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摘要：没食子酸在食品、化工和医药领域具有广泛的应用。相比传统化学法生产，酶法生产具有环境友好、副产物少的优点。

本文利用前期开发的热稳定单宁酶 Tan1，开发并优化塔拉单宁同步浸提-酶解工艺，实现没食子酸的高效酶法生产。首先通过单因素

试验确定了初步浸提-酶解条件为塔拉粉料液比 1:30、反应温度 60 ℃、加酶量 4 mL 和反应 pH=5。在此基础上，采用 Plackett-Burman

试验设计，考察不同因素对浸提-酶解反应条件的影响，研究发现温度、pH 和料液比是影响提取过程的主要因素。进而，通过响应面

试验确定最佳酶解方案为塔拉粉料液比 1:40，反应温度 65 ℃，pH=4，在此条件下没食子酸得率达到 65.98%。此外还研究了在最佳

浸提-酶解条件下的连续多次投料反应，结果表明在六次连续投料过程中，塔拉单宁均能被高效水解为没食子酸。此研究为塔拉单宁

酶解生产没食子酸的工业化奠定基础。 
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Abstract: Gallic acid had wide application in food, chemistry and pharmaceutical industries. Compared with the traditional chemical 

production approach, the enzymatic hydrolysis had the advantages of environmental friendness and fewer by-product. In this work, a previously 

developed thermal stable tannase Tan1 was used for the simultaneous leaching-enzymolysis of Tara tannin and the hydrolysis conditions were 

optimized for the high efficiency enzymatic production of gallic acid. First, the preliminary hydrolysis conditions were optimized by single 

factor test as followed: Tara powder liquid ratio 1:30, reaction temperature 60 ℃, enzyme dosage 4 mL and reaction pH=5. Based on the single 

factor test, the Plackett-Burman design was performed to investigate the effects of different factors on the reaction conditions of tannase 

hydrolysis of Tara powder. It was found that temperature, pH and ratio of material to liquid were the significant factors that affect the hydrolysis 

process. Furthermore, the optimal hydrolysis conditions were optimized by response surface design as follows: Tara powder liquid ratio 1:40, 

reaction temperature 65 ℃, pH=4, the yield of gallic acid was 65.89%. The continuous feeding reaction was also investigated under the optimal 

hydrolysis conditions. The results indicated that Tara tannin could be hydrolyzed into gallic acid with high efficiency during six batch feeding  
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process. This research laid the foundation for the industrialization of gallic acid produced by enzymatic hydrolysis of Tara tannin. 
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微生物单宁酶（单宁酰基水解酶，tannin acyl  
hydrolase，EC.3.1.1.20）属于酯酶家族，是一种孢外

