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马桑叶单宁的纯化及其交联明胶性能
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[bookmark: OLE_LINK17][bookmark: OLE_LINK18][bookmark: OLE_LINK19][bookmark: OLE_LINK20][bookmark: OLE_LINK51][bookmark: OLE_LINK52][bookmark: OLE_LINK53][bookmark: OLE_LINK21][bookmark: OLE_LINK22][bookmark: OLE_LINK33][bookmark: OLE_LINK34][bookmark: OLE_LINK40][bookmark: OLE_LINK41][bookmark: OLE_LINK56][bookmark: OLE_LINK29][bookmark: OLE_LINK30]摘要：采用树脂对马桑叶单宁粗提物进行了纯化。基于静态和动态吸附解吸实验，优化了马桑叶单宁粗提物的最佳纯化工艺。将纯化的马桑叶单宁与明胶进行复合交联，制备了单宁交联明胶膜。通过FTIR、UV-Vis、电子万能试验机和自由基清除实验，考察了单宁交联明胶膜的机械性能、透光性能及抗氧化性能。结果表明，马桑叶单宁纯化的最佳工艺为：采用动态吸附和解吸工艺，以大孔树脂AB-8为吸附材料、上样质量浓度2.0 g/L、上样流速3 BV/h、上样pH=5的马桑叶单宁溶液4 BV、吸附3 h，其中，BV为柱体积；然后，以3 BV/h的流速添加质量分数60%的乙醇水溶液5 BV进行洗脱，马桑叶单宁的纯度从27.3%提高至65.6%。与空白明胶膜相比，添加明胶质量2%的纯化马桑叶单宁制备的单宁交联明胶膜的断裂伸长率提升了81.6%，拉伸强度提升了94.9%，其在250~390 nm范围内对紫外光具有较强的吸收（T<10%），透明度从空白明胶膜的0.72提高至0.98，其对1,1-二苯基-2-三硝基苯肼自由基的清除率从空白明胶膜的5.4%提高至42.3%，对羟基自由基的清除率从空白明胶膜的3.3%提高至37.6%。
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[bookmark: OLE_LINK54][bookmark: OLE_LINK55]Abstract: The crude tannin extract of Coriaria nepalensis leaves was purified by resin. Based on static and dynamic adsorption and desorption experiments, the optimum purification process of tannin crude extract from Coriaria nepalensis leaves was optimized. The tannin-crosslinked gelatin film was prepared by cross-linking the purified tannin and gelatin. The mechanical properties, light transmission properties and antioxidant properties of tannin-crosslinked gelatin film were investigated by FTIR, UV-Vis spectra, electronic universal testing machine and free radical scavenging experiments. The results showed that the optimum putification process of tannin from Coriaria nepalensis leaves was obtained as follows: AB-8 macroporous resin used as adsorption material, sample concentration of 2.0 g/L, sample flow rate of 3 BV/h, tannin solution (pH=5) of 4 BV, and adsorption time of 3 