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摘 要 

以微生物發酵生成之高分子具功能性、生物相容與生物可分解性，是一種非石化資源相關

之再生材料，使用時對人體是無害且不會對環境造成污染，因此近年來極受重視。結合生質精

煉技術與再生性生質原料為基礎以開發生物高分子材料不但可解決環境問題，同時可生產高經

濟價值之產品。本研究建立以甘蔗生質為原料並透過生質精煉與發酵過程生產聚胺基酸類之生

質材料，結果發現 Bacillus subtilis D1 可利用蔗渣水解液生產高分子化合物。B. subtilis D1 在蔗

渣水解液（含葡萄糖 7.1 g/L 與木糖 2.8 g/L）經 96 h 發酵，可得 γ-PGA 9.1±0.1 g/L，產率為 0.51

±0.12 g /g（L-glutamate）。所得之γ-PGA 經純化後可得純γ-PGA 7.9 g/L，其平均分子量（Mn）

為 2 x 106 Da。氨基酸分析與 1H-NMR、13C-NMR 之光譜分析證明純化後之γ-PGA 純度相當高

（> 96%），光學異構物之組成比例（D-麩氨酸/L-麩氨酸）比例為 56/44，且比例會隨著培

養基中添加之 Mn2+濃度變化而變化。實驗亦證明本研究之蔗渣水解反應所產生之水解液不會

抑制後續之發酵反應，因此極適合作為發酵原料以生產有價值之生化產品。以甘蔗生質為

原料並透過生質精煉與發酵過程生產聚胺基酸類之生質材料不但可解決環境問題，又可生產高

經濟價值之生化產品，有極高之價值。 

關鍵詞：甘蔗渣，生物精煉，水解液，發酵，生物高分子，聚麩胺酸 
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ABSTRACT 

    As fossil fuel supplies dwindle and environmental awareness increases, the biorefinery process 

has become the most promising method for producing alternatives to fossil fuels and traditionally 
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oil-based chemicals. In particular, the microbial conversion of biomass for the production of 

biopolymers is an attractive option because of the high marketing demand for degradable biopolymers 

and the high quantity of available renewable biomass feedstocks. This study investigated batch 

cultivation on the production of γ-poly（glutamic acid）（γ-PGA）by Bacillus subtilis D1 by using a 

hydrolysate of bagasse as feedstock. It was observed that B. subtilis D1 can effectively employ 

glucose and xylose for γ-PGA production. When B. subtilis D1 was cultivated in bagasse hydrolysate 

ME9（containing 7.1 g/L of glucose and 2.8 g/L of xylose）, 9.1 ± 0.1 g/L of γ-PGA（yield of 0.51 ± 

0.12 g/g L-glutamate）could be obtained. The quality of γ-PGA produced was comparable to an 

authentic sample obtained from conventional fermentation. Moreover, 7.9 g/L of the purified γ-PGA 

was obtained, and its average molecular weight（Mn）was 2 x 106 Da. Amino acid analysis and 

1H-NMR and 13C-NMR spectra revealed its high purity. The ratio of the optical isomer（D-glutamic 

acid/L-glutamic acid）was 56/44, and it varied with the concentrations of Mn2+ supplemented in the 

medium. Experiments further confirmed that no or low concentration of harmful inhibitors was 

present in the bagasse hydrolysate, thereby rendering it a suitable material for the production of 

valuable bioproducts in the subsequent fermentation. The biorefinery of bagasse into biopolymers is a 

sustainable process that can not only solve environmental problems, but also produce high 

value-added bioproducts.  

Key Words: Bagasse, biorefinery, hydrolysate, fermentation, biopolymer, γ-poly（glutamic acid） 

 

