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摘  要: 通过比较常规灭菌发酵和生料发酵, 研究黑曲霉 B0201 利用五倍子固体发酵产单宁酶的

条件。结果表明, 在生料发酵过程中, 采用20%五倍子并且以(NH4)2SO4 为氮源制备单宁酶的最佳

条件为: 液固比=1.6:1、温度 30°C、初始 pH 6.0。在该条件下通过 96 h 的培养, 单宁酶的活力可

达 51.2 U/gds, 是常规灭菌发酵的 3.6 倍。以上结果显示, 生料发酵生产单宁酶是一种高效可行

的方法。 
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Abstract: According to the comparative research of conventional sterile fermentation and uncooked material 
fermentation, the conditions of tannase production from Aspergillus Niger B0201 under solid-state fermenta-
tion using gallnut was studied. The results showed that the liquid−solid ratio of 1.6: 1, temperature of 30°C, 
initial pH of 6.0 were the optimal conditions for tannase production under uncooked material fermentation 
with gallnut content of 20% and (NH4)2SO4 for nitrogen sources. Under this condition, tannase activity 
reached to 51.2 U/gds after 96 h of cultivation, which was 3.6 times as the conventional sterile fermentation. 
The results above revealed that under uncooked material fermentation for tannase production was a feasible 
method with high efficiency. 
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单宁酶, 可水解没食子单宁中的酯键和缩酚羧
键, 生成没食子酸和葡萄糖 [1]。单宁酶可应用于制

革、酿酒、医药、饮料等领域, 具有广阔的应用前
景。但是目前生产单宁酶的效率不高, 市场价格昂
贵, 阻碍了单宁酶的应用。单宁酶是一种诱导酶, 主
要利用微生物发酵生产。目前国内主要采用液体发

酵法生产单宁酶[2,3], 而国外近期的研究主要集中在
固体发酵法[4−6]。很多资料[7−9]显示固体发酵主要产

胞外单宁酶, 容易提取, 稳定性好, 杂酶少, 且设备
比较简单, 同时固体发酵有利于提高产酶活力。 

本实验室筛选出的黑曲霉 B0201菌株能利用中
国特产五倍子作为诱导物固体发酵产单宁酶。但是

在试验过程中发现原料五倍子在高压蒸汽灭菌时很

容易焦化, 变成褐色, 粘稠。高温破坏了五倍子的结
构, 对黑曲霉菌株生长产生危害, 严重影响单宁酶
的产量。尤其当培养基中五倍中含量较大时, 高温
对培养基的破坏更明显 , 黑曲霉菌株完全不能生
长。为解决这个问题, 本文采用生料固体发酵的方
法生产单宁酶。有资料[10]显示五倍子具有抗菌消炎

作用, 五倍子粉、五倍子浸液等体外实验时对金黄
色葡萄球菌、链球菌、肺炎球菌以及伤寒、副伤寒、

痢疾、炭疽、白喉、绿脓杆菌等均有明显的抑菌或

杀菌作用, 而且固体发酵过程中固态培养基水活度
低, 能降低染菌概率 [11], 所以生料固体发酵在理论
上是可行的。本文比较了常规灭菌发酵和生料发酵

对黑曲霉利用五倍子固体发酵产单宁酶的影响, 对
发酵过程中的参数进行了比较研究, 发现了生料发
酵的优势, 并优化了生料发酵的产酶条件, 得到一
种高效可行的产单宁酶的方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种: 黑曲霉 B0201(Aspergillus niger), 由贵
州省发酵工程与生物制药重点实验室紫外诱变原始

黑曲霉菌株筛选出来, 菌种在 4°C 条件下保存在马
铃薯葡萄糖琼脂斜面培养基上。 
1.1.2  基础发酵培养基 : 称取五倍子粉和麸皮共
5.0 g 装入 250 mL的三角瓶作为培养基基础, 其中
五倍子含量为 8%, 加入 1% (W/W) NH4NO3, 0.1% 
(W/W) MgSO4·7H2O, 0.1% (W/W) NaCl, 5 mL蒸馏水,
搅拌均匀。 

1.1.3  主要仪器与设备: UV2550 紫外可见分光光
度计, 恒温培养箱。 
1.1.4  主要试剂: 没食子酸丙酯购于湖南省张家界
贸源化工有限公司, 绕单宁由上海君创化工有限公
司生产, 五倍子产于贵州省遵义市余庆县, 试剂均
为化学纯。 