h, herein, BV is column volume, then, 5 BV of mass fraction 60% ethanol solution added at a flow rate of 3 BV/h for elution. The purity of tannin from Coriaria nepalensis leaves could be increased from 27.3% to 65.6%. Compared with blank gelatin film, the elongation at break of tannin cross-linked gelatin film prepared by adding purified tannin 2% mass of gelatin was increased by 81.6%, and the tensile strength increased by 94.9%. The tannic cross-linked gelatin film had strong absorption of ultraviolet light (T<10%) in the range of 250~390 nm, and the transparency increased from 0.72 to 0.98. Compared with blank gelatin film, the 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical scavenging rate of tannin cross-linked gelatin film increased from 5.4% to 42.3%, and the hydroxyl radical scavenging rate increased from 3.3% to 37.6%.
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单宁是一种天然多酚类物质，也是一种重要的精细化学品，具有较强的反应活性，已被广泛用于食品加工[1]、生物医药合成[2]、皮革鞣制[3]、功能材料[4]及污水处理等领域[5]。单宁具有多种功能活性，通过将其添加至材料中，可有效改善材料的抗氧化活性[6]、抗紫外性能等[7]。此外，单宁具备多反应活性，可以和多种材料分子之间产生复合交联作用，能提高交联后的材料机械性能，被广泛用于功能材料开发中[8-9]。
[bookmark: OLE_LINK11][bookmark: OLE_LINK12]马桑（Coriaria nepalensis Wall.）为马桑科落叶灌木，环境适应性强，枝叶繁茂，在中国西北各省、市广泛分布。研究发现，马桑植株中含有丰富的单宁类成分，是一种有待开发的植物资源。从马桑皮中提取得到的单宁提取物，在生皮主鞣[10]及结合鞣[11]中均表现出显著的鞣制效果。马桑叶中含有大量的水解单宁类成分，采用溶剂提取法可以建立马桑叶单宁的最佳提取工艺条件[12]。但从植物中提取的粗提物中有效成分的纯度较低，限制其更加广泛的应用。因此，需要对粗提物进行纯化，以提高有效成分的纯度。用于单宁粗提物纯化的方法包括萃取法[13]、膜分离法[14]、色谱分离法[15]、树脂纯化法等[16]。其中，树脂纯化法具有选择性好、纯化成本低、效率高、处理量大等优势，在生产中应用广泛。
本文拟以马桑叶为原材料，在优化的工艺条件下制备马桑叶单宁粗提物。采用树脂纯化法，对粗提物进行纯化，建立马桑叶单宁粗提物的最佳纯化工艺条件。进一步以纯化后的马桑叶单宁为交联剂，与明胶材料进行复合交联，制备单宁明胶复合膜材料。考察复合膜材料的机械性能、透光性能及抗氧化性能等，以期为马桑叶单宁的开发与利用提供有益参考。
1  实验部分
1.1  材料、试剂与仪器
马桑叶于2023年10月采集于陕西省安康市，在室温下阴干，密封包装并置于4 ℃冰箱中保存、备用。
无水乙醇、硫酸铵，上海泰坦科技股份有限公司；没食子酸标准品（色谱纯）、福林酚、明胶、大孔吸附树脂，上海源叶生物科技有限公司。以上试剂除特殊说明外，均为分析纯。
INVENIO-S型傅里叶变换衰减全反射红外光谱仪（ATR-FTIR），德国Bruker公司；UV-8000型紫外-可见分光光度计（UV-Vis），上海元析仪器有限公司；TY-8000型电子万能试验机，江苏天源试验设备有限公司。
1.2  方法
1.2.1  马桑叶单宁粗提物的制备
