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Аннотация. Оптимизированы условия получения и исследованы характеристики биоразлагае-
мых альгинат-желатиновых пленок, сшитых ферментом трансглутаминазой (mTGase). Свойства 
пленок зависели как от условий сшивки, так и вида и соотношения исходных компонентов. Метода-
ми ИК-спектроскопии, микротомографии, растровой и сканирующей электронной микроскопии 
показано, что mTGase сшивает компоненты и улучшает физико-механические параметры пленок. 
Лучшие образцы пленок имели следующие характеристики: толщина — 103,1±5,2 мкм , прочность —  
32,3±2,4 МПа, растяжение — 168,2±6,2%, паропроницаемость — 22,06±1,15×10-8г·мм/ч-1·см-2·Па-1. 
Биоразлагаемость пленок в почве составляла 30±2 сут. Их можно использовать в качестве упаковки 
пищевых и медицинских изделий, для получения шовного материала, иммобилизации лекарственных 
препаратов с сохранением активности, заживления, нормализации и адаптации краев раны, защиты 
от воздействия внешних факторов.
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Abstract. The production conditions were optimized and the characteristics of biodegradable alginate-gelatin 
films cross-linked with the enzyme transglutaminase (mTGase) were investigated. The properties of the films 
depended both on the crosslinking conditions and on the type and ratio of the initial components. It has been 
shown by IR spectroscopy, microtomography, and scanning electron microscopy that mTGase cross-linked of 
components and improves the physico-mechanical parameters of films. The best samples of films had the follow-
ing characteristics: thickness — 103.1±5.2 microns, strength — 32.3±2.4 MPa, tensile strength — 168.2±6.2 %, 
vapor permeability — 22.06±1.15×10-8 g·mm/h-1·cm-2·Pa-1. Biodegradability of films in soil it was 30±2 days. They 
can be used as packaging of food and medical products, to obtain suture material for surgery, to link medicines 
to the film while maintaining activity, to heal and treatment wound edges, as well as to protect against external 
factors.
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ВВЕДЕНИЕ
Создание биоразлагаемых материалов на осно-

ве смесей природных полимеров, которые могли 
бы под действием окружающей среды распадаться 
на безвредные для природы и живых организмов 
вещества, является одной из приоритетных задач 
современности [14, 31, 34]. Особый интерес вы-
зывают полимеры, полученные из отходов, вто-
ричного или возобновляемого природного сырья, 
таких как хитин, желатин, молочная сыворотка, 
полисахариды, соевый белок, биомасса и др. Эти 
материалы можно применять в производстве упа-
ковочных изделий и композиционных материалов, 
пищевой промышленности, сельском хозяйстве, 
медицине, текстильной промышленности.  Био-
полимеры в связи с совместимостью с биологи-
ческими тканями позволяют использовать их для 
получения шовного материала, а также пленок c 
иммобилизованными лекарствами, ускоряющими 
процессы заживления, нормализации и адаптации 
краев раны, защиты от воздействия внешних фак-
торов [6, 7, 19, 20, 22–24, 29, 30]. 

Желатин — продукт переработки коллагена, 
распространенного в природе белкового вещества, 
образующего главную составную часть соедини-
тельной ткани позвоночных, особенно в коже, 
оссеине костей и в сухожилиях. По аминокислот-
ному и элементарному составу желатин близок к 
коллагену. Желатин, извлекаемый из известкован-
ных шкур, съедобен и используется в колбасных 
оболочках, в качестве ингредиента в различных 
пищевых продуктах, а также в фармацевтике. Не-
съедобный, или технический желатин получают из 
отходов кожевенного производства [33].

Альгинаты являются полиуроновыми кисло-
тами, продуцируются некоторыми видами бурых 
водорослей (Phaeophyceae) и бактерий (Azotobacter 
vinelandii и Pseudomonas aeruginosa). Azotobacter 
vinelandii синтезирует альгинат как внеклеточный 
полисахарид. Альгинат состоит из двух структур-
ных единиц: остатков β-D-маннуроновой кислоты 
(М) и α-L-гулуроновой кислоты (Г), связанных 
1,4-гликозидными связями [32].

