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黑曲霉液态发酵制备没食子酸的工艺研究

熊　进１，２，何顺荣１，２，吴鑫颖１，２，邱树毅１，２，简　辉１，２，马　威１

（１．贵州大学酿酒与食品工程学院，贵州贵阳５５００２５；２．贵州省发酵工程与生物制药重点实验室，贵州贵阳 ５５００２５）

　　摘要：采用高效液相色谱测定黑曲霉Ｂ０２０１制备的没食子酸，对底物添加方式、底物浓度、转化方式及转化条件等
因素进行研究。最终确定较佳工艺条件为：用五倍子直接作为产酶的诱导物及转化底物，底物分４次添加，每次间隔
１２ｈ，最终总浓度达６％，转化过程中搅拌速度优化为２００ｒ／ｍｉｎ，温度为３５℃，没食子酸浓度可达到３９．７８ｍｇ／ｍＬ，转
化率达最大值７３．０５％。在对菌丝重复转化试验过程中补加营养物质及调节ｐＨ值均能提高转化产物浓度。
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　　没食子酸（ｇａｌｌｉｃａｃｉｄ，ＧＡ）又名五倍子酸，为白色或淡黄
色针状结晶［１］，化学性质活泼，能形成多种酯类、酰卤和酰

胺，可以通过氧化耦合反应制得鞣花酸、脱氢二鞣花酸等联苯

型化合物［２］，是一种重要的精细化学品，广泛应用于矿产、化

工、农业、食品、制药等行业［３］。目前，没食子酸的制备方法

可分为化学法与生物法，工业上没食子酸主要是由化学法经

酸或碱水解五倍子制得，其工艺存在对环境污染严重、副反应

多、杂质含量较高等问题。而生物法因具有反应条件相对温

和、对设备要求低、副产物较少、对环境友好以及后续提纯工

艺较为简单等诸多优点，近年来受到国内外相关学者的广泛

关注［４－５］。五倍子富含单宁酸，研究表明单宁酸诱导黑曲霉

液态发酵产胞内单宁酶，单宁酶可高效、专一、定向裂解单宁

酸分子，生成没食子酸［６－８］；故直接将五倍子投入发酵系统

中，利用菌体内的单宁酶将之转化为没食子酸。当转化趋于

平衡后，分离菌丝体并洗涤，可反复转化五倍子制备没食子

酸。此过程不需要将酶从菌体中分离，将酶的生成与五倍子

单宁酸转化没食子酸的过程相耦合，简化了没食子酸的生物

转化过程。与酶法转化相比，此方法转化底物浓度有很大倍

数的提高，产物浓度也有很大提高。同时，分光光度法与高效

液相色谱法相比，测定没食子酸是前者由于单宁酸和没食子

酸结构相近，最大吸收峰波长也较近产生累加效应，因此产生

的干扰比较大，实际测量值会偏大。本试验通过对底物添加

方式、底物浓度、转化方式及转化条件等因素进行研究，以提

高没食子酸相对于五倍子中单宁酸的转化率，为生物法制备

没食子酸的工业化应用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料与仪器
１．１．１　菌株　黑曲霉 Ｂ０２０１（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ），由笔者所在
实验室保藏。

１．１．２　培养基　斜面培养基：察氏培养基；液态基础培养基：
蔗糖２．０ｇ，ＮａＮＯ３０．２ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ０．１ｇ，ＫＣｌ０．０５ｇ，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００１ｇ，溶于１００ｍＬ蒸
馏水中，ｐＨ值自然。
１．１．３　主要试剂　五倍子，购于贵州省遵义市余庆县；单宁
酸Ｃ７６Ｈ５２Ｏ４６，分析纯，购于天津福晨化学试剂厂；没食子酸
Ｃ７Ｈ６Ｏ５·Ｈ２Ｏ，分析纯，购于贵州迪大生物有限公司，其他化
学试剂均为国产分析纯。
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１．１．４　主要试验仪器　７２２Ｓ分光光度计（上海精密科学仪
器有限公司）；ＦＡ－１００４电子天平（上海良平仪器仪表有限
公司）；ＭＪ－１６０Ｂ－ＩＩ霉菌培养箱（上海跃进医疗器械厂）；
ＡｎｋｅＴＤＬ－５离心机（上海安亭科学仪器厂）；ＸＭＴＤ－２０４双
功能蒸汽振荡器（金坛市文华仪器制造有限公司）；岛津