将干燥后的马桑叶粉碎过60目筛，称取马桑叶粉末500 g，参考前期建立的提取工艺条件[12]，以质量分数21%的硫酸铵和25%的乙醇建立的双水相体系为提取溶剂，按照液料比（mL∶g，下同）为31∶1添加双水相溶剂，在55 ℃下提取44 min。提取完成后，过滤除去马桑叶残渣，滤液静置分层后取上清液乙醇相，减压回收乙醇，浓缩干燥后得到马桑叶单宁粗提物。
采用前期建立的可见分光光度法[17]，以福林酚试剂为显色剂，没食子酸为标准对照，建立标准液质量浓度（x，g/L）-吸光度（y）的线性回归方程（y＝50.086x＋0.0304，R2=0.9992），对单宁含量进行测定。
1.2.2  马桑叶单宁树脂纯化物的制备
[bookmark: _Toc168514980]1.2.2.1  静态吸附实验
参考文献[18]方法，对市售的大孔吸附树脂进行预处理。称取5 g预处理后的大孔吸附树脂至锥形瓶中，添加马桑叶单宁粗提物溶液50 mL，在恒温振荡器中于室温条件下进行吸附。吸附完成后，将大孔树脂过滤，测定滤液中的单宁质量浓度，并按照式（1）计算大孔树脂对马桑叶单宁的吸附率（简称大孔树脂吸附率）（A，%）。通过比较不同马桑叶单宁溶液初始浓度、吸附时间及溶液pH等条件下的吸附率差异，建立大孔树脂纯化马桑叶单宁的最佳静态吸附条件。
A/%＝(ρ0-ρ1)/ρ0×100		（1）
式中：ρ0、ρ1分别为大孔树脂吸附前、后的单宁质量浓度，g/L。
[bookmark: _Toc168514981]1.2.2.2  静态解吸实验
称取吸附后的大孔树脂5 g于锥形瓶中，添加不同质量分数（30%~80%）的乙醇水溶液50 mL，在恒温振荡器中于室温下进行解吸。解吸完成后，将大孔树脂过滤，测定滤液中的单宁质量浓度，并按照式（2）计算大孔树脂解吸率（D，%）。比较不同质量分数解吸液对大孔树脂解吸率的影响，建立大孔树脂纯化马桑叶单宁的最佳静态解吸条件。
D/%＝ρ×V/m×100		（2）
式中：ρ为解吸液的单宁质量浓度，g/L；V为解吸液的体积，L；m为大孔树脂的单宁吸附量，g。
[bookmark: _Toc168514982]1.2.2.3  动态吸附和解吸实验
称取大孔吸附树脂10 g，装入层析柱中，在静态吸附优化条件下进行上样。测定不同上样流速（1~6 BV/h）及上样量（1~10 BV）条件下流出液中的单宁质量浓度，其中，BV为柱体积，按式（1）计算动态上样中大孔吸附树脂的吸附率，确定最佳动态上样条件。进一步按照不同的洗脱流速（1~6 BV/h）及洗脱用量（1~10 BV）添加洗脱剂进行洗脱。测定不同洗脱条件下得到解吸中的单宁质量浓度，按式（2）计算解吸率，确定最佳动态洗脱条件。收集洗脱液，浓缩干燥后得到马桑叶单宁树脂纯化物，按照式（3）计算单宁的纯度（P，%）。
P/%＝m1/m2×100		（3）
式中：m1为大孔树脂纯化物中单宁的质量，g；m2为大孔树脂纯化物的总质量，g。
1.2.3  马桑叶单宁交联明胶膜材料的制备
将5.0 g明胶添加到50 mL蒸馏水中，在室温下溶胀30 min；随后，加入2 mL增塑剂（甘油），升温至60 ℃，继续搅拌30 min至明胶颗粒溶解得到明胶溶液；然后，向明胶溶液中加入0.1 g马桑叶单宁纯化物，继续搅拌60 min后得到单宁交联明胶液。采用流延法制膜，经单宁交联明胶液10 mL均匀流延至平板中（10 cm×10 cm），静止24 h后将膜揭下，并在25 ℃和相对湿度50%环境中平衡48 h，即制得单宁交联明胶膜。
按照单宁交联明胶膜制备的方法和步骤，制备添加市售橡椀单宁的对照明胶膜及不添加单宁的空白明胶膜。
1.3  表征方法与性能测试
[bookmark: _Hlk173608148][bookmark: _Hlk178674571][bookmark: _Hlk178672956]采用ATR-FTIR表征纯化前后的马桑叶单宁结构，波数范围4000~500 cm–1，分辨率4 cm–1，扫描次数32次。
[bookmark: _Toc31665][bookmark: OLE_LINK42][bookmark: OLE_LINK43][bookmark: OLE_LINK44][bookmark: OLE_LINK45]单宁交联明胶膜机械性能测定：采用标准制样模具截取单宁交联明胶膜样品，以万能电子试验机对明胶膜的机械性能进行测定，测试夹具距离30 mm，拉伸速率20 mm/min。按照式（4）和（5）分别计算单宁交联明胶膜的抗张强度（K，MPa）和断裂伸长率（E，%）[19]：
K＝F/(a×b)				（4）
E/%＝L1/L2×100			（5）