诱导的酰基水解酶，具有高效、专一、定向裂解单宁

分子中的酯键、缩酚键和糖苷键的特点，能催化单宁

和没食子酸酯转化成没食子酸和葡萄糖[1]。没食子酸

深加工可制取焦性没食子酸、金属防腐漆、没食子酸

甲脂、没食子酸丙脂、磺胺抗菌素增效剂等系列产品，

具有重要的工业应用价值[2]。没食子酸不仅具有产量

大、价格低廉、易大规模生产的特点，还具有抗氧化、

抗炎和抗微生物、抗突变和抗病毒等活性[3-6]，因此被

广泛应用于食品保鲜、制药和化妆品等领域[7,8]。 
没食子酸是以塔拉、五倍子等为原料，用酸或碱

法、生物法水解制成的产品，提取物为白色或浅褐色

的针状或棱状晶体[9]。塔拉果荚富含单宁，塔拉单宁

（Tara tannin）属水解类没食子单宁，是没食子酰及

聚没食子酰的奎尼酸酯的混合物，完全水解后可得到

没食子酸和奎尼酸[10]。没食子酸在我国以酸法、碱法

生产为主[11]。酸水解反应温度较高，对环境污染较严

重，此外对生产设备存在不同程度的腐蚀，影响设备

的使用寿命，碱法相对工艺过程复杂，生产成本高，

因此，为改善这一问题，生物法生产没食子酸受到更

多研究者的关注，生物法生产没食子酸包括微生物发

酵法和酶法，微生物发酵法是将单宁酸水溶液进行微

生物发酵，水解过程中产生没食子酸[12]，但主要问题

是单宁的水解和生物酶的形成在同一反应容器中进

行，难以达到最佳条件，致使反应周期延长 3 天；且

单宁不能完全水解，残留量达 15%~20%[11]。酶法是

筛选并且制得高效专一的单宁酶，水解单宁酸后得到

没食子酸[13]。酶法与发酵法相比，其优点在于酶法具

有反应时间短和产物易分离，同时单宁水解率达

98%[14]，降低了消耗指标和生产成本[15]。因此酶法水

解单宁酸生产没食子酸具有更好的产业化应用前景。 
在酶法水解单宁酸过程中，高浓度单宁酸易与单

宁酶蛋白以沉淀形式结合[16,17]，从而导致单宁酶酶活

的严重降低，限制了酶法生产没食子酸的进一步推广

与应用。本实验室前期从米曲霉基因组中克隆得到一

个具有高热稳定性的单宁酶 Tan1，其可在塔拉粉高温

浸提过程中进行同步酶解，避免高浓度单宁酸的积累，

提高酶法生产没食子酸效率。本文首先对比了分步与

同步浸提-酶解工艺对没食子酸得率的影响，接着以单

因素实验优化塔拉粉料液比、反应温度、反应 pH 和

加酶量等条件，再以 Plackett-Burman 实验筛选显著性

因素和响应面优化来探究塔拉单宁最佳水解工艺，最

后应用单宁酶 Tan1 多次水解塔拉单宁产没食子酸，并

用薄层色谱检测其塔拉单宁消耗和没食子酸生成情

况，为塔拉单宁酶解生产没食子酸的工业化奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

单宁酶生产菌种：Pichia pastorisGS115-Tan1（由

本实验室前期构建）。 
塔拉单宁由河北方锐生物科技有限公司提供；甲

醇、甘油、乙酸乙酯、乙酸丁酯、磷酸、柠檬酸、硫

酸钙、硫酸钾、氢氧化钾、硫酸镁、氯化铁、正己烷

和乙酸购于西陇化工股份有限公司；没食子酸、没食

子酸丙酯、单宁酸购于国药集团化学试剂有限公司，

均为分析纯；蛋白胨、酵母膏、葡萄糖、YNB（无氨

基酵母氮源）、消泡油购于广州川一化工有限公司；绕

丹宁购自于东京化成工业株式会社。 

1.2  仪器与设备 

5 L 发酵罐（BIOTECH-5BG-7000A），上海保兴

生物设备工程有限公司；旋转蒸发仪（RE100-Pro），
北京澎昆博远科贸发展有限责任公司；高速冷冻离心

机（AvantiTMJ-25），美国 Beckman 公司；加热磁力

搅拌器（MS-H-Pro+），大龙兴创实验仪器（北京）有

限公司；可见分光光度计（V-T3），屹谱仪器制造（上

海）有限公司；数显恒温水浴锅（HH-4），国华电器

有限公司；恒温震荡培养箱（IS-RDV1），美国精骐公

司；酸度（pH）计（FE20K），梅特勒-托利多公司。 

1.3  方法 

1.3.1  单宁酶酶液制备 
利用实验室前期构建的毕赤酵母工程菌株

GS115-Tan1 生产单宁酶 Tan1，将活化后的菌种按 1%
的接种量接种于 YPD 种子培养基，30 ℃，250 r/min
培养 16~18 h。按 5%接种量将种子液接种到 5 L 发酵

罐中（罐上发酵培养基：85%磷酸 80.1 mL，CaSO4 2.79 
g，K2SO4 54.6 g，KOH 12.39 g，MgSO4·7H2O 44.7 g，
甘油 120 g，酵母膏 15 g，蛋白胨 15 g，消泡油 3 mL，
溶解后定容至 3 L，121 ℃灭菌 20 min），利用甲醇诱

