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摘 要 以 !"# 去除率为指标，筛选出可降解橡碗单宁的微生物菌株，其 !"# 去除率为
$%&。通过对该菌株产鞣花酸的单因素优化条件研究结果表明，该菌株产鞣花酸的最适条件
为：培养温度 ’#(，培养时间 ) *，+$# ,- 锥形瓶中的装瓶量为 "$# ,-，发酵培养基（./.0’

+ 1 # 2 3 -，4+560) " 1 # 2 3 -，7280) # 1 $ 2 3 -，9:80) # 1 #" 2 3 -，橡碗单宁 $ 2 3 -，葡萄糖 ’# 2 3 -）中
单宁浓度为 $ 2 3 -，;5值 $ 1 #。在此最适条件下鞣花酸产率可达 < 1 <&。经鉴定，该菌株属于
半子囊菌纲，内胞霉目，内胞霉科，内胞霉属。
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橡碗单宁属水解类鞣花单宁，其水解产

物主要是鞣花酸或其他与六羟基联苯二酸有

生源关系的物质［"］。鞣花酸多以鞣花单宁

及葡萄糖苷的形式存在于水果、蔬菜或坚果

中。研究表明，鞣花酸及其衍生物具有抗脂

质过氧化、捕捉自由基的能力，且可抑制癌症

的诱发，其抗氧化活性是 ?@ 的 $# 倍［+］，在
药品、食品及化妆品等领域具有广阔的应用

前景［’，)］。其制备可采用化学降解或化学合

成法，但效果并不理想。以鞣花单宁为原料，

采用生物降解的方法生产鞣花酸，具有污染

小、反应条件温和、反应程度容易控制等优

点，是一条有效的途径。

鞣花单宁在自然界中分布广泛，其复杂

的化学结构和植物单宁的广谱抑菌性，使得

其生物降解比较困难。在本论文中以橡碗单

宁为底物，以发酵液的 !"# 去除率为指标，
筛选出一株降解橡碗单宁效果好的微生物菌

株，并研究了该菌株的产鞣花酸性能，对其进

行了菌种鉴定。

" 材料和方法

! " ! 材 料
（"）采样：采集成都栲胶厂橡碗堆放场表

层及深层土壤。

（+）橡碗单宁提取：橡碗壳粉碎至 "#目，
以 ’倍体积 $（丙酮）A $（水）B < A ’ 溶液在
’#(下浸提 ’ 次，每次 +) C，过滤后合并滤
液，)$( 真 空 浓 缩 干 燥。单 宁 含 量 为
!> 1 ’&。
（’）富集培养基（" ### ,-）：蛋白胨 $ 1 #

2，酵母浸出粉 + 1 # 2，7280) # 1 $ 2，4+560)

" 1 # 2，葡萄糖 +# 2。
（)）发酵培养基（"### ,-）：./.0’ + 1 #

2，4+560) " 1 # 2，7280) # 1 $ 2，9:80) # 1 #"
2，橡碗单宁 $ 2，葡萄糖 ’# 2 3 -。
（$）选择培养基：葡萄糖和橡碗单宁随需
要加入发酵培养基。其余培养基按参考文献

［$］配制。
! " # 测定方法

!"# 测定采用重铬酸钾法［!］。单宁含
量测定采用皮粉法［<］。鞣花酸含量测定采

用分光光度法［<］。

! " $ 菌种分离与筛选
将土样制成菌悬液，接种于富集培养基

中，+>(摇床（"+# D 3 ,EF）培养 )> C，使土样中
微生物活化及增殖。活化微生物用划线法接

种于选择培养基平板上（葡萄糖和橡碗单宁
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质量浓度分别为 !" # $ %和 & ’ " # $ %），!()恒
温培养 *( +。选取生长良好的菌落制成菌悬
液，再次接种入新的选择培养基（葡萄糖和橡

碗单宁浓度分别为 &, # $ % 和 ! # $ %）进行驯
化。每驯化一次，选择培养基的葡萄糖质量

浓度减少 , # $ %，橡碗单宁浓度增加 & # $ %。
经 ,次驯化，直至选择培养基中不含葡萄糖，
以橡碗单宁（浓度为 , # $ %）为唯一碳源。选
取生长良好的微生物菌株，测定菌株在以 ,
# $ %橡碗单宁为唯一碳源的液体选择培养基
中培养 , -后的 !"# 去除率。
! " # 橡碗单宁降解为鞣花酸实验
将选育菌株接种于 &," .%、含 , # $ % 橡