式中：F为膜的最大拉力，N；a为膜的厚度，mm；b为膜的宽度，mm；L1为膜的拉伸长度，mm；L2为膜原长度mm。
[bookmark: _Toc28246]单宁交联明胶膜的透光性能测定：采用UV-Vis对单宁交联明胶膜的透光性能进行测定，截取10 mm×20 mm的测试膜样品，贴于石英比色皿的透光面，以空比色皿作对照背景进行光谱扫描。按照式（6）计算膜的透明度（T）[20]：
T＝-lgT600/a		（6）
式中：T600为膜在600 nm处的透光率，%；a为膜的厚度，mm。
[bookmark: _Toc89803796]单宁交联明胶膜的抗氧化性能测定：取明胶膜样品0.5 g，添加二甲基亚砜进行溶解并定容至50 mL，配制成质量浓度10 g/L的待测液。参考文献[21]方法，采用羟基自由基清除法和1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）自由基清除法，测定单宁交联明胶膜的自由基清除率，表征其抗氧化性能。
1.4  马桑叶单宁纯化工艺优化
1.4.1  大孔树脂类型的影响
按照1.2.2节的吸附和解吸实验，通过筛选常见用于单宁类成分分离纯化的AB-8、D101、DM130、HPD100、HPD400、HPD500、S-8和X-5等8类不同极性的大孔吸附树脂，考察大孔树脂类型对马桑叶单宁的吸附及解吸效果的影响。
1.4.2  马桑叶单宁溶液质量浓度的影响
将马桑叶单宁粗提物用蒸馏水配制成质量浓度0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 g/L的上样溶液6份，分别取各上样溶液50 mL，添加大孔树脂5.0 g。在室温下振荡吸附3 h后，测定树脂吸附后的单宁溶液质量浓度并计算吸附率，考察马桑叶单宁溶液质量浓度对大孔树脂吸附率的影响。
1.4.3  吸附时间的影响
称取大孔吸附树脂5.0 g，添加质量浓度为2.0 g/L的马桑叶单宁溶液50 mL，分别在室温下振荡吸附1、2、3、4、5、6 h后，测定吸附后的单宁溶液质量浓度并计算吸附率，考察吸附时间对大孔树脂吸附率的影响。
1.4.4  马桑叶单宁溶液pH的影响
称取大孔树脂5.0 g共6份，分别添加不同pH（3、4、5、6、7、8）的质量浓度为2.0 g/L的马桑叶单宁溶液50 mL，在室温下振荡吸附3 h，测定吸附后的单宁溶液质量浓度并计算吸附率，考察马桑叶单宁溶液pH对大孔树脂吸附率的影响。
1.4.5  乙醇质量分数的影响
称取吸附后的大孔树脂5.0 g共6份，分别以质量分数30%、40%、50%、60%、70%、80%的乙醇水溶液为洗脱剂，对大孔树脂中吸附的马桑叶单宁进行解吸，测定解吸液中的单宁质量浓度并计算解吸率，考察乙醇质量分数对大孔树脂解吸率的影响。
1.4.6  上样流速的影响
称取大孔树脂10.0 g，装入层析柱中，柱体积（BV）为15 mL。在柱中上样质量浓度2.0 g/L、pH＝5的马桑叶单宁溶液50 mL，调整上样流速为1、2、3、4、5、6 BV/h，测定流出液中的单宁质量浓度并计算吸附率。考察上样流速对大孔树脂吸附率的影响。
1.4.7  上样量的影响
称取大孔树脂10.0 g，装入层析柱中，以3 BV/h的上样流速，上样质量浓度2.0 g/L、pH=5的马桑叶单宁溶液，测定流出液中的单宁质量浓度，考察上样量（1、2、3、4、5、6、7、8、9、10 BV）对流出液中单宁质量浓度的影响。
1.4.8  洗脱流速的影响
称取吸附后的大孔树脂10.0 g，装入层析柱中。用蒸馏水洗至流出液无色后，添加质量分数60%的乙醇50 mL，分别以1、2、3、4、5、6 BV/h的流速，对大孔树脂中吸附的马桑叶单宁进行解吸，测定解吸液中的单宁质量浓度并计算解吸率，考察洗脱流速对大孔树脂解吸率的影响。
1.4.9  洗脱量的影响
称取吸附后的大孔树脂10.0 g，装入层析柱中。用蒸馏水洗至流出液无色，以3 BV/h的流速添加质量分数60%的乙醇溶液进行解吸，测定解吸液中的单宁质量浓度并计算解吸率，考察洗脱量（1、2、3、4、5、6、7、8、9、10 BV）对大孔树脂解吸率的影响。
1.5  数据处理
实验结果数据以“平均值±标准差”表示，讨论时用平均值。图表绘制采用OriginPro 9.1软件。数据统计分析采用SPSS 19.0软件，P＜0.05代表数据间差异显著。
2  结果与讨论
2.1 马桑叶单宁纯化工艺的优化分析
2.1.1  大孔树脂类型筛选
大孔树脂是一种高分子吸附树脂，其对物质的吸附及解吸作用强弱受树脂自身的极性、结构等因素影响[22]。表1为不同大孔树脂对马桑叶单宁的吸附及解吸效果。