导发酵得到单宁酶 Tan1 酶液。 
参考吴昌正[18]建立的方法测定单宁酶的活力：取
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3 支试管分别标记为空白管、对照管、测试管，各加

入 0.01 mol/L 没食子酸丙酯 0.25 mL 作为底物。空白

管中加入 pH 5.0 的柠檬酸缓冲液 0.25 mL，测试管中

加入经稀释一定倍数的粗酶液 0.25 mL，对照管中加

入经沸水浴灭活的酶液 0.25 mL，所有试管 30 ℃水浴

5 min。三支试管中均加入 6.67 g/L甲醇绕丹宁溶液 0.3 
mL，所有试管 30 ℃水浴 5 min。三支试管均加入 0.7 
mol/L KOH 0.2 mL，所有试管 30 ℃水浴 5 min。所有

试管中加入蒸馏水 4 mL，振荡均匀后 30 ℃水浴 10 
min。所有试管在 520 nm处以蒸馏水为空白测吸光值，

测三组平行，结果取算术平均值。将 30 ℃条件下每

分钟产生 1 μmol 没食子酸所需要的酶量定义为一个

酶活单位 U。 
1.3.2  塔拉单宁水解反应 
1.3.2.1  制备塔拉粉浸提液 

塔拉粉过 60 目筛除杂，按质量（g）与溶液（mL）
的比值，即料液比为 1:20 的比例，称取 10 g 塔拉粉

于 500 mL 烧杯中，加入 200 mL 沸水与之混合，于沸

水浴中浸提 30 min，每 10 min 摇动一次。减压抽滤，

冷却后定容至 200 mL，备用。 
1.3.2.2  Tan1 水解塔拉粉反应 

同步浸提-酶解方案：按照料液比 1:20，称取 2 g
塔拉粉溶于 40 mL 蒸馏水中，并放在磁力搅拌器上加

热至 50 ℃，向其中加入 2 mL 的单宁酶 Tan1（500 
U/mL），加入单宁酶液后开始计时，固定时间取样用

于检测没食子酸的生成量，此过程中维持反应温度为

50 ℃。 
先浸提后酶解方案：以 40 mL 塔拉粉浸提液进行

此反应，其他条件与同步浸提-酶解方案一致。 
1.3.3  分光光度法检测没食子酸 

取少量反应液于烧杯中，稀释一定倍数。分别取

0.5 mL 稀释液于三个离心管中，加入 0.3 mL 的甲醇

绕单宁，震荡混匀，在 30 ℃水浴锅中保温 5 min，再

加入 0.2 mL 的 KOH 溶液，震荡混匀，在 30 ℃水浴

锅中保温 5 min，再分别加入 4 mL 的蒸馏水，震荡混

匀，在 30 ℃水浴锅中保温 5 min，用分光光度计检测

520 nm 处测吸光值，实验共测定三组平行，结果取算

术平均值，并计算标准误差，结果表示为算术平均值

±标准误差。 

%100(%)
2

1 ×=
M
M

没食子酸得率  
式中：M1=酶解液中没食子酸的生成量；M2=塔拉粉的质

量。 

1.3.4  薄层色谱（TLC）检测没食子酸 
用毛细管吸取样品在硅胶板上点样，其中第一个

样为没食子酸和单宁酸的混合标品。然后将硅胶板置

于含有展开剂（正丁醇:乙酸:水=2:2:1）的层析缸中进

行展开。约 2 h 后取出，用电吹风吹干，然后均匀喷

上 0.5% FeCl3溶液，放置 5 min 后拍照观察。 
1.3.5  Tan1 水解塔拉单宁酸单因素条件优化 
1.3.5.1  料液比对塔拉单宁转化率的影响 