В ряде работ показано, что желатин и белки в 
присутствии трансглутаминазы (mTGase) обра-
зуют вязкие гели, которые можно использовать 
для получения пленок и полимеров. В литературе 
имеются данные также о возможности получения 
различных материалов из желатина, хитозана, 
альгината, пектина и других биополимеров в 
различных сочетаниях и соотношениях, сшитых 
различными способами, в том числе химиче-
ским и ферментативными методами (ферментом 
трансглутаминазой). Причем качество материалов 
зависело от вида сырья и условий его получения 
[1, 10, 11, 17, 18, 35]. В частности, было показано, 
что mTGase можно использовать для получения 
желатин-хитозановых пленок. Однако физико-ме-

ханические характеристики пленок — прочность, 
растяжение относительно невысокие [24, 30], что 
ограничивало их широкое применение.

В предлагаемом исследовании показана техно-
логия и обоснованы методы получения биополи-
меров (пленок) из желатина и альгината, сшитых 
микробной трансглутаминазой (mTGase).

Цель работы — изучение влияния соотношения 
альгината желатина и микробной трансглутамина-
зы (mTGase) на свойства биоразлагаемых пленок 
на их основе.

МЕТОДИКА
Для получения биополимерных пленок в каче-

стве структурообразователей использовали: 
– натрия альгинат из водорослей Foodalga, мар-

ка 500 (Foodchem, Китай);
– желатин пищевой (10%-ный водный раствор 

(ГОСТ 11293-89, ООО «ДТ-холдинг», Россия));
– ферментный препарат mTGаse ЕС 2.3.2.13 — 

PROBIND TX (BDF Natural Ingredients, SL., Испа-
ния). Количество вносимой mTGаse рассчитывали 
по содержанию белка;

– глицерин (ГОСТ 6259-75, ООО «Глицерин.
ру», Россия).

Пленки получали следующим образом. Же-
латин растворяли в воде в соотношении 1:10 при 
температуре 60 0С. Смешивали с раствором альги-
ната натрия (1–2%-ный водный раствор с темпе-
ратурой 60–80 0С)  и в последнюю очередь добав-
ляли mTGase (20%-ный водный раствор по белку), 
глицерин.  После внесения фермента суспензию 
перемешивали не более 2 мин, температура смеси 
45–55 оС. Полученную массу выливали в посуду с 
горизонтальным дном и выдерживали в течение 
1–2 сут при температуре +20–24 оС.

Количественное содержание белка определяли 
методом Бредфорда [4].

Толщину пленок определяли на приборе 
CHY-C2 “Labthink Instruments” (Китай), предел 
прочности и растяжение на универсальной ис-
пытательной машине XLW(PC) “Labthink Instru-
ments” (Китай), в соответствии с Международным 
стандартом (https://catalogue.normdocs.ru/catalog/
com.normdocs.as tm.card.d882-12/Standard-
ASTM-D882-12). Паропроницаемость пленок 
WVP = (г×мм/ч -1×см -2×Па -1×10-8) определяли 
гравиметрическим методом (ГОСТ-21472-81. Ме-
жгосударственный стандарт. М.: Стандартинформ. 
2008). Биоразлагаемость пленок определяли по 
количеству дней или месяцев, необходимых для ее 
деградации [24].

Исследование образования и разрыва связей, 
микроструктуру и структурные особенностей 
пленок проводили методами ИК-спектроскопии, 
томографии, электронной растровой и сканирую-
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щей микроскопии. ИК-спектры регистрировали в 
диапазоне 4000–800 см-1 на ИК-Фурье спектроме-
тре IRPrestige-21 “Shimadzu” (Япония). Микрото-
мографию проводили с помощью микротомографа 
SkyScan-1172 “SkyScan n.v.” (Бельгия). Результаты 
реконструкции микрофотографий анализировали 
в прилагаемом комплексе программ: CTan, CTvol, 
CTvox, CTviewer. Электронную и сканирующую 
микроскопию проводили на многофункциональ-
ном растровом электронном микроскопе Quanta 
200i 3D FEI “SEM Quanta 200i 3D FEI Company” 
(USA-Holland) и зондовом микроскопе SPM9600 
“Shimadzu” (Япония).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Известно, что эффективность сшивки белков и 

полисахаридов с использованием mTGase зависит 
как от химической структуры полимеров, так и от 
условий его применения. Например, в ряде работ 
показано, что mTGase может сшивать различные 
биополимеры, в том числе желатин, по свободным 
аминогруппам и аминогруппам лизина. Эффек-
тивность такой сшивки зависит не только от при-
роды гелеобразующих систем, но и вида mTGase. 
При использовании в качестве гелеобразующих 
систем только желатина сформированные пленки 
по своим параметрам уступают пленкам из синте-
тических полимеров, так как получаются ломкими. 
Для увеличения пластичности пленок в гелеобра-
зующие смеси добавляют пластификатор (глице-
рин, полиэтиленгликоль и т. д), а для повышения 
физико-механических свойств — различные арми-
рующие наполнители, например, полисахариды: 
альгинат, целлюлозу, хитозан [8–11, 15, 17, 18, 24, 
35].