表1  不同大孔树脂对马桑叶单宁的吸附及解吸作用
Table 1  Adsorption and desorption effects of macroporous resin types on tannins of Coriaria nepalensis leaves 
	树脂类型
	极性
	吸附率/%
	解吸率/%

	AB-8
	弱极性
	89.25±0.93de
	89.57±0.85d

	D101
	非极性
	90.37±0.85e
	86.72±0.81c

	DM130
	弱极性
	85.78±0.72c
	85.26±0.76c

	HPD100
	非极性
	89.30±0.87de
	82.85±0.67b

	HPD400
	中极性
	87.11±0.82cd
	78.36±0.64a

	HPD500
	极性
	81.02±0.69a
	88.58±0.75d

	S-8
	极性
	88.31±0.74de
	85.27±0.73c

	X-5
	非极性
	83.85±0.71b
	90.06±0.89d


[bookmark: _Toc168514987]注：数据上标不同字母表示两组数据间存在显著差异（P＜0.05）。

从表1可以看出，非极性的D101、HPD100，弱极性的AB-8及强极性的S-8大孔树脂对单宁的吸附作用较强，吸附率分别达到90.37%、89.30%、89.25%和88.31%。而X-5、DM130、HPD500三种大孔树脂对马桑叶单宁的吸附作用较弱[23]。AB-8树脂对马桑叶单宁的解吸率最高，可达89.57%；其余吸附作用较强的D101、HPD100、S-8的解吸率分别为86.72%、82.85%和85.27%。综合不同大孔树脂的吸附及解吸作用，弱极性的AB-8更适合马桑叶单宁的分离纯化。这是因为，单宁等多酚类物质与大孔树脂间多是以非极性吸附作用为主，所以非极性或弱极性的大孔吸附树脂表现出更高的选择性，并在多种酚类物质的纯化中得到验证[24-25]。
2.1.2  马桑叶单宁溶液质量浓度的影响
图1为马桑叶单宁溶液质量浓度对大孔树脂吸附率的影响考察结果。


图1  马桑叶单宁溶液质量浓度对大孔树脂吸附率的影响
Fig. 1  Effect of mass concentration of tannin from Coriaria nepalensis leaves solution on adsorption rate of macroporous resin

从图1可以看出，随着上样液质量浓度的增大，AB-8大孔树脂吸附率呈先缓慢后加剧下降的趋势，在上样质量浓度为2.0 g/L时，吸附率为89.39%。继续增大上样质量浓度时，大孔树脂吸附率出现显著的降低，树脂的吸附趋于过饱和。为提高大孔树脂的吸附率，选择上样质量浓度为2.0 g/L。
2.1.3  吸附时间的影响
图2为吸附时间对大孔树脂吸附率的影响考察结果。



图2  吸附时间对大孔树脂吸附率的影响
Fig. 2  Effect of adsorption time on adsorption rate of macroporous resin

从图2可以看出，随着吸附时间的延长，大孔树脂吸附率逐渐增大，在吸附3 h后，大孔树脂吸附率达到89.10%。继续延长吸附时间，大孔树脂对单宁的吸附趋于平衡。因此，AB-8对马桑叶单宁的最佳吸附时间为3 h。
[bookmark: _Toc168514986]2.1.4  马桑叶单宁溶液pH的影响
图3为马桑叶单宁溶液pH对大孔树脂吸附率的影响考察结果。