按照料液比 1:10、1:20、1:30、1:40 和 1:50 称取

塔拉粉，溶于含有 40 mL 单宁酶活力为 37.5 U/mL 的

水溶液中，从加入单宁酶液时开始计时，固定时间取

样此过程中维持反应温度为 50 ℃，并不停搅拌。样

品经 5000 r/min，1 min 离心后取上清液，检测没食子

酸的生成量，并计算没食子酸得率。 
1.3.5.2  反应温度对塔拉单宁转化率的影响 

按照料液比 1:30 称取塔拉粉，溶于含有 40 mL 单

宁酶活力为 37.5 U/mL 的水溶液中，加入单宁酶液开

始计时，固定时间取样。此过程中维持反应温度分别

为 30 ℃、40 ℃、50 ℃、60 ℃和 70 ℃并不停搅拌。

样品经 5000 r/min，1 min 离心后取上清液，检测没食

子酸的生成量，并计算没食子酸得率。 
1.3.5.3  加酶量对塔拉单宁转化率的影响 

按照料液比 1:30 称取塔拉粉，60 ℃继续优化反

应所需单宁酶的量，配制 500 U/mL 的重组米曲霉单

宁酶 Tan1 酶液，分别添加 1 mL、2 mL、3 mL、4 mL
和 5 mL 的酶液，总反应体积为 40 mL，使得酶终浓

度为 12.5 U/mL、25 U/mL、37.5 U/mL、50 U/mL、62.5 
U/mL，从加入单宁酶液时开始计时，固定时间取样。

此过程中维持反应温度为 60 ℃并不停搅拌。样品经

5000 r/min，1 min 离心后取上清液，检测没食子酸的

生成量，并计算没食子酸得率。 
1.3.5.4  不同 pH 对塔拉单宁转化率的影响 

按照料液比 1:30 称取塔拉粉，加酶量 5 mL 继续

优化反应 pH。以不控反应过程中的 pH为对照，以 0.05 
mol/L 柠檬酸缓冲液控制反应 pH 分别为 3.0、4.0、5.0、
6.0 和 7.0 为实验组。总反应体积为 40 mL，加入单宁

酶液后，酶终浓度为 50 U/mL，开始计时，固定时间

取样。此过程中维持反应温度为 60 ℃。样品经 5000 
r/min，1 min 离心后取上清液，检测没食子酸的生成

量，并计算没食子酸得率。 
1.3.6  Plackett-Burman 实验设计因素及水平 

根据单因素试验结果，选取各因素的最佳值运用

Minitab 17.0 软件来设计 Plackett-Burman（PB）试验。

每个因素取 2 个水平：低水平“-1”，高水平“+1”，两

水平数值都是根据单因素试验结果确定，另外取 3 个

空白项为虚拟变量，便于试验过程中的误差分析。各

因素及水平设置见表 1。 
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表1 Plackett-Burman 实验设计因素及水平 

Table 1 Factors and levels of Plackett-Burman experimental 

design 

因素 低水平(-1) 0 高水平(+1)

料液比/(g/mL) 1:40 1:30 1:20 

反应温度/℃ 50 60 70 

加酶量/mL 3 4 5 

反应 pH 4 5 6 

虚拟项 -1 0 +1 

1.3.7  响应面优化实验设计因素及水平 
通过 PB 试验筛选出水解反应条件中有显著性影

响的单因素是分别是温度、pH 和料液比，应用设计专

家 Design-Expert 软件进行（Box-Benhnken Design，
BBD）试验设计，并对试验结果数据分析拟合出二阶

响应面模型，得到最佳反应条件。试验因素与水平设

计见表 2。 
表2 响应面实验设计因素及水平 

Table 2 Factors and levels of response surface experiment 

design 

因素 低水平(-1) 0 高水平(+1)

