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利用固定化黑曲霉单宁酶制备没食子酸的研究

郭鲁宏 杨顺楷
（中国科学院成都生物研究所，成都 "!%%6!）

摘 要 用海藻酸钙载体包埋单宁酶，制备出转化五倍子单宁成没食子酸能力较好的固定化酶。研究了固定化条

件和固定化单宁酶的部分性质，结果表明：最佳固定化条件为海藻酸钠&%07包埋单宁酶#6"8（409，!:$8／09），在

!;!$;<=<)$中作硬化处理；固定化单宁酶的最适温度为6#>，在!%!#%>范围内稳定；其最适.?值为"@#，在

.?#!5之间基本稳定；在此基础上，进行了没食子酸实验室克量级酶法制备实验，4次实验没食子酸产品的平均产

率达到"!;。和目前所用工业生产没食子酸的硫酸水解法相当，具有潜在的工业开发价值。
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没食子酸（C=))DE=EDF，CB）作为一种重要的化

工产品，用途广、用量大。它可以用于医药工业［!］，

又是食品、化妆品及饲料的抗氧剂，近年来还用作半

导体感光树脂的原料等［$］。目前CB大多是由五倍

子单宁经硫酸水解生产的，产率约"#;左右。但是

酸法生产CB存在着严重污染环境，对设备要求高

等问题，而微生物酶法有助于解决上述弊端。一般

情况下，发酵水解五倍子单宁生成CB的反应是由

产生 单 宁 酶（G=HH=I-）的 黑 曲 霉 等 微 生 物 完 成

的［4］［$］，使用固定化酶及自然酶进行该水解反应制

备CB迄今为止还未见报道，本文报告以固定化单

宁酶制备CB这一新的研究结果。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 试剂：五倍子单宁为浸提五倍子所得的自制

产品；硅胶CJ$#6由青岛海洋化工厂生产；其他试

剂均为国产分析纯级。

!"!"# 菌种：单宁酶高活性菌株黑曲霉!43!4345
（3&4%*1#,,)&$#1%*!45!4345）是由本实验室经诱变

原生质体后筛选得到。

!"# 方法

!"#"! 单宁酶的制备：黑曲霉!43!4345接种于含

4;五倍子单宁的察氏培养基中，4%>培养$F，过

滤。菌丝磨碎后，加入蒸馏水，抽滤，合并菌丝提取

液和发酵清液，然后添加（+?6）,K6 固体使单宁酶

沉 淀，离 心，沉 淀 溶 于 蒸 馏 水，再 透 析 除 去

（+?6）$,K6，即可用于酶的固定化。

!"#"# 没食子酸的检测：采用G9<3L’法。CB样

品和标准品经展开后（展开剂为苯M异丁醇M冰醋酸

N!%M6M!，6／6），刮下含没食子酸斑点的硅胶，加

入甲醇，离心，弃去沉淀，上清液置气流下使甲醇完

全挥发，制成水溶液，适当稀释，在$"4H0下测光吸

收（3）值。根据标准曲线，计算CB样品的浓度。

由CB浓度的高低，评价固定化单宁酶转化五倍子

单宁成CB的能力。

!"#"$ 固定化单宁酶制备方法：海藻酸钙法、聚丙

烯酰胺法、聚乙烯醇（O’B）P硼酸法分别参考文献

［6，#，"］。

!"#"% 固定化单宁酶酶法转化制备没食子酸实验：

在4;的五倍子单宁溶液中，加入一定量的固定化

酶制剂，6#>振荡反应后，过滤，取样做CB浓度测

定。滤液上大孔吸附剂3<CB"::柱，然后用!%;的

乙醇／水（6／6）洗脱，收集洗脱液，减压浓缩，加少

量活性炭脱色，趁热以布氏漏斗抽滤，冷却结晶，过

滤得到白色的CB晶体，以国标CQ#4%&3:#介绍的

方法测定其含量。

!"#"& 固定化单宁酶活性的测定、温度和.?值对



固定化酶活性和稳定性的影响：参见文献［!］。

! 结果与讨论

!"# 单宁酶固定化方法及固定化酶转化结果的比

较

用不同方法制备"种固定化酶的难易程度及其

转化情况见表#。由表可知海藻酸钙包埋法效果最

佳，而$%&是一种很有潜质的包埋材料。但是在本

研究中，由于其表面含游离羟基，所以具有较大的水

溶膨胀性，导致载体本身体积变大，机械强度降低。

最近有人通过在聚乙烯醇’硼酸聚合过程中引入丙

烯酰胺聚合反应，有效改善了它的水溶膨胀性，这为

今后进行包埋单宁酶的研究提供了一条很好的思

路［(］。

表# 不同固定化方法及固定化酶转化结果的比较
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!"! 海藻酸钙固定化单宁酶优化条件的选择