一、前言 

近幾年來由於全球暖化、環保意識抬頭、化石燃料之即

將用罄與原油價格日漸提升，使得尋找經濟、有效、能永續

之替代能源與可再生利用之生質原料以取代傳統石化原料

以為因應，已是追求永續發展與永續經濟之重要課題 [16, 

41, 54]。以微生物發酵生成之高分子具功能性、生物相容與

生物可分解性、是一種非石化資源相關之再生材料。這些材

料之使用對人體無害且不會對環境造成污染，因此近年來極

受重視。已知其可用於食品、化妝品、醫藥及環保等領域之

應用[1, 46-47]。生物質是一種重要的再生資源，有取之不

盡、用之不竭的特性。由於作物的生長可以吸收二氧化碳，

減少溫室氣體的累積，且所使用材料多為廢棄物，可降低對

環境之衝擊。結合生質精煉技術與再生性生質原料為基礎以

開發生物高分子材料不但可解決環境問題，同時可生產高經

濟價值之產品，如此對環境友善之綠色製程，值得開發 [5, 

11, 18-19, 21-22, 31, 48, 51]。 

γ-聚麩氨酸（γ-Poly (glutamic acid);γ-PGA）是為一

結構極為特殊，且可由微生物代謝合成而得之一天然聚合

物，其係由 D 及 L 麩氨酸經由α-胺基及γ-羥基鏈結聚合而

成，結構異於一般蛋白質之天然高分子 [4, 47]。γ-PGA 具

有水溶、可食及生物可分解等特性且其本身或分解之產物對

人體無害，因此近年來已有相當多之研究著重於開發聚麩氨

酸及其衍生物於食品、化妝品、醫藥及環保等領域之應用且

已有極多成果。目前已知其可為抗癌藥物、基因藥物之載體 

[17, 35]、手術之止血劑及癒合劑 [25-26, 43-44]、化妝品之

保濕劑 [9]、食品之增稠劑 [55]及抗凍劑 [38, 50]、廢水處

理之絮凝劑 [8, 49]及重金屬離子與放射性物質之吸附劑 

[10, 27, 36-37]，也可為強力吸水材料及薄膜材料 [13, 33, 

39]。 

因此本研究擬建立以甘蔗生質為原料並透過生質精煉

與發酵過程生產聚胺基酸類之生質材料。 

 

二、 材料與方法 

（一）菌種  

本研究所使用之聚麩氨酸生產菌株為 Bacillus subtilis 

D1 係由大葉大學聚麩氨酸研究團隊由味精廢水篩選之菌株 

[3] 。 Bacillus licheniformis CCRC12826 （現為 Bacillus 

licheniformis BCRC12826）為研究γ-PGA 發酵常被使用之

菌株 [47-50]，因此在本研究中亦一併探討以與 B. subtilis 

D1 進行比較。 

（二）甘蔗渣水解方法  

蔗渣水解採用已知之水解方法 [2]。蔗渣經 0.25 N 硫
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酸、131℃、20 min、固液比 1:50 處理後接入 1%纖維水解