料液比 1:20 1:30 1:40 

反应温度/℃ 45 55 65 

反应 pH 3 4 5 

1.3.8  Tan1 在多次投料反应中的应用 
根据响应面优化结果，利用重组单宁酶 Tan1 在最

佳水解条件下，进行多次投料反应。在 60 ℃的磁力

搅拌器上，用 500 mL 蒸馏水溶解 16 g 塔拉粉，然后

向溶解液中加入酶活力为 20000 U 的重组单宁酶

Tan1，反应 20 min 之后取样，并在取样后立即向反应

液中加入 16 g 塔拉粉，继续反应 20 min 之后取样，

整个过程一共添加 6 次塔拉粉。最后终反应延长 1 h，
反应过程中维持反应温度为 60 ℃。样品经过经 5000 
r/min 离心 1 min 分离上清液和固体残渣，应用薄层色

谱检测上清液和塔拉残渣中塔拉单宁消耗和没食子酸

生成情况，展开剂：正丁醇:乙酸:水=2:2:1，显色剂：

3% FeCl3。 

1.3.9  数据统计分析 
试验中所有数据都是三次测量的平均值，数据处

理采用 Microsoft Excel 2016 和 Minitab 17.0 软件进行

统计分析，绘图软件为 Origin 2019。 

2  结果与分析 

2.1  塔拉粉不同提取工艺比较 

塔拉粉提取工艺可采取浸提和酶解分步或同步进

行，即先浸提后酶解方案和同步浸提-酶解方案，反应

温度均为 50 ℃，每 5 min 取样检测没食子酸的得率。

试验结果如图 1 所示，在先浸提后酶解方案中，没食

子酸的得率最高值 16.40%，而在同步浸提-酶解方案

中，酶解 90 min 时没食子酸的得率最高可达 29.16%。

采取同步浸提-酶解工艺更能提高塔拉单宁酶解效率，

其原因是先浸提后酶解方案中浸提出的高浓度单宁酸

与酶蛋白结合并沉淀，从而导致单宁酶活性受到抑制
[17]，影响酶解反应效率，而同步浸提-酶解工艺可避免

单宁酸在反应体系的积累，有利于没食子酸的高效酶

法生产，但塔拉单宁的酶解条件还需进一步优化。 

 
图1 塔拉粉不同提取工艺比较 

Fig.1 Comparison of different methods for Tara powder 

extraction 

2.2  单因素试验结果与分析 

2.2.1  不同料液比对塔拉单宁转化率的影响 

 
图2 料液比对没食子酸得率的影响 

Fig.2 Effect of material-liquid ratio on the yield of gallic acid  

用相同单宁酶液水解不同料液比的塔拉单宁，试

验结果如图 1 可知，料液比 1:30，1:40 和 1:50 的没食

子酸得率分别是 51.45%，56.69%和 60.98%，高于料

液比 1:10 和 1:20 的得率，其中 1:50 的没食子酸得率

比 1:20 增加了 25.98%，在水解反应进行一个小时后，

1:30 和 1:40 的没食子酸得率分别比 1:20 增加了

22.36%和 28.94%。推测后者产量低原因是低料液比使

得单宁酸浸出浓度过高，抑制了单宁酶活性 [19]。在酶
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解 40 min 后，1:50 和 1:40 的体系中没食子酸的量基