1.2  方法 
1.2.1  固体发酵方法: 1) 常规灭菌发酵。基础发酵
培养基配好后, 于 1×105 Pa 高压蒸汽灭菌 20 min, 
冷却后在 5 g培养基中接种 1 mL黑曲霉 B0201孢子
悬液(1×108个孢子/mL), 混匀后置于 30°C培养箱中
静置培养 96 h。 

2) 生料发酵。基础发酵培养基配好后, 不经高
压蒸汽灭菌, 直接在 5 g培养基中接种 1 mL黑曲霉
B0201 孢子悬液 (1×108 个孢子 /mL), 混匀后置于
30°C培养箱中静置培养 96 h。 
1.2.2  粗酶液提取: 取出培养 96 h的三角瓶, 在三
角瓶中加入 100 mL pH 5.0的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲
液, 30°C条件下 150 r/min振荡浸提 1 h, 用定性滤纸
过滤即得粗酶液。 
1.2.3  酶活检测方法: 根据文献[12]的方法测定单
宁酶活力。单宁酶在 pH 5.0、30°C 条件下每分钟
产生 1 μmol没食子酸所需的酶量定义为一个酶活单
位(U)。 
1.2.4  常规灭菌发酵和生料发酵的比较: 比较常规
灭菌发酵和生料发酵对培养基和菌株生长的影响及

对产单宁酶的影响。并优化在 2 种发酵条件下五倍
子含量(4%~35%), 初始加水量(液固比 0.6: 1~2:1)对
产单宁酶的影响。所有发酵都作 3个平行。 
1.2.5  五倍子生料发酵条件优化: 在五倍子生料
发酵的培养条件下, 优化各个培养参数, 采用不同
的培养温度(25°C~40°C), 不同的接种量(0.1 mL~ 
2.5 mL), 改变培养初始 pH 值(3~8), 除诱导物之外
添加额外碳源(葡萄糖, 淀粉, 玉米粉), 选取不同氮
源(NH4Cl、NaNO3、(NH4)2SO4、黄豆粉、蛋白胨、

尿素)取代 NH4NO3, 添加不同的磷酸盐和钙盐, 考
察对该菌产酶的影响。所有发酵都作 3个平行。 
1.2.6  两种发酵条件下产单宁酶的时间曲线 : 在
常规灭菌发酵和生料发酵单因素优化的基础上将

该菌株培养 (0~168 h), 研究单宁酶活力随时间的
变化情况, 比较产单宁酶活力。所有发酵都作 3个
平行。 
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2.2  两种发酵方法对产单宁酶的影响 2  结果与讨论 
基础发酵培养基中诱导物五倍子含量为 8%, 

分别按常规灭菌发酵和生料发酵生产单宁酶 , 两
种发酵方法产单宁酶的活力如表 2。从表中可以看
出, 采用生料发酵, 单宁酶活力从常规灭菌发酵的
14.0 U/gds (Gram dry substrate每克培养基干重)提
高到了 18.2 U/gds。采用生料发酵新方法生产单宁酶, 
培养基中无杂菌生长, 单宁酶活力有了较大的提高, 
而且简化了生产流程, 说明黑曲霉 B0201 利用五倍
子生料发酵产单宁酶在实践上也是可行的, 比常规
灭菌发酵优越。 

2.1  两种发酵方法对培养基和菌株生长的影响 
改变基础发酵培养基中五倍子含量, 分别按常

规灭菌发酵和生料发酵生产单宁酶, 两种发酵方法
对培养基性质和菌株生长的影响见表 1。从表中可
以看出培养基中五倍子经高温灭菌容易焦化, 变性, 
对黑曲霉菌株的生长产生危害, 在高浓度时导致黑
曲霉不能生长。而未经高温灭菌时培养基没被破环, 
黑曲霉生长旺盛, 且无杂菌的生长痕迹。这说明了
以中国特产五倍子为诱导物生产单宁酶时生料发酵

更适合于黑曲霉生长。  

表 2  两种发酵方法对产单宁酶的影响 
Table 2  Effect of the two methods to produce tannase 

发酵方法 
Methods of fermentation 

酶活(U/gds) 
Enzyme activity (U/gds)