ＬＣ－１０ＡＶＰ高效液相色谱仪（岛津有限公司）。
１．２　试验方法
１．２．１　产酶
１．２．１．１　菌种的活化　将保存的黑曲霉 Ｂ０２０１转接到察氏
斜面培养基后，放入霉菌培养箱中，于３０℃条件下培养３～
４ｄ后，保存备用。
１．２．１．２　种子悬浮液的制备　斜面试管加入１０ｍＬ生理盐
水，洗脱并充分振荡、稀释后获得１０８个／ｍＬ左右的孢子悬
浮液。

１．２．１．３　黑曲霉Ｂ０２０１发酵产酶　在灭菌的液态基础培养
基中添加４％的五倍子，接种量２％，装液量１００ｍＬ／２５０ｍＬ，
摇匀后用纱布封口置于１４０ｒ／ｍｉｎ、３０℃的摇床中培养７２ｈ，
完成发酵产酶过程。

１．２．２　没食子酸的制备　在产酶系统中直接添加底物转化
五倍子单宁酸制备没食子酸。

１．２．３　单宁酸转化率的测定
１．２．３．１　没食子酸相对于单宁酸的转化率计算

转化率＝ 没食子酸的生成量

五倍子中单宁酸的投入量
×１００％。

１．２．３．２　单宁酸的测定　参考国家标准 ＧＢ／Ｔ１５６８６—
１９９５，用紫外分光光度法测定单宁酸含量［９］。（１）单宁酸标
准曲线的绘制［１０－１１］。配制不同浓度的标准溶液，再加入

２．０ｍＬ磷钼钨酸试液和１０．０ｍＬ饱和碳酸钠溶液，定容到
５０ｍＬ，静置３０ｍｉｎ后于４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，７２０ｎｍ下光
谱扫描。以吸收峰值Ｄ为纵坐标，样品浓度 Ｃ（ｍｇ／ｍＬ）为横
坐标，绘制标准曲线，得回归方程为：Ｄ＝１．３２５Ｃ＋０．１１３，ｒ＝
０．９９９０。（２）五倍子中单宁酸含量的测定。取１０．０ｇ五倍
子于三角瓶中，按１∶１２的比例加入蒸馏水，于 １４０ｒ／ｍｉｎ、
４０℃下振荡浸提，每隔１２ｈ，取少量浸提液，过滤后按照单宁
酸的测定方法测定其含量，最后计算五倍子中单宁酸总的浸

出量。

１．２．３．３　没食子酸的测定［１２－１３］　（１）液相色谱条件。色谱
柱为ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８（５μｍ，４．６ｍｍ×１５０ｍｍ）；流动相：
Ａ相甲醇（８５％），Ｂ相 ０．５％ 乙酸溶液（１５％）；检测波长：
２７３ｎｍ；柱温：４０℃；流速：０．８ｍＬ／ｍｉｎ。（２）没食子酸标准曲
线的绘制。配制不同浓度的标准溶液，在上述液相色谱条件

下，各进样２０μＬ，平行测定５次。以峰面积 Ａ为纵坐标，样
品浓度Ｃ（μｇ／ｍＬ）为横坐标，绘制标准曲线，得回归方程为：
Ａ＝６５４５３．１３Ｃ－１６３７７１．０９，ｒ＝０．９９９８。说明没食子酸在
００５０６～０．４０６μｇ／ｍＬ范围内有良好的线性关系。（３）样品
中没食子酸含量的测定［１４］。取１ｍＬ样品滤液，稀释到适当
倍数，在上述液相色谱条件下进样２０μＬ，平行测定 ５次，根
据回归方程计算没食子酸的平均含量。

２　结果与分析

２．１　单宁酸浸提率与浸提时间的关系
按照五倍子中单宁酸含量的测定方法，所得到单宁酸的

浸提率（浸提液中单宁酸的生成量与五倍子的添加量的比

值）与浸提时间的关系见图１。由图１看出，随着浸提时间的
不断延长，单宁酸不断从五倍子中浸提出来，浸提时间７２ｈ
时，浸提率达到５５％，之后浸提率达到平稳。这说明单宁酸
随浸提时间的延长，不断从五倍子中浸提出来，最终达到稳定

值５５％左右。单宁酸的浸提曲线可以反映实际可利用的单
宁酸量，故可为单宁酸转化率的计算提供依据。

２．２　不同转化方式对转化率的影响
转化方式分２种：（１）将产酶菌丝分离，并用蒸馏水反复

洗涤后，转入１００ｍＬ含４％五倍子的溶液中，１４０ｒ／ｍｉｎ、３０℃
条件下转化，一定时间后测定转化液中没食子酸含量。（２）
直接在发酵产酶系统中补加４％的五倍子，１４０ｒ／ｍｉｎ、３０℃
条件下继续转化，测定转化液中没食子酸的含量。按不同的