!"!"# 海藻酸钠浓度的选择：称取不同量的海藻酸

钠，加入相同体积的单宁酶液，使混合物中海藻酸钠

的浓度为#K!FK，再将混合物滴入949.B溶液中

制备固定化酶，然后加入BC*>"K的五倍子溶液中

进行酶法转化，结果（表B）表明：海藻酸钠浓度以

"K为宜。当其浓度过低时，形成的载体机械强度

差；当其浓度过高时，载体成球困难，均匀度差，形状

不规则，上述两种情况，均会影响固定化酶转化五倍

子单宁生成没食子酸的能力。

表! 海藻酸钠浓度对固定化单宁酶的制备及其转化的影响
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!"!"! 包埋酶量对固定化单宁酶转化的影响：制备

"K的海藻酸钠，并使其中包含的酶量分别为#(B、

"MJ、FJM、!B(、I#C?（#(B?／*>），固定化酶转化的结

果见下表。表中数据说明，在一定范围内，随着包埋

酶量的增加，固定化酶的转化能力也升高，但当包埋

的酶量达FJM?（"*>）以上时，固定化酶转化水平趋

向不变，反应液中<&浓度也保持恒定。

表; 包埋酶量对固定化单宁酶转化的影响
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!"!"; 硬化剂949.B浓度对制备固定化单宁酶及

其转 化 的 影 响：将 海 藻 酸 钠（IC*=）———单 宁 酶

（FJM?，即"*>）溶液，分别滴入CNFK!BNFK949.B
中作硬化处理，制成的固定化酶用于转化反应，结果

（表J）表明：上述固定化酶在机械强度及转化能力

方面均无明显差别。

表< )%)’!浓度对制备固定化单宁酶及其转化的影响
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!"; 固定化单宁酶的部分性质

!";"# 固定化酶的最适温度及热稳定性：温度（#C
!!CO）对固定化单宁酶的活性和稳定性的影响如

图#。由图可知：该固定化酶的最适温度为JFO，在

#C!FCO范围内保持稳定。与自然酶（图#）相比，

单宁酶经固定化后，增强了对加热的抵抗能力。

!";"! 固定化酶的最适7P及酸碱稳定性：7P值

（"!I）对固定化单宁酶活性及稳定性的影响如图

B。从图中可看出：固定化酶的最适7P为MNF，在

7PF!!范围内基本稳定。表明固定化酶的最适7P
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图! 温度对固定化酶及自然酶活性和稳定性的影响
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和对酸碱的稳定性与自然酶（图<）相比，均发生了

较大的变化。

图< -@值对固定化酶及自然酶活性和稳定性的影响
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!"# 酶法制备没食子酸的反应进程

以固定化单宁酶催化水解五倍子单宁生成AB
的时程曲线如图=。从图中可得出，水解反应进行

=C8，反应液中没食子酸积累的浓度最高。此时应

终止反应，进行产物AB的分离回收，而固定化单宁

酶则用于催化下一批次的反应。如以发酵法制备

AB，那么黑曲霉!=D!=D=E生长?F8时，发酵液中的

AB浓度最大。以后随着时间的延长，AB浓度明显

降低（图=）。

!"$ 固定化单宁酶制备没食子酸

将包埋F!GH0（即?I,J）单宁酶制成的固定化

酶，加入=HH,J=K五倍子单宁溶液中进行转化反

应，反应完成后，用大孔吸附剂LABDCFF从反应液

中提取AB产品，同一批固定化酶=次制备实验结

果见表I：

表$ 固定化单宁酶制备没食子酸的实验结果

%&’()$ *+,)-./)01&(-)23(124567,-),&-&1.40’832.09
.//4’.(.:);1&00&2)