图3  马桑叶单宁溶液pH对大孔树脂吸附率的影响
Fig. 3  Effect of pH of Coriaria nepalensis leaves solution on adsorption rate of macroporous resin

从图3可以看出，上样溶液pH对大孔树脂的吸附作用影响显著。随着溶液pH的增大，吸附率出现先增大后减小的趋势。在pH=5时，大孔树脂的吸附率达到最大（91.05%）。这是因为，单宁是一种具有弱酸性的多酚类物质，在碱性体系中易发生解离形成离子态，从而不利于大孔树脂与其分子间的非极性吸附。相比而言，在酸性体系中，这种解离作用被抑制，单宁多以分子态存在，从而易于大孔树脂与单宁分子间的吸附[26]。然而，酸性较强会影响大孔树脂的吸附选择性。因此，AB-8对马桑叶单宁溶液吸附的最佳pH为5。
[bookmark: _Toc162739237][bookmark: _Toc168514988]2.1.5  乙醇质量分数的影响
图4为乙醇质量分数对大孔树脂解吸率的影响考察结果。



图4  乙醇质量分数对大孔树脂解吸率的影响
Fig. 4  Effect of ethanol mass fraction on desorption rate of macroporous resin
 
从图4可以看出，随着洗脱剂乙醇质量分数的增加，大孔树脂解吸率逐渐提高，当乙醇质量分数为60%时，解吸率为88.31%。继续增大乙醇质量分数时，解吸作用不再显著增加。这是因为，单宁类物质与大孔树脂间的吸附多是以范德华力为主的物理吸附，乙醇分子能与大孔树脂产生竞争性吸附，从而实现大孔树脂与被吸附成分的解吸。因此，在对AB-8大孔树脂进行解吸时，最适的乙醇质量分数为60%。
2.1.6  上样流速的影响
图5为上样流速对大孔树脂吸附率的影响考察结果。



图5  上样流速对大孔树脂吸附率的影响
Fig. 5  Effect of sample flow rate on adsorption rate of macroporous resin

从图5可以看出，上样流速<3 BV/h时，大孔树脂均能对马桑叶单宁产生较强的吸附，从而具有较高的吸附率。在上样流速为3 BV/h时，大孔树脂吸附率为90.01%。随着上样流速的增大，大孔树脂的吸附率逐渐降低。这是因为，适宜的上样流速将有助于单宁分子与大孔树脂的有效吸附，当上样流速过高时，单宁分子与大孔树脂间的吸附不充分，导致吸附率下降。因此，在动态吸附过程中，最佳的上样流速为3 BV/h。
2.1.7  上样量的影响

图6为上样量对流出液中单宁质量浓度的影响考察结果。



[bookmark: OLE_LINK35][bookmark: OLE_LINK36]图6  上样量对流出液中单宁质量浓度的影响
Fig. 6  Effect of sample loading amount on mass concentration of macroporous resin

从图6可以看出，随着上样量的增大，流出液的质量浓度逐渐升高，在上样体积为9 BV时，流出液的质量浓度趋近于上样液的质量浓度，表明大孔树脂对马桑叶单宁的吸附达到饱和。在大孔树脂的上样量考察中，多以出现泄露点（流出液质量浓度为上样液质量浓度的10%时的上样量）为最佳上样量。在AB-8大孔树脂对马桑叶单宁的动态上样过程中，在上样量为4 BV时，流出液质量浓度为0.18 g/L，随着上样体积到达5 BV时，流出液质量浓度为0.36 g/L。综合考虑大孔树脂的吸附效率，选择最佳的上样量为4 BV。
2.1.8  洗脱流速的影响
图7为洗脱流速对大孔树脂解吸率的影响考察结果。



[bookmark: OLE_LINK37][bookmark: OLE_LINK38]图7  洗脱流速对大孔树脂解吸率的影响
Fig. 7  Effect of elution flow rate on desorption rate of macroporous resin 