本保持微量变化，而 1:30 体系中没食子酸的产量在整

个反应过程中处于持续增加状态，料液比 1:50、1:40
和 1:30 三者最终塔拉单宁转化率相近，相同质量的塔

拉粉，体系 1:30 相对于 1:50 和 1:40 在工业生产时能

显著节约用水，所以选料液比 1:30 作为初步浸提-酶
解料液比。 
2.2.2  不同反应温度对塔拉单宁转化率的影响 

在不同的温度下，浸提塔拉粉中塔拉单宁具有不

同的效果，一般是温度越高，所用的时间越少，且浸

提率高，但是反应体系中的过高的温度会使单宁酶变

性失活[20]。将单宁酶水解塔拉单宁放置在不同温度的

水浴锅中进行反应，其他条件不变。试验结果如图 2
可知，反应温度为 50 ℃和 60 ℃时的塔拉单宁转化率

均为 50%左右，显著高于温度为 30 ℃，40 ℃和 70 ℃
时 23.75%、34.77%和 18.89%的提取率。反应温度为

70 ℃时提取率最低，主要因为温度高导致酶严重失活
[21]，使得塔拉单宁不能被有效降解为没食子酸和奎尼

酸。反应温度 40 ℃和 30 ℃时，因塔拉粉单宁酸浸提

速率较慢与单宁酶活力低等因素，使得没食子酸产量

远低于 60 ℃和 50 ℃。因 60 ℃时最终塔拉单宁转化

率最高，选择温度 60 ℃作为初步浸提-酶解温度。 

 
图3 反应温度对没食子酸得率的影响 

Fig.3 Effect of reaction temperature on the yield of gallic acid  

2.2.3  不同加酶量对塔拉单宁转化率的影响 
反应体系中不同的加酶量会影响反应速度和时

间，酶用量少会延长水解时间，并且塔拉单宁不能被

完全水解，酶用量多会减少塔拉单宁水解时间，同时

也会浪费酶资源。本部分中对加酶量进行优化，以选

出最佳值。应用反应料液比 1:30 和反应温度 60 ℃，

进行单宁酶添加量优化，其他条件不变。试验结果如

图 3 可知，在加酶液分别为 4 mL 和 5 mL 时，重组米

曲霉单宁酶 Tan1 酶液酶解塔拉单宁产生没食子酸的

得率类似，均在反应时间为 120 min 时达到 65%。而

分别添加 1 mL、2 mL 和 3 mL 酶液时，没食子酸得率

随着添加酶液的量的减少而降低，最终得率仅为

26.31%、46.23%和 55.99%，酶解塔拉单宁的速度明

显慢于 4 mL 酶液的速度，故选择 4 mL 酶液作为初步

浸提-酶解的单宁酶用量。 

 
图4 加酶量对没食子酸得率的影响 

Fig.4 Effect of enzyme quantity on the yield of gallic acid  

2.2.4  不同反应 pH 对塔拉单宁转化率的影响 

 
图5 反应pH对没食子酸得率的影响 

Fig.5 Effect of reaction pH on the yield of gallic acid 

塔拉单宁在被酶解过程中，其酶解液 pH 会随着

酶解时间的延长和没食子酸的生成而降低[22]，从而造

成酶活降低，影响没食子酸的生成。分别将此反应维

持不同的 pH，以找出最佳反应 pH。应用反应料液比

1:30 和反应温度 60 ℃，加酶量 4 mL（500 U/mL）进

行反应 pH 优化，其他条件不变。试验结果如图 4 可

知，和不控制 pH 的对照相比，控制 pH 为 3 时，只产

生少量的没食子酸，推测原因是反应环境处于酸性
[23]，使得部分单宁酶失活而影响酶解过程；控制反应

pH 为 4 到 7 之间，在前 20 min 均可提高反应速度；

控制反应 pH 为 5 到 7 条件下反应 20 min 塔拉单宁的

转化率达到 57.90%、58.38%和 51.89%，此后延长反

应时间并不会过多提高没食子酸的生成量。将反应 pH
控制在 5 和 6 时比控制其他 pH 值没食子酸生成的速

率更快且二者最终没食子酸的得率 60.32%和 63.04%
与不控 pH 时的最终得率 65.03%无较大差别，曾维丽
[24]等研究塔拉单宁水解条件时发现 pH 为 5.5 时没食

子酸产率最高 63.80%，故选控制 pH=5 作为初步浸提

-酶解 pH。 
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表3 Plackett-Burman 试验设计与结果 