碗单宁的发酵培养基中，调节 /0 至 , ’ "，于
1")摇床培养（&!" 2 $ .34）* -，测定发酵液中
鞣花酸含量，计算鞣花酸产率。

鞣花酸产率（5）6降解产物中鞣花酸含量
降解前橡碗单宁含量

7 &""5

! " $ 菌种鉴定
按照微生物分类鉴定原则，将选育菌株

在适当条件下进行培养，观察菌株的菌落形

态、细胞形态、繁殖方式等，结合生理生化实

验结果，参照标准菌株，查有关检索表［(］，对

其进行鉴定。

! 结果与讨论

% " ! 筛选菌株的 !"# 去除率
经筛选得到 1"株橡碗单宁耐受菌，测定

菌株的 !"# 去除率，可直接表征微生物利
用降解橡碗单宁的能力和程度。本论文选取

!"#去除率最高为 ,85的菌株为目的菌
株，研究其降解橡碗单宁为鞣花酸的性能并

进行菌种鉴定。

% " % 选育菌株降解橡碗单宁产鞣花酸的性
能研究

! ’ ! ’ & 培养温度对鞣花酸产率的影响
不同培养温度的鞣花酸产率结果如表 &

所示。可以看出，在 !" 9 1")范围内，鞣花
酸产率随着温度升高而增大，1")时鞣花酸
产率达到最大值。当温度超过 1")时，鞣花

酸产率开始下降。

表 ! 不同培养温度下的鞣花酸产率

培养温度 $ ) !" !, !( 1" 1,
鞣花酸产率 $ 5 1 ’ ! , ’ ( : ’ ! : ’ * ; ’ ,

! ’ ! ’ ! 单宁浓度对鞣花酸产率的影响
不同单宁浓度下的鞣花酸产率结果见图

&。结果显示，橡碗单宁浓度为 , ’ " # $ % 时鞣
花酸产率达到最大值。低浓度下，鞣花酸产

率随底物（橡碗单宁）浓度增加而升高。当单

宁浓度增加到一定程度时，其抑菌性逐渐显

现出来，微生物的生长受到限制，鞣花酸产率

随之下降。

图 & 单宁浓度与鞣花酸产率关系曲线

! ’ ! ’ 1 培养时间对鞣花酸产率的影响
不同培养时间的鞣花酸产率结果如图 !

所示。结果表明，培养 8; +时鞣花酸产率达
到最大值。此后，随着培养过程的进行，鞣花

酸产率下降。可以推测，菌株可产生降解鞣

花酸的酶，使之进一步降解。这对鞣花酸的

积累非常不利，因此，控制培养时间可有效提

高鞣花酸产率。

图 ! 培养时间与鞣花酸产率关系曲线

! ’ ! ’ * 发酵液 /0值对鞣花酸产率的影响
不同 /0值的鞣花酸产率结果如图 1 所

示。/0值为 , ’ "时鞣花酸产率最高。
! ’ ! ’ , 通气量对鞣花酸产率的影响
通过控制锥形瓶（!," .%）中培养基的

装液量考察通气量对鞣花酸产率的影响。不
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图 ! "#值与鞣花酸产率关系曲线

同通气量时的鞣花酸产率结果见表 $。装液
量为 %&’ () 时鞣花酸产率最高。装液量的
多少通过发酵液中溶氧量的多少影响鞣花酸

产率。装液量过少，造成溶解氧过多，从而加

速单宁的氧化；而过多的装液量会使菌体生

长的需氧量不足，影响菌体的生长和代谢，从

而影响橡碗单宁降解为鞣花酸。

表 ! 不同通气量下的鞣花酸产率

装瓶量 * () $& &’ %’’ %&’ $’’
鞣花酸产率 * + ! , $ - , $ . , ! . , & / , ’

通过对产鞣花酸的单因素优化条件研

究，将选育菌株接种于 %&’ ()橡碗单宁浓度
为 & , ’ 0 * )、"# 值为 & , ’ 的发酵培养基中，
!’1摇床（%$’ 2 * (34）培养 - 5，鞣花酸产率可
达 . , .+。
! " # 菌种鉴定结果
（%）群体形态：在土豆培养基上 !’1培
养 . 5，形成直径 - 6 - , & 7( 白色圆形菌落，
中间凸起，菌落背面微黄色。倒置培养有泌

滴产生，无水溶性色素。液体培养基中不产

气，产菌膜。

（$）个体形态：幼龄菌菌丝无隔膜，老龄
菌菌丝出现横隔或断裂成节孢子。无性繁殖

产节孢子，有性繁殖产子囊孢子，孢囊 ! 6 .