转化方式，在１２０ｈ和１７０ｈ时没食子酸含量见表１。从表１
可以看出，用相同量的诱导物和转化底物，转化 １２０ｈ和
１７０ｈ时菌丝球转化产物总质量分别为３．５５３７、３．２９４３ｇ，
而直接转化产物总质量分别为３．６５９８、３．３８８８ｇ。２种转化
方式所得到的没食子酸总质量差别不大。故从节省操作工序

的角度考虑，选择直接添加五倍子粉转化的方式。

表１　不同的转化方式对没食子酸浓度的影响

培养时间

（ｈ）
没食子酸含量（ｍｇ／ｍＬ）

菌丝球转化（累计浓度） 直接转化

７２ １６．９６７ １６．９６７
１２０ ３５．５３７ ３６．５９８
１７０ ３２．９３４ ３３．８８８

２．３　不同的诱导物、底物形式对转化率的影响
分别在液态基础培养基加入４％五倍子和２％单宁酸（相

当于４％的五倍子中单宁酸量），培菌产酶结束后，再分别在
相应的培养基中添加４％五倍子和２％单宁酸作为底物，于
１４０ｒ／ｍｉｎ、３０℃条件下转化，然后每隔８ｈ测定转化液中没
食子酸的含量，结果见图２。由图２看出，利用五倍子作为诱
导物和底物时，转化到１２０ｈ时趋于平衡，转化率可以达到
７３％以上；而利用单宁酸作为诱导物和底物时，刚开始得率相
对较高，转化到９０ｈ时，转化趋于平衡，转化率为６３．５％，平衡
时用五倍子转化转化率明显偏高。这可能是由于用单宁酸转

化时底物与酶结合空间阻碍小，转化速度快，其先达到底物饱

和浓度，过量的单宁酸又会抑制产物的生成；而用五倍子作为

底物时单宁酸是缓慢浸提出来的，前期转化速度慢，且低浓度的

底物不会产生抑制效应，一定时间后才会达到饱和浓度，同时也

能减少单宁酸制备过程。故选用五倍子作为诱导物和底物。
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２．４　底物添加方式对转化率的影响
培菌产酶结束后，采用分批补料方式，在上述相同的转化

条件下转化，在转化过程中每隔１２ｈ添加２．０％的五倍子，与
在相同的转化时间内一次性补料添加相同量的五倍子对照，２
种底物的添加方式对没食子酸生产的影响情况见图３。在分
批添加底物的过程中，ｐＨ值的变化情况见图４。由图３和图
４可以看出，对于相同的转化时间分批补料有利于提高没食
子酸的产量，随着转化时间延长，没食子酸浓度增大，最高达

４３．８５ｍｇ／ｍＬ；但转化率先增大后降低，浓度最大时转化率只
有５６．９５％，且ｐＨ值不断降低，最后都趋于稳定。这可能是
因为分批补料有利于底物的持续供给，有利于转化，且 ｐＨ值
的下降可能对酶活起抑制作用，不利于转化。故分批补料对

转化起积极作用；需在转化过程中加强调节ｐＨ值，以利于酶
的稳定及作用的发挥。

２．５　底物分批添加累积浓度对转化率的影响
培菌产酶结束后，按每隔１２ｈ分别添加１．０％、１．５％、

２０％、２．５％的五倍子底物，共添加４次，考察五倍子累积添
加量分别为４．０％、６．０％、８．０％、１０．０％时对没食子酸产量
的影响，不同底物浓度对产物浓度及转化率的影响见图５和
图６。由图５和图６可以看出，随着底物浓度增大，没食子酸

浓度从 ３２．２９ｍｇ／ｍＬ增加到 ４１．４６ｍｇ／ｍＬ；转化率从
７５６４％降低到５８．５６％。底物浓度累积量为４％和６％时，两
者转化率相差不大，但后者没食子酸浓度较前者高出很多，最

大浓度为３９．７８ｍｇ／ｍＬ时，转化率为７３．０５％。故选择最佳
终浓度为６％，添加 ４次，每次 １．５％，浓度为 ３９．７８ｍｇ／ｍＬ
时，转化率为７３．０５％。

２．６　转化条件对转化率的影响
培菌产酶结束后，在分批补料的条件下，转化过程中采用

不同的转速１４０、１６０、１８０、２００、２２０ｒ／ｍｉｎ，对没食子酸的影响
见图７；采用不同的转化温度２５、３０、３５、４０、４５℃，对没食子
酸产量的影响见图８。由图７可知，随着转速提高，转化率先
增加后降低，当达到２００ｒ／ｍｉｎ时转化率达到最大值。主要
原因可能是转速直接影响发酵环境均匀性，转速太小，原料沉