Проведенные исследования показали, что 
характеристики пленок зависят от соотношения 
компонентов и количества внесенного фермента. 
Пленки, сформированные из желатина и гли-
церина с использованием сшивки ферментом, 
имели низкие физико-химические показатели и со 
временем теряли эластичность, по краям станови-
лись ломкими. Добавление альгината повышало 
эластичность и улучшало физико-механические 
показатели пленок. Лучшие образцы были полу-
чены при соотношении компонентов, масс. %:  
желатин — 48,4±2,7; альгинат натрия — 29,3±2,5; 
mTGase — 16,1±0,9; глицерин — 3,2±0,1. Пленки 
имели следующие характеристики: толщина —  
103,1±5,2 мкм, прочность — 32,3 ± 2,4 МПа, 
растяжение — 168,2±6,2 %, паропроницаемость —  
22,06±1,15×10-8 г·мм/ч-1·см-2·Па-1. Биоразлагае-
мость пленок зависела от состава пленок и состав-
ляла от 30±5 сут.

По своим характеристикам они не уступали 
биологически не разлагаемому полиэтилену, при-
меняемому в производстве упаковочных матери-
алов, а также биоразлагаемым пленкам на основе 

желатина, хитозана, сшитых mTGase [10, 15, 24, 28]. 
Изменение количества альгината влияло на физи-
ко-механические показатели пленок. Это может 
быть связано со структурными факторами, ответ-
ственными за взаимодействие между полимерами 
в растворе: возрастанием размера полимерной 
молекулы, уменьшением степени доступности 
пространства, возрастанием жесткости биополи-
мерной молекулы. Характеристики пленок зави-
сели также от количества внесенного фермента. 
Увеличение количества внесенного фермента, 
выше оптимального, не оказывало существенного 
влияния на прочность, растяжение и толщину 
пленок, хотя процесс структурирования проходил 
быстрее. Это можно объяснить следующими при-
чинами. Во-первых, по-видимому, при высоких 
концентрациях фермента наблюдался эффект 
насыщения субстратом, так как при неизменном 
количестве желатина количество функциональных 
групп, по которым происходила ферментативная 
сшивка, также оставалось неизменным. Во-вто-
рых, можно полагать, что при высоких концен-
трациях катализатора в вязких средах происходила 
ретикуляция ферментов, то есть ферменты, обла-
дая полифункциональностью, сами выступали в 
качестве доноров аминогрупп. Кроме того, нельзя 
исключить и увеличение вклада во взаимодействия 
между карбоксильными группами альгината и ами-
ногруппами фермента. Наличие паропроницаемо-
сти у пленок указывало на то, что они «дышат», и 
это свойства пленок очень важно для применения 
в медицине и пищевой промышленности.

С целью изучения и оценки структурных изме-
нений при образовании связей между компонента-
ми, происходящих в результате добавления в смесь 
mTGase, проводили томографию, атомно-сило-
вую, сканирующую микроскопию и регистрацию 
ИК-спектров контрольных и опытных образцов 
пленок.

На рис. 1 б четко видна слоистая структура 
материала, в отличие от рис. 1 а, где отсутствова-
ла какая-либо слоистость и пленка представляла 
собой целостную структуру. Это связано с тем, что 
при добавлении фермента mTGase в композицию 
образуются прочные ковалентные связи между 
компонентами смеси и происходит выравнивание 
структуры материала во всем объеме пленки и об-
разование монолитного рисунка.