从图7可以看出，随着洗脱流速的增大，解吸率逐渐降低。这是因为，洗脱流速过快时，洗脱剂不能与大孔树脂产生充分的接触，从而不能有效实现吸附在树脂中单宁成分的解吸；但洗脱流速过低，洗脱效率降低。当洗脱流速为3 BV/h时，解吸率达到88.97%，继续增大洗脱流速后，解吸率显著降低。因此，在动态解吸过程中，最佳的洗脱流速为3 BV/h。
2.1.9  洗脱量的影响
图8为洗脱量对大孔树脂解吸率的影响考察结果。


图8   洗脱量对大孔树脂解吸率的影响
Fig. 8  Effect of elution amount on desorption rate of macroporous resin 

从图8可以看出，随着洗脱剂乙醇溶液的加入，吸附在大孔树脂中的马桑叶单宁被逐渐解吸出来，解吸率随着洗脱量的增加而增大。当洗脱量为5 BV时，解吸率达到93.06%，继续提高洗脱量，解吸率不再显著增加。因此，洗脱剂的最佳用量为5 BV。
2.2  马桑叶单宁纯化工艺验证
通过静态及动态的吸附与解吸实验，建立了以AB-8纯化马桑叶单宁的最佳纯化工艺条件，以3 BV/h的上样流速、上样质量浓度为2.0 g/L、pH＝5的马桑叶单宁溶液4 BV、吸附3 h。吸附完成后，用蒸馏水冲洗至流出液无色，随后以3 BV/h的流速添加质量分数60%的乙醇溶液，洗脱量为5 BV进行洗脱。收集洗脱液，浓缩干燥后得到马桑叶单宁纯化物。经测定，AB-8的吸附率为85.7%，解吸率为93.5%。马桑叶单宁的纯度从27.3%提高至65.6%。
[bookmark: _Toc162739240][bookmark: _Toc168514991]2.3  马桑叶单宁的FTIR表征分析
图9为纯化前后的马桑叶单宁的FTIR谱图。



图9  马桑叶单宁纯化前后的FTIR谱图
Fig. 9  FTIR spectra of Coriaria nepalensis leaves tannin before and after purification

[bookmark: _Hlk150836654]从图9可以看出，马桑叶单宁粗提物成分复杂，其FTIR谱图中，除3231 cm–1处出现单宁结构Ar—OH伸缩振动峰外，其余特征信号峰多被干扰。马桑叶单宁树脂纯化物特征峰显著，3237 cm–1处出现单宁结构中Ar—OH伸缩振动峰；1712 cm–1处出现结构中的C==O伸缩振动峰，从该特征信号峰可进一步鉴定出，马桑叶单宁属于水解类单宁，这与前期的结构鉴定研究报道相一致[12]。此外，1608~1447 cm–1处出现单宁结构中芳环骨架振动峰；1316 cm–1处出现Ar—OH的面内弯曲振动峰；1030 cm–1处出现结构中的C—O—C伸缩振动。结果表明，大孔树脂AB-8将马桑叶单宁粗提物纯化为马桑叶单宁树脂纯化物，效果显著。
[bookmark: _Toc10513]2.4  单宁交联明胶膜机械性能
图10为不同膜的机械性能测试结果。



[bookmark: _Ref2939]图10  不同膜的应力-应变曲线
Fig. 10  Stress-strain curves of different films

从图10可以看出，空白明胶膜机械性能较差，其断裂伸长率为66.8%，抗拉伸强度为3.9 MPa。添加马桑叶单宁制备的单宁交联明胶膜机械性能得到显著提升，断裂伸长率提高至121.3%，相比于空白明胶膜提升了81.6%，与对照明胶膜的断裂伸长率（127.7%）相当。单宁交联明胶膜的抗拉伸强度为7.6 MPa，较空白明胶膜（3.9 MPa）提升了94.9%，稍弱于对照明胶膜的抗拉伸强度（8.3 MPa）。这是因为，根据分子间的相互作用力，酚羟基可以和氨基等基团产生氢键作用，马桑叶单宁中存在着大量的酚羟基，可以与明胶分子中的大量氨基基团产生多点氢键交联，从而可以在复合后显著提高明胶膜材料的机械性能[27]。
[bookmark: _Toc8127]2.5  单宁交联明胶膜的透光性能分析
明胶是一类由胶原经部分水解后的产物，其结构中含有包括苯丙氨酸、络氨酸等在内的多种芳香族氨基酸[28]。图11为不同膜的透光性能测试结果。