常规灭菌发酵 
Conventional sterile fermentation 

14.0 

生料发酵 
Uncooked material fermentation 

18.2 

 
表 1  常规灭菌发酵和生料发酵对培养基 

和菌株生长的影响 
Table 1  Effect of conventional sterile fermentation 

and uncooked material fermentation to medium 
and growth of strains 

五倍子含量
Content of 

gallnut 

常规灭菌发酵 
Conventional sterile 

fermentation 

生料发酵 
Uncooked material 

fermentation 

8% 

培养基经高温灭菌后

有少量焦化颗粒;  
培养 96 h 后黑曲霉生
长旺盛 

培养基无焦化无破

坏; 黑曲霉  
生长旺盛 , 无杂菌
生长 

25% 
培养基部分焦化 ; 黑
曲霉生长较好 

同上 

50% 
培养基焦化严重 ; 黑
曲霉部分生长 

同上 

75% 
培养基完全焦化 , 粘
稠; 无黑曲霉生长 

同上 

100% 
培养基完全焦化 , 粘
稠; 无黑曲霉生长 

有点粘稠 , 黑曲霉
生长较好 

 

2.3  两种发酵方法下五倍子含量对产单宁酶的影响 
改变基础发酵培养基中五倍子含量, 分别按常

规灭菌发酵和生料发酵生产单宁酶, 两种发酵方法
下产单宁酶的活力如图 1所示。图 1a中采用常规灭
菌发酵, 当五倍子含量为 8%时单宁酶活力最高, 为
14.0 U/gds。随着五倍子含量的增加酶活力反而下降, 
究其原因可能是由于随着五倍子含量的增加, pH值
减小, 培养基中 pH值减少影响单宁酶的产生, 另一
个原因是五倍子含量较大时, 高压蒸汽灭菌对五倍
子的破坏程度越重, 对产单宁酶的影响也越大, 这 

 

 

 

图 1   常规灭菌发酵和生料发酵时五倍子用量对产单宁酶的影响 
Fig. 1  Effect of gallnut content on production of tannase under conventional sterile fermentation 

and uncooked material fermentation 
注: a: 常规灭菌发酵; b: 生料发酵. 
Note: a: Conventional sterile fermentation; b: Uncooked material fermentation. 
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图 2  常规灭菌发酵和生料发酵时加水量对产单宁酶的影响 
Fig. 2  Effect of initial moisture content on production of tannase under conventional sterile fermentation 

and uncooked material fermentation 
注: a: 常规灭菌发酵; b: 生料发酵. 
Note: a: Conventional sterile fermentation; b: Uncooked material fermentation. 
 
点可以通过生料发酵新方法避免。图 1b 中采用生
料发酵, 当五倍子添加量为 20%时酶活力最高, 为
25.0 U/gds, 是灭菌条件的 1.8倍。 

2.4  两种发酵方法下初始加水量对产酶的影响 
常规灭菌发酵基础发酵培养基中五倍子含量为

8%, 生料发酵五倍子含量为 20%, 改变初始加水量, 
两种发酵方法下产单宁酶的活力如图 2所示。图 2a
中采用常规灭菌发酵, 当液固比为 1:1 时单宁酶的
活力最高, 为 14.0 U/gds。当加水量增大时, 酶活下
降。五倍子灭菌时容易焦化, 生成褐色胶状物质, 容
易使培养基粘成一团, 所以当水分含量太大时, 培
养基成团现象很严重, 不利于培养基中的菌株吸取
氧份, 从而降低了酶活。 

图 2b 中采用生料发酵, 当液固比为 1.6:1 时单
宁酶活力最高, 为 38.3 U/gds。这是因为生料发酵时
五倍子不会焦化, 可很好的避免灭菌时因水分含量
大易成团的现象, 最适液固比由 1:1 变成了 1.6:1。
充足的加水量弥补了固体发酵过程中水分的损失 , 
促进了单宁酶生成。从图中可以看出液固比在

1.6:1~2:1 的范围内单宁酶活力相当, 说明生产过程
应保证湿度足够大 , 可以在培养过程中适度喷水 , 
保证固体发酵所需的水分。 

2.5  培养温度对生料发酵产酶的影响 
在优化的五倍子含量和加水量条件下, 生料发

酵产单宁酶中培养温度对产酶的影响如图 3 所示。

培养温度对产酶有较大影响, 当培养温度达到 30°C

时, 酶活力最高, 达到 38.8 U/gds。培养过程观察发

现, 温度太低黑曲霉生长缓慢, 孢子不成熟; 30°C~ 

 