Table 3 Plackett-Burman design and results 

序号 料液比 虚拟项 1 温度/℃ 虚拟项 2 加酶量/mL 虚拟项 3 pH 得率/% 

1 1:40 1 65 -1 5 -1 4 44.65±1.13 

2 1:40 1 65 1 3 1 6 57.60±2.19 

3 1:20 1 45 1 3 -1 4 12.17±0.16 

4 1:40 -1 45 -1 3 -1 4 28.05±1.01 

5 1:40 1 45 -1 3 1 6 26.85±0.82 

6 1:20 1 65 -1 5 1 4 31.14±1.60 

7 1:20 -1 45 -1 5 1 6 37.33±0.19 

8 1:20 -1 65 -1 3 -1 6 28.97±2.44 

9 1:20 -1 65 1 3 1 4 27.67±2.31 

10 1:40 -1 65 1 5 -1 6 62.58±4.13 

11 1:20 1 45 1 5 -1 6 32.78±1.09 

12 1:40 -1 45 1 5 1 4 35.34±1.73 

2.3  Plackett-Burman 实验结果与分析 

根据PB设计的不同试验条件进行单宁酶Tan1水
解塔拉粉，如结果表 3 所示。 

用 Minitab 17.0 软件对试验结果方差分析，并筛

选出对没食子酸的得率有显著影响（p≤0.05）的因素。

由表 4 可知，模型 p 值=0.046，说明 PB 筛选模型具

有显著性。温度、pH 和料液比的 p 值分别是 0.02、0.04
和 0.02，均小于 0.05，说明温度、pH 和料液比是对同

步浸提-酶解反应具有显著性的因素。继续用温度、pH
和料液比进行响应面设计。 

表4 Plackett-Burman 试验方差分析 

Table 4 Analysis of variance for Plackett-Burman test 

因素 T p 显著性

模型  0.046 * 

料液比/(g/mL) -3.73 0.02 * 

反应温度/℃ 3.51 0.02 * 

加酶量/mL 2.74 0.05  

pH 2.94 0.04 * 

虚拟项 1 -0.65 0.55  

虚拟项 2 1.37 0.24  

虚拟项 3 0.29 0.78  

注：*表示显著 p＜0.05；* *表示极显著 p＜0.01。下表 6

同。 

2.4  响应面实验结果与分析 

PB 筛选出对其有显著性影响的因素是温度、pH
和料液比。分别取各因素的低水平和高水平进行 BBD

设计响应面，响应面设计和和试验结果见下表 5。 
采用 Design-Expert 软件进行方差分析，如下表 6

所示，模型 F 值=30.65，意味着模型具有重要意义，

p<0.0001，说明此模型极显著。失拟项 p 值为 0.0805，
不显著。在这种情况下，模型中极显著性的因素是 A、

B、C 和 BC，AC、B2具有显著性，非显著因素为 AB、
A2、C2。综上所述此模型可用于设计响应面。舍掉非

显著因素，没食子酸得率公式为： 
Y=-99.77+2.94A-0.56B+35.83C-0.24AC-0.45BC+

0.03B2 
表5 Box-Benhnken Design 试验设计及其结果 

Table 5 Box-Benhnken design and results 

序号 料液比 温度/℃ pH 得率/% 
1 1:40 45 5 59.04±0.72 

2 1:20 45 5 26.04±2.40 

3 1:40 65 5 63.42±5.11 

4 1:20 65 5 51.62±0.55 

5 1:40 55 4 53.68±0.47 

6 1:20 55 4 35.80±1.30 

7 1:40 55 6 58.72±0.66 

8 1:20 55 6 50.61±2.06 

9 1:30 45 4 43.47±0.58 

10 1:30 65 4 60.25±1.15 

11 1:30 45 6 57.72±3.23 

12 1:30 65 6 56.54±1.99 

13 1:30 55 5 49.78±2.35 

14 1:30 55 5 50.96±1.33 

15 1:30 55 5 49.90±0.23 
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表6 Box-Benhnken Design试验方差分析 

Table 6 Box benhnken design test variance analysis 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 p 值 显著性 