!(，内含 % 6 -个圆形子囊孢子。
（!）生理生化特征：表 ! 结果表明，选育
菌株在马铃薯、马丁、玉米、豆芽汁培养基上

生长良好。在察氏、89:;4、<=79=2; 和 >?2@
5?A?B=培养基上生长受限，在类淀粉培养
基、&+的食盐培养基、CD:DD:2 和石蕊牛奶培
养基上不生长。这些生理生化实验结果与内

孢霉标准菌株完全相同。

表 # 选育菌株的生理生化实验结果

培 养 基 名 称 内孢霉标准株 选育菌株

马铃薯培养基 E E E E
察氏培养基 E E
马丁培养基 E E E E
玉米培养基 E E E E
类淀粉培养基 F F
豆芽汁培养基 E E E E
89:;4培养基 E E
&+食盐培养基 F F
CD:DD:2培养基 F F
<=79=2;培养基 E E
>?25?A?B=培养基 E E
石蕊牛奶培养基 F F

注：“ E E”表示生长良好；“ E”表示能生长或阳性反

应；“ F”表示不能生长或阴性反应。

根据菌落形态，个体形态、生长特征和生

理生化实验结果表明，菌株与内孢霉标准菌

株一致。查有关检索表，按 G34HB?2IJ 分类
法判定该菌株属于子囊菌亚门（GH7?(;7?I3@
(=），半子囊菌纲（#:(3=H7?(;7:I:H），内胞霉
目（ K45?(;7:I=9:H），内胞霉科（ K45?(;7@
:I=7:=:），内胞霉属（!"#$%&’()）。

! 结 论

通过筛选、驯化，选育出可降解橡碗单宁

的微生物菌株。选育菌株接种于 %&’ () 橡
碗单宁浓度为 & , ’ 0 * )、"# 值为 & , ’ 的发酵
培养基中，!’1摇床（%$’ 2 * (34）培养 - 5，鞣
花酸产率可达 . , .+。根据菌落形态、个体
形态、生长特征和生理生化实验结果，判定选

育菌株属于半子囊菌纲，内胞霉目，内胞霉

科，内胞霉属。本论文选育菌株具有降解橡

碗单宁的能力，这对于植物单宁的生物降解

具有指导意义，并且为生物降解法生产鞣花

酸奠定了基础。
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中国生物化学与分子生物学会工业生化专业委员会会讯与征稿

一、会 讯

为加快西部地区生物高科技的开发，促进东西部地区的交流和合作，中国生物化学与分子生物学会工业

生化专业委员会和山西省化学与分子生物学会商定，于 !BB$年 #月中旬，在山西太原市举办“全国生物技术
产品研制与开发学术研讨会”，山西大学生物技术研究所协办此次大会。大会将请生物高科技各领域的著名

院士、教授、专家作内容丰富的学术报告，热忱欢迎产、学、研各界代表参加会议。

二、征 稿

" ’ 征稿内容：就研讨会主题各学术领域即基因工程（含蛋白质工程）、细胞工程（含组织工程）、发酵工程、
代谢工程、酶工程、食品工程（含海洋中草药、微生态资源等的功能食品开发等），新药开发战略与技术等生物

科技领域。欢迎全国各地产、学、研各界专家、科技工作者来稿。

! ’ 稿件要求：一般论文只需 ABB % " BBB字摘要（可自带全文交流），大会专题学术报告与综述性论文则以
@ BBB字以下为宜；标题用“(号”字黑体，正文用“A 号”字宋体，一律以 Z [ P415形式投稿，稿件自信息发布日
起截止于 !BB$年 C月 !B日。

$ ’ 其他事宜：会议还组织科技成果交流与洽谈，相关仪器设备和生化药品、试剂等的展销，此次研讨会还
精心选编会议论文集，欢迎来函、来电联系相关事宜。

( ’ 联系地址：上海市梅陇路 "$B号 华东理工大学 ($"信箱 工业生化专业委员会收
邮编：!BB!$C Z [ P415：*+1\*\*]<,51,7’ :* ’ 3,（张惠展教授、副秘书长）
电话：B!" [ @(!A!A"A（张惠展教授、副秘书长） B!" [ @(!A$!$#（金新根 秘书长）
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