图 3  培养温度对产酶的影响 
Fig. 3  Effect of incubation temperature on enzyme 
production 
 
33°C 是最适产酶温度, 黑曲霉生长旺盛, 孢子成熟, 

且无杂菌生长; 37°C~40°C黑曲霉生长较好, 孢子成

熟, 但可以看到有少量杂菌生长。所以控制在合适

的温度范围内, 能抑制培养基中杂菌的生长, 提高

单宁酶的活力。 

2.6  装量对生料发酵产酶的影响 
在 250 mL三角瓶中分别装培养基 3 g、5 g、7 g、 

10 g、15 g和 18 g, 按比例接种后置于 30°C下培养, 
由于料层太厚, 培养 2 d天后翻样并喷水, 培养 4 d
后测定培养基中单宁酶的活力。由图 4 的结果可以
看出, 装量对五倍子生料发酵产单宁酶有很显著的
影响, 装量越少越有利于黑曲霉单宁酶的合成。这
主要和培养基的氧的供应以及与培养基内部温度有

关。对于黑曲霉来说, 充足的供氧有利于单宁酶的 
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图 4  装量对产酶的影响 
Fig. 4  Effect of different medium contents on enzyme 
production 
 
合成; 而少的装量则有利于培养基内部热量的散发, 
防止温度过高而导致菌体生长不良以及影响产酶。

但装量太小, 增大了固体发酵的面积, 不利于生产
成本的降低。在生产过程中可以加强通风和补水。

本实验仍然选装量在 5 g。 

2.7  接种量对生料发酵产酶的影响 
用蒸馏水把 PDA 斜面上的黑曲霉孢子洗下来

制成浓度为 1×108个/mL的黑曲霉孢子悬液, 在 5 g

培养基中分别加入 0.1 mL、0.5 mL、1 mL、1.5 mL、

2 mL 和 2.5 mL 孢子悬液。由图 5 可以看出, 接种 

1 mL黑曲霉孢子悬液时酶活力最高, 为 42.7 U/gds。

加入孢子悬液较多时, 菌丝生长较快, 可能是代谢

产物积累过多, 反而会抑制后期菌体的生长。接种

量太小, 菌丝生长缓慢, 延长了生长周期。实验过程

无杂菌生长。当稀释黑曲霉孢子悬液到一定倍数, 1×   

106 个/mL、1×105个/mL和 1×104个/mL, 各取 1 mL

接种培养, 4 d后观察发现 1×106个/mL的培养基中

有少量杂菌的生长 ,  1×105 个 /mL 培养基中有较 

多杂菌的生长 ,  1×104 个 /mL 培养基中有大量杂 

菌的生长 ,  和黑曲霉长势相当 ;  测酶活 ,  分别为 

24.9 U/gds, 19.3 U/gds和 16.8 U/gds。通过菌株形态

观察这些杂菌是青霉和根霉。所以控制接种量在合

适的范围, 能减少杂菌生长的机会。 

2.8  初始 pH 对生料发酵产酶的影响 
分别调节培养基的初始 pH 为 3.0、4.0、5.0、

6.0、7.0、8.0和自然(pH=5.2), 接入孢子悬液 1 mL, 

30°C培养 96 h, 提取粗酶液, 测酶活力。结果见图 6, 

 

图 5  接种量对产酶的影响 
Fig. 5  Effect of inoculation amount on enzyme production 
 

 