模型 788.37 7 112.62 30.65 <0.0001 ** 

A-料液比/(g/mL) 327.33 1 327.33 89.10 <0.0001 ** 

B-反应温度/℃ 192.61 1 192.61 52.43 0.0002 ** 

C-pH 115.39 1 115.39 31.41 0.0008 ** 

AC 23.88 1 23.88 6.50 0.0381 * 

BC 80.69 1 80.69 21.96 0.0022 ** 

A2 11.93 1 11.93 3.25 0.1145  

B2 33.43 1 33.43 9.10 0.0195 * 

失拟项 24.87 5 4.97 11.72 0.0805  

残差 25.72 7 3.67    

误差 0.85 2 0.42    

总和 814.08 14     

 

 
图6 各因素对得率交互影响的响应面 

Fig.6 Response surface of each factor to the interaction of yield 

通过对此二次回归模型方程进行响应面分析，分

别得到反应pH和塔拉粉料液比之间与pH和反应温度

之间交互作用的立体分析。 
Design-Expert 软件预测最佳酶解方案为料液比

1:40，反应温度 65 ℃，pH 保持为 4，如图 7 所示，

验证实验反应一个小时后得出没食子酸得率 65.99%，

与预测值 66.59%并无显著差异。 
 
 
 

 
图7 响应面预测最优方案验证结果 

Fig.7 Verification for the predicted best extraction conditions 

2.4  Tan1 多次酶解塔拉单宁结果与分析 

根据 Tan1 的酶学性质研究结果可知，Tan1 的温

度稳定性远高于其他同类单宁酶研究中所报道的结

果。因此尝试多次向反应体系中补充塔拉粉以提高没

食子酸产量。在反应过程中，固定时间取样，并对每

个样品的上清液和固体残渣，用薄层色谱检测其塔拉

单宁水解和没食子酸生成情况。结果如下图 8 所示，

在六次塔拉粉投料酶解后的上清液和固体残渣，均没

有检测出单宁酸，而上清液中均能检测到没食子酸，

说明塔拉单宁被 Tan1 彻底水解为没食子酸。第一次投

料和第二次投料反应后的固体残渣中没有检测到没食

子酸，说明反应液中所生成的没食子酸都处于溶解状

态，而其他投料反应后的固体残渣中均能检测出没食

子酸，说明反应液中没食子酸浓度过高，已经被析出。

Raghuwanshi 等[25]报道球形芽孢杆菌单宁酶可以使 
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90.80%单宁酸转化为没食子酸，Abdel-Naby[26]检测到

在反应进行 35 min 后，单宁酸被米曲霉单宁酶完全水

解，相比之下，本研究中重组单宁酶 Tan1 具有高效酶

解和转化能力，可极大降低单宁酶在生产中的用量，

Tan1 更适用于工业应用。 

 
图8 Tan1多次酶解塔拉单宁结果与分析 

Fig.8 Results and analysis of multiple enzymatic hydrolysis of 

tara tannin with Tan1 

注：S 表示上清液，P 表示固体残渣沉淀。 

3  结论 

本文采用单宁酶 Tan1 水解塔拉粉生产没食子酸，

实验结果表明同步浸提-酶解工艺更有利于酶解塔拉

单宁生产没食子酸，通过单因素试验探讨了塔拉粉料

液比、反应温度、反应 pH 和加酶量对所制备塔拉单

宁转化率的影响，经 Plackett-Burman 试验设计并筛选

出具有显著性影响的因素是温度、pH 和料液比；利用

Box-Benhnken Design 试验设计，分析出模型中因素

A，B，C 和 BC 具有极显著性，建立二次回归模型，

得到最佳酶解方案为料液比 1:40，反应温度 65 ℃，

pH 保持为 4。验证试验结果塔拉单宁转化率达到

65.98%，与预测值 66.59%并无显著差异。在最佳试验

条件下，利用单宁酶连续 6 次水解塔拉粉，酶解后反

应液中没有单宁酸残留，表明塔拉单宁均能被高效水

解为没食子酸。本文所研究的塔拉单宁酶解生产没食

子酸工艺优化可为没食子酸的大规模酶法制备提供参

考，并为没食子酸的绿色生产奠定基础。 
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