Для получения достоверной информации о 
характере рельефа поверхности пленок проводили 
анализ в атомно-силовом (растровом) (рис. 2) и 
сканирующем зондовом микроскопах опытных и 
контрольных образцов (рис. 3).
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(а) (б)

Рис. 1. Микротомография контрольных и опытных образцов: а ― биополимерная пленка без фермента; б ― био-
полимерная пленка с ферментом
Fig. 1. Micro-CT of control and experimental samples: a ― biopolymer film without enzyme; b ― biopolymer film with 
enzyme

(а) (б)

Рис. 2. Фотографии пленок, полученных на атомно-силовом (растровом) микроскопе: а ― биополимерная пленка 
без mTGase; б ― биополимерная пленка с mTGase
Fig. 2. Atomic force microscopy (AFM) images of the films: a ― biopolymer film without mTGase; b ― biopolymer film with 
mTGase

(а) (б)
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Рис. 3. Фотографии пленок, полученных на сканирующем (зондовом)микроскопе. а ― биополимерная пленка без 
mTGase; б - биополимерная пленка с mTGase
Fig. 3. Scanning probe microscopy (SPM) images of the films: a ― biopolymer film without mTGase; b ― biopolymer film 
with mTGase
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Полученные результаты подтвердили то, что при 
добавлении фермента mTGase в композицию обра-
зуются прочные связи между компонентами смеси 
и происходит выравнивание структуры материала 
во всем объеме пленки и образование монолитного 
рисунка.

Фотографии пленок, полученных на сканирую-
щем микроскопе, также показали положительную 
роль mTGase в образовании монолитной одноо-
бразной структуры пленок (рис. 3).

В пленках без mTGase наблюдалась ребристость 
и неровность (а), а пленки с mTGase имели более 
гладкую и ровную поверхность (б).

Исходя из вышеприведенных результатов, мож-
но сделать вывод о том, что при добавлении аль-
гината вместе с ферментом mTGase в композиции 
образуются прочные ковалентные и координаци-
онные связи между компонентами смеси и проис-
ходит выравнивание структуры материала по всей 
поверхности и глубине пленки. Для подтверждения 
этого  были исследованы ИК-спектры на наличие 
свободных и связанных функциональных групп 
компонентов, составляющих пленки (рис. 4), и 
пленок, полученных сшивкой этих компонентов с 
помощью mTGase (рис. 5).

Рис. 4. ИК-спектры пленок из альгината (1) и жела-
тина (2)
Fig. 4. FT-IR spectra of alginate (1) and gelatin (2) films

В ИК-спектрах пленок желатина (рис. 4) при-
сутствовали пики поглощения, характерные для 
данного белка: в области 3323 см-1, обусловленные 
колебаниями амида А (NH), 3080 см-1 — валент-
ными колебаниями связанных (ассоциированных) 
NH групп аминокислот (лизина), 1653 см-1 — коле-
баниями амид I (СО, NH), 1550 см-1 — колебаниями 
амид II (CH2, NH), 1238 см-1 — колебаниями амид III 
(CN, NH), и 1200–1020 см-1- колебания (CN) али-
фатических  аминов. Колебания в области 1238 см-1 
характерны для лизина, а для глутаминовой кисло-
ты, глицина и аргинина в области 1200–1020 см-1. 
В ИК-спектрах альгината (рис. 4) хорошо заметны 

пики поглощения, характерные для данного поли-
сахарида: 3381 см-1 — колебания свободных ОН-
групп, 2931 см-1 — колебания CH2-групп, 1608 см-1  
и 1412 см-1 — ассиметричные и симметричные 
колебания карбоксилат-ионных групп, 1033 см-1 — 
колебания С-О-С групп сахаров [2, 12, 21, 25, 26, 
36].

Рис. 5. ИК-спектры пленок: 1 ―  альгинат ― желатин ―  
глицерин ; 2 ―  альгинат ― желатин ― глицерин ― 
mTGasа
Fig. 5. FT-IR spectra of the films: 1 ― alginate–gelatin―
glycerol; 2 ― alginate―gelatin―glycerol―mTGase