[bookmark: _Ref3014]图11  不同膜的透光性能
Fig. 11  Light transmittance of different films

从图11可以看出，这些芳香氨基酸及部分杂环氨基酸等具有共轭体系，在紫外光区域内均可产生一定的吸收作用，导致空白明胶膜在250~344 nm范围内对紫外光具有较强的吸收（T<10%）。相较空白明胶膜，单宁交联明胶膜在250~390 nm对紫外光具有较强的吸收（T<10%），且与对照明胶膜在250~400 nm的紫外吸收（T<10%）相当。这是因为，马桑叶单宁中含有多个芳环结构（图10），因此在将其添加至明胶膜中，可在一定程度上增强单宁交联复合膜的紫外吸收效果。经测定，空白明胶膜的透明度值为0.72，单宁交联明胶膜的透明度值为0.98，对照明胶膜的透明度值为1.37。透明度值越高表明材料的透明度越低[20]，相比于空白明胶膜，单宁交联明胶膜的透明度降低，但较对照明胶膜的透明度增强。这是因为，马桑叶单宁树脂纯化物为棕色，添加至明胶膜材料中会加深其颜色，降低膜的透明度，而市售橡椀单宁对膜材料的透光性能产生更大影响。
[bookmark: _Toc89803809]2.6  单宁交联明胶膜的抗氧化性能
图12为不同膜对DPPH自由基和羟基自由基的清除能力测试结果。



图12  不同膜对DPPH自由基和羟基自由基的清除能力
Fig. 12  Free radical scavenging activity of different films

从图12可以看出，空白明胶膜的抗氧化活性较差，明胶结构中部分具有抗氧化活性氨基酸使空白明胶膜只能产生较弱的自由基清除作用，其对DPPH自由基的清除率为5.4%，对羟基自由基的清除率为3.3%；添加单宁后，单宁交联明胶膜和对照明胶膜的抗氧化活性显著增强，对DPPH自由基的清除率分别为42.3%和36.8%，对羟基自由基的清除率为37.6%和30.3%。这是因为，马桑叶单宁的结构中存在着大量酚羟基，酚类化合物多具有较强的自由基清除作用，在添加后可使复合膜具有显著的抗氧化活性[29]。
3  结论
以马桑叶为原材料制备了马桑叶单宁粗提物，然后采用树脂纯化法对粗提物进行纯化，再以纯化后的马桑叶单宁为交联剂，与明胶材料进行复合交联，制备单宁明胶复合膜材料。
（1）马桑叶单宁树脂纯化物制备的最佳工艺为： 采用动态吸附和解吸工艺，以大孔树脂AB-8为吸附材料、上样质量浓度2.0 g/L、上样流速3 BV/h、上样Ph=5的马桑叶单宁溶液4 BV、吸附3 h，然后以3 BV/h的流速添加质量分数60%的乙醇溶液5 BV进行洗脱，将马桑叶单宁的纯度从27.3%提高至65.6%。
（2）相比于空白明胶膜，单宁明胶复合膜的机械性能显著提高，断裂伸长率提升了81.6%，抗拉伸强度提升了94.9%。
（3）相比于空白明胶膜，单宁明胶复合膜的紫外吸收作用增强，对250~390 nm紫外光具有较强的吸收（T<10%），透明度值从0.72提高至0.98。
（4）相比于空白明胶膜，单宁明胶复合膜对DPPH自由基和羟基自由基具有显著的清除作用，对DPPH自由基的清除率从5.4%提高至42.3%，对羟基自由基的清除率从3.3%提高至37.6%。
本文建立了马桑叶单宁的纯化工艺方法，并探究了其交联明胶膜材料的性能，可以为马桑叶单宁的开发与利用提供参考。
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