M#,(>+% AB-.+50)*／$
N(.)(1*+’AB

#1-.+50)*／K
O#(35+’AB／K

! I%< GG%I IF

< I%C GG%= C<

= I%E GG%< C=

图= 制备没食子酸的时程曲线

"#$%= M#,()+0.7(+’-.(-/.#1$AB
!:;,,+23#4(5*/11/7(；<:!"#$%&’(()"*’&$%’(.,(1*/*#+1

从表中数据可计算出，=次实验没食子酸产品

的平均产率约为C!K，说明固定化单宁酶经连续使

用，转 化 能 力 并 没 有 明 显 下 降。以 大 孔 吸 附 剂

LABDCFF吸附AB（以前未见报道）进行产品的分

离、制备，AB产品的回收率可达到GHK以上，表明

该方法分离AB效果良好。在同样的条件下，用黑

曲霉!=D!=D=E发酵法制备AB，产率约为CIK，比固

定化酶法略高。但是由于固定化酶可多次重复使

用，因此成本较低，而这对于工业化生产AB是有利

的。

海藻酸钙来源丰富、无毒［G］，用以它作为载体

制成的固定化单宁酶制备AB，具有价格便宜，操作

方便、使用时间较长以及转化能力较强的特点。经

扩大实验和进一步完善后，该方法有望逐步取代目

前的硫酸水解五倍子单宁生产AB的传统化学工

艺，具有一定的工业应用价值。
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.LL:P.P:M

丙烯酰胺的微生物生产

丙烯酰胺（5P-QL.K:M+，S4[S4SEI4%(7）合成水溶性聚合物如聚丙烯酰胺，或其共聚物，很有实用价值，可用作土壤改良

剂、絮凝剂、黏合剂、造纸工业的纸张增强剂以及用于涂料等等，作为一种吸附剂可用于核燃料生产，如吸附海水中所含的铀

（D(E7）。因此，这种多用途的丙烯酰胺有着非常重要的价值。生产它无外乎采用化学合成与微生物催化或发酵这两条途径，

而后者反映生物化工的发展方向，它与丙烯酰胺化学合成法比较有更大的优越性：微生物生产此类产品不论其品质或纯度都

更高，且选择性好，转化率可达##V以上；微生物酶法的生产可节省投资&)V，并降低成本；还由于微生物本身具有繁殖快的

特点，又不受季节的限制。如果实施发酵工程与细胞（酶）固定化技术，或共固定化技术的有机结合，将会大大促进丙烯酰胺

产业化发展，并展现出巨大潜力和优越性。

国外曾有报道，将某些微生物如绿藻、真菌、放线菌等固定于丙烯酰胺载体上，每克可吸附(!%",铀，吸附后用碳酸钠洗

脱，可重复%)次，这确实是一种较为理想的载体；而单宁酸树脂也可以作为一种有用的载体在微生物发酵工业得以应用。目

前，对丙烯酰胺的开发颇为活跃。在日本，对丙烯酰胺的消费量每年达8万吨，主要用作水处理的絮凝剂。在韩国，丙烯酰胺

被用作纸张增强剂和多层木板的黏合剂，需求量也在增长。

微生物发酵生产丙烯酰胺在我国也取得进展。我国7)年代末开展这方面研究，获得过一种高活性的腐臭假单胞菌

（;+%43,#,0&+:4’/3&），其所产生的诱导酶如腈水合酶能有效地将丙烯腈（5P-QL2H:/-:/+）转化成丙烯酰胺；也有选育生产高活性

丙烯腈水合酶的菌株如诺卡氏菌（<,-&)3/&+:=!’(），对丙烯腈的转化效率非常高，达##V，且不生成副产物丙烯酸。还采用

固定化酶技术生产丙烯酰胺的菌株，其产率为()V；而固定化细胞技术用于丙烯酰胺生产的稳定性尚需进一步研究。上海一

家研究中心研究人员从泰山脚下土壤中分离到一种有效催化丙烯腈转为丙烯酰胺的菌株，通过中试生产后，已建成一套年产

丙烯酰胺!&))吨的试生产设备，生产所获的发酵产品优于化学合成法，目前在国内已建成$)))吨级的工业化生产装置，并向

万吨级工业装置攻关，这将为丙烯酰胺工业化生产创造有利条件。应该说，源于微生物的生物催化剂确有其巨大潜力，有专

家称，自然界有##V的微生物资源尚未得到很好的研究和利用。因此，发掘这些微生物催化剂资源用于丙烯酰胺的生产是大

有可为的，同时，提高其性能和生化操作性也是一个重要研究课题。 （柯 为 供稿）
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