В ИК-спектрах пленок из смеси альгинат-жела-
тин-глицерин без фермента (рис. 5) наблюдалось 
поглощение в области 1040 см-1, 1111 см-1, обуслов-
ленных ассиметричными и симметричными ко-
лебаниями карбоксилат-ионных групп альгината. 
Вероятно, это связано с тем, что в водной среде при 
смешивании происходит частичная диссоциация 
молекул альгината натрия с образованием свобод-
ных карбоксильных групп [13, 26]. В ИК-спектрах 
пленок из смеси альгинат-желатин-глицерин с 
ферментом mTGasе регистрируются заметные из-
менения в области «отпечатки пальцев» — 1000 см-1 
– 1400 см-1. Поглощение в области 1040 см-1 и 1111 
см-1 менее выражено, но наблюдается незначитель-
ная полоса при 1075 см-1 и четко регистрируется по-
лоса поглощения при частоте 1155 см-1, характерная 
для аминогрупп алифатических аминокислот, что, 
вероятно, связано со смещением максимума полос 
поглощения аминогрупп алифатических амино-
кислот и, прежде всего, лизина в  область более 
низких частот за счет образования новых связей 
(сшивки) и электростатистического взаимодей-
ствия аминогрупп желатина с карбоксильными 
группами альгината. Об этом свидетельствует 
также то, что добавление желатина к альгинату 
приводит к смещению полос, обусловленных кар-
боксилат-ионными группами альгината после 
диссоциации и полос, обусловленных связанны-
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ми NH-группами. Например, при исследовании 
ИК-спектров гелеобразных пленок, полученных из 
растворов желатины с добавками альгината натрия, 
показано, что с увеличением содержания альгината 
натрия наблюдалось изменение структуры форми-
рующихся пленок. При этом отмечалось смещение 
характеристической полосы поглощения амидных 
групп желатины. При исследовании рыбной же-
латины в присутствии полисахарида каррагинана 
также наблюдались смещения основных полос 
пропускания амидных групп желатины вследствие 
формирования полиэлектролитных комплексов 
желатины типа А с полисахаридом [5, 13, 27].

Снижение интенсивности пика поглощения 
в области 1111 см-1 при ферменте, по-видимому, 
связано с образованием новых связей (вероятно, 
CN) или между свободными аминогруппами, или 
боковыми аминогруппами и карбоксамидными 
группами лизина. Нельзя исключить и образова-
ние координационных связей за счет электроста-
тических взаимодействий. Возможность такого 
механизма взаимодействия между полисахаридами 
и белками показана в работах [5, 13, 16, 27]. Обра-
зование таких взаимодействий в альгинат-жела-
тиновых пленках можно изобразить следующей 
схемой, представленной на рис. 6.

В опытном образце в присутствии mTGasе, 
даже с учетом того, что фермент также содержит 
аминогруппы, заметных изменений в области 3325 
см-1, обусловленных колебаниями амида А (NH), 
свободных аминогрупп желатина и фермента не 
наблюдалось, что может свидетельствовать о не-
значительном участии или неучастии этих групп в 
процессах сшивки.

Рис. 6. Возможные механизмы образования коор-
динационных (электростатических) связей между 
альгинатом и желатином при формировании пленок
Fig. 6. Proposed mechanisms for the formation of coordi-
nation (electrostatic) bonds between alginate and gelatin 
during film formation

Таким образом, по обнаружению изменений 
полос поглощения в ИК-спектрах в области  
1040 см-1, 1075 см-1, 1111 см-1 и 1155 см-1 можно су-
дить об эффективности сшивки полисахаридов 
(альгината натрия) и белков (желатин) ферментом 
mTGasе и координационными связями при фор-
мировании гелей и пленок.

Для проверки биоразлагаемости полученных 
пленок проводилась их деструкция в естественных 
условиях среды при непосредственном контакте 
почвы с пленкой. Данные по деструкции пленок 
представлены на рис. 7.
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Рис. 7. Биоразлагаемость пленок: а ― исходная пленка до внесения в почву;
б ― пленка через 30 сут после внесения в почву
Fig. 7. Biodegradability of the films: a ― initial film before soil burial; b ― film 30 days after soil burial
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Из представленных рисунков видно, что в есте-
ственных условиях в почве через 30 сут полученная 
пленка подверглась разрушению (деструкции).

***

В результате проведенных исследований выяв-
лено, что применение mTGase способствует уско-
рению гелеобразования смеси альгинат–желатин–
глицерин за счет «сшивки», которая позволяла 

формировать биоразлагаемые паропроницаемые 
пленки, по своим физико-механическим характе-
ристикам не уступающие пленкам из полиэтилена 
и пленкам на основе хитозана и желатина, сшитых 
mTGase. Полученные пленки можно использовать 
для изготовления упаковочных материалов, а также 
в медицине в качестве матрицы для иммобилиза-
ции лекарственных препаратов, обладающих анти-
бактериальными и регенерирующими свойствами.
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