图 6  初始 pH 对产酶的影响 
Fig. 6  Effect of initial medium pH on enzyme production 
 
以初始 pH为 6的培养基产酶活力最高, pH 5~7是较
适合产酶的初始 pH。 

2.9  额外添加碳源对生料发酵产酶的影响 
在诱导物五倍子作为碳源的情况下额外添加不

同碳源, 分别为 1%葡萄糖、1%淀粉、1%玉米粉, 对

产酶情况进行研究, 每隔 24 h 测一次酶活, 得到产

酶曲线如图 7 所示, 从图中可看出额外添加碳源, 

单宁酶活力随时间发生了变化, 但对产酶提高作用

不明显。碳源添加量的研究表明随着量的增加产酶

反而受到抑制, 这是因为五倍子的一个单宁分子附

有一个葡萄糖分子, 单宁酶水解五倍子单宁所生成

的葡萄糖完全可以作为碳源, 供微生物生长繁殖。

葡萄糖与麸皮中的碳源能够满足菌体生长和产酶的

需要, 过多的碳源虽对菌丝生长有促进作用, 但不

利于产酶, 因此在后续试验中培养基都不额外添加

碳源。 
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图 7  额外碳源对产酶的影响 
Fig. 7  Effect of additional carbon sources on enzyme 
production 
 
2.10  不同氮源对生料发酵产酶的影响 

分别在培养基中添加 1%的不同氮源, NH4Cl、
NaNO3、(NH4)2SO4、黄豆粉、蛋白胨、尿素, 取代
NH4NO3, 对产单宁酶的影响如图 6 所示。其中
(NH4)2SO4 的产酶情况最理想 , NH4Cl, 尿素也比
NH4NO3 有所提高。选用(NH4)2SO4 作为氮源。进

一步研究了氮源添加量对产单宁酶的影响 , 实验
证明随着 (NH4)2SO4 添加量的增加 , 酶活力没有 
提高。 

2.11  磷酸盐和钙盐对生料发酵产酶的影响 
有资料显示[13]磷酸盐和钙盐的添加能促进酸性

蛋白酶的生成, 本实验研究了在培养基中额外添加 
 

 

图 8  不同氮源对产酶的影响 
Fig. 8  Effect of different nitrogen sources on enzyme pro-
duction 
注: 1: NH4NO3; 2: NH4Cl; 3: NaNO3; 4: (NH4)2SO4; 5: 黄豆粉; 
6: 蛋白胨; 7: 尿素. 
Note: 1: NH4NO3; 2: NH4Cl; 3: NaNO3; 4: (NH4)2SO4; 5: Soybean 
flour; 6: Peptone; 7: Carbamide.  

 

图 9  磷酸盐和钙盐对产酶的影响 
Fig. 9  Effect of additional phosphate and calcium on en-
zyme production 
Note: 0: Control; 1: K2HPO4; 2: KH2PO4; 3: Na2HPO4; 4: NaH2PO4; 
5: CaCl2. 

 
0.5%的磷酸盐和钙盐对产生单宁酶的影响。从图 9

所示, KH2PO4, NaH2PO4能稍微提高单宁酶的酶活。

选取 KH2PO4, 作不同浓度, 0.5%、1%和 1.5%酶活分

别为 40.7 U/gds、43.4 U/gds和 41.3 U/gds, 1%时酶

活力最高, 但考虑到磷酸盐用量大, 提高效果不显

著, 培养过程不添加。 

2.12  两种工艺产单宁酶的时间曲线 
综合以上各项参数, 采用优化后的单因素对黑

曲霉利用五倍子为诱导物进行常规灭菌发酵和生料

发酵 168 h, 每隔 24 h取样一次检测单宁酶活性, 时

间曲线如图 10所示。生料发酵以 5 g五倍子和麸皮

的混合物作为基础培养基, 其中五倍子含量为 20%, 

液固比为 1.6:1, 加入 1% (NH4)2SO4氮源 , 接种量

1 mL, 调节培养基 pH 6.0, 由图可见酶活力的最高

点出现在 96 h, 为 51.2 U/gds, 72 h时酶活力基本接

近最高点。常规灭菌发酵, 五倍子含量为 8%, 液固

比为 1:1, 96 h 时单宁酶活力最高为 14 U/gds。A. 

Sabu[4]用两种富含单宁酸的农作物废弃物 Tamarind 

seed powder和 Palm kernel cake由黑曲霉固态发酵生

产单宁酶, 最高酶活分别为 6.44 U/gds和 13.3 U/gds。

本文也验证了常规灭菌发酵下得出的酶活力为 

14 U/gds, 水平与之相当, 但采用生料发酵时酶活

力有了大幅度的提高, 是常规灭菌发酵时的 3.6倍。

通过比较可以看出, 五倍子生料发酵跟常规灭菌发

酵相比, 不仅大幅度的提高了单宁酶的酶活, 减少

了工艺流程, 而且缩短了发酵周期。 
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