降与菌体分离，酶与底物结合空间受阻碍不利于转化；转速过

大，对菌丝的剪切力较大，损伤菌丝，不利于菌丝的稳定生长

及产酶。故２００ｒ／ｍｉｎ是最佳的转化转速。由图８可知，温度
对转化率的影响不显著，在 ３０～４０℃ 均有较高的转化率。
温度对转化率的影响主要体现在２个方面：其一可能是温度
升高时有利于单宁酸的提取溶出；其二酶是具有生物活性的

大分子，在酶的最适作用的温度范围内，较高温度有利于提高

酶反应速度。故选用３５℃作为转化温度。
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２．７　菌丝转化次数对转化率的影响
培菌产酶结束后，按上述优化条件进行第一次转化结束

后，即最后一次投料后继续转化１２ｈ，将菌丝球分离洗涤，重
新按上述方法添加五倍子粉重复４次转化试验；并直接将菌
丝转移到含有５０％剂量的察氏培养基中添加五倍子粉进行
转化或用稀氨水调节 ｐＨ值，使之维持在４．５左右的方式来
考察对转化率的影响，其转化情况见表２。由表２可以看出，
随着转化次数的增加，相同的底物所得到的没食子酸的浓度

越来越低。这可能是由于洗涤过程中导致酶的损失，使酶量

减少，导致转化率不断下降。同时可以看出，添加少量的营养

物质和调节ｐＨ值条件下没食子酸的浓度都比对照高。这可
能是因为转化过程中更换发酵培养基，菌体环境变化，补充营

养物质有利于维持菌体活性，保证酶活；随着没食子酸的不断

积累ｐＨ值下降，添加氨水保证了酶作用的 ｐＨ值，提高了酶
活，同时也为菌体补充氮源，从而提高了转化率，且效果比单

纯添加营养物质的好。故在对菌丝重复转化试验过程中补加

营养物质及调节ｐＨ值使转化产物浓度均有所提高。

表２　增加营养和调节ｐＨ值对没食子酸浓度的影响

转化次数
没食子酸浓度（ｍｇ／ｍＬ）

调节ｐＨ 补充培养基 对比曲线

１ ３５．００ ３５．００ ３５．００
２ ２７．３２ ２３．３６ ２１．５１
３ ２０．９ １６．８９ １４．４４
４ １２．７３ ８．３５ ３．８９

３　结论

目前，有关生物法制备没食子酸的报道，国内外都取得了

一定的进展。杨亚力等以五倍子为底物用黑曲霉进行转化试

验，其发酵液中没食子酸累积浓度达到２５．６ｍｇ／ｍＬ，以五倍
子中提取物单宁酸来计算没食子酸相对转化率为５１．１％［１５］；

Ｂｅｅｎａ等报道了以单宁酸作为诱导物，利用菌株（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ａｗａｍｏｒｉＢＴＭＦＷ０３２）进行深层液态发酵，通过发酵８４ｈ，没食
子酸的浓度可以达到３７２．６μｇ／ｍＬ［４］；Ｓｅｔｈ等以单宁酸作为
底物，利用Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓａｗａｍｏｒｉ，持续发酵 ６０ｈ，没食子酸的浓
度可以达到１９ｇ／Ｌ，发酵作用１００ｈ左右，所积累的没食子酸
浓度达到最大，为４０．３ｇ／Ｌ［１６］。

本试验利用黑曲霉Ｂ０２０１菌株产单宁酶，研究在不同条
件下转化五倍子制备没食子酸，最终确定液态发酵产酶转化

没食子酸的工艺条件为：采用不分离菌体直接转化方式，将五

倍子作为产酶的诱导物及转化底物，采用分批补料方式，分４
次添加，每次间隔１２ｈ，底物累积浓度６％，转化过程搅拌速
度为２００ｒ／ｍｉｎ，转化温度为３５℃，该试验在转化液中没食子
酸浓度达到３９．７８ｍｇ／ｍＬ时，没食子酸相对于单宁酸的得率
达到最高（７３．０５％），与以上报道的相比，在现有的报道中最
高。但菌丝连续多次转化后转化能力下降，添加少量营养物

质和调节ｐＨ值对菌丝球重复转化起积极作用，调节ｐＨ值的
积极转化效果比添加少量营养物质的转化效果明显。
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