酵素、pH 4.5，在 50℃，100 rpm 進行水解反應。 

（三）菌株培養基與培養方法 

將菌株 B. subtilis D1 以劃線培養的方式接種於固態培

養基（含洋菜 15 g/L、酵母萃取物 1.5 g/L、牛肉萃取物 15 

g/L、NaCl 5 g/L）上，置於恆溫培養箱中（37℃、pH 7.4） 

培養過夜。以白金耳取一些菌體並置於不含洋菜之液態培養

基（含酵母萃取物 1.5 g/L、牛肉萃取物 15 g/L、NaCl 5 g/L） 

中，並於 37℃培養箱中，150 rpm 震盪作前培養 48 小時。

以 5%（v/v）前培養液置入於下述之生產培養基，再將接種

後之生產培養基置於恆溫震盪培養箱進行恆溫震盪培養（37

℃、pH 6.5、150 rpm） [48]。培養期間不定時取少量培養

液並以下述方法分析菌體濃度、碳源濃度及γ-PGA 之濃度。 

（四）碳源種類對聚麩氨酸生產之影響 

為探討菌株能否使用其他生質水解液為碳源，因此先

探討 B. licheniformis CCRC12826（現為 B. licheniformis 

BCRC12826）及 B. subtilis D1 菌株能否使用不同單糖為碳

源以生產聚麩氨酸。將聚麩氨酸生產菌培養於上述固態培

養基與液態培養基，活化後再接種於 ME 8（Medium 8 培養

基）之生產培養基。ME 8 含麩氨酸（L-glutamic acid）20 g/L

及不同糖類碳源 20 g/L、NH4Cl 7 g/L、MgSO4‧7H2O 0.5 

g/L、FeCl3‧6H2O 0.04 g/L、K2HPO4 0.5 g/L、CaCl2‧2H2O 

0.15 g/L 及 MnSO4‧H2O 0.04 g/L。使用之糖類碳源可為蔗

糖（sucrose）、木糖（xylose）、葡萄糖（glucose）、麥芽糖 

（maltose）及半乳糖（galactose）。將生產培養基置於恆溫

震盪培養箱進行恆溫震盪培養（37℃、pH 6.5、150 rpm），

培養期間不定時取少量培養液並以下述方法分析菌體濃

度、碳源濃度及γ-PGA 之濃度。 

（五）Bacillus subtilis D1 以蔗渣水解液為碳源生產聚麩氨

酸 

將 B. subtilis D1 菌培養於上述固態培養基與液態培養

基，活化後再接種於 ME 9（Medium 9 培養基）之生產培養

基。ME 9 係以蔗渣水解液（含葡萄糖 7.1 g/L 與木糖 2.8 

g/L，並添加麩氨酸 20 g/L、NH4Cl 7 g/L、MgSO4‧7H2O 0.5 

g/L、FeCl3‧6H2O 0.04 g/L、K2HPO4 0.5 g/L、CaCl2‧2H2O 

0.15 g/L 及 MnSO4‧H2O 0.04 g/L。將生產培養基置於恆溫

震盪培養箱進行恆溫震盪培養（37℃、pH 6.5、150 rpm），

培養期間不定時取少量培養液並以下述方法分析菌體濃

度、碳源濃度及γ-PGA 之濃度。 

（六）γ-PGA 之純化 

發酵培養後，將發酵液 pH 值調為 2.0 後在 4℃、10,000 

rpm 離心 30 min，將上清液 pH 值調至 6.5，將上清液及

乙醇以 1：4 比例混合後離心（6,000 rpm、4℃、20 min），

將白色沈澱物取出，置於室溫下 24 小時後稱重，即為粗γ

-PGA。將粗γ-PGA 溶於去離子水，放入透析膜中（cut off 

Mw = 12000~14000）進行透析，取出透析膜內之溶液進行

冷凍乾燥即可得到純化後之γ-PGA。 

（七）分析條件 

1. 菌體濃度測定 

菌液經過適當稀釋使之測定值介於 0.2~1.0（ABS）

之間，以分光光度計（Hach DR-5000，USA）於波長 660 nm

下測其吸光值，將吸光值乘上稀釋倍數，即為菌液原始吸

光值，以光學密度（optical density, OD）表示菌體生長情

形。 

2. 碳源濃度分析 

各種單糖以高效液相層析儀（High Performance Liquid 

Chromatograph，HPLC，Hitachi L6200A，Japan）分析，管

柱為 Transgenomic ICSep ICE-ORH-801 （ 6.5 mm×300 

mm），以 R I 偵測器（BISCHOFF），在 65℃下進行分析。

沖提液為 0.0025 N 硫酸水溶液，流速為 0.6 ml/min，樣品注

入體積為 20 μl。將發酵液做適當的稀釋後注入 HPLC，對

照糖類標準品之檢量線即可得到各種單醣之濃度。麩胺酸亦

以 HPLC 分析，管柱為 SphereClone™ 5 µm ODS（2）逆相

層析管柱（250 x 4.6 mm; Phenomenex USA）。沖提液為 0.2 M 

H3PO4/Methanol（比例為 95/5，沖提流速 0.2 ml/min），偵測

波長 220 nm），樣品注入體積為 20 μl。將發酵液做適當的

稀釋後注入 HPLC，對照麩胺酸標準品之檢量線即可得到麩

胺酸之濃度。 

3. γ-PGA 分子量之測定 

以膠體滲透層析（Gel Permeation Chromatography，

GPC）分析，使用管柱為（TOSOH TSK-GEL G5000PWXL， 

G4000PWXL），以 RI 偵測器（BISCHOFF），在 50℃下進行

分析。沖提液為純水，沖提流速 0.5 ml/min。用糊精標準品

（phenomenex Dextran standard，分子量：7,200、16,230、

35,600、74,300、2,754,000）來製備分子量的檢量線。 

4. γ-PGA 之定量 

培養基中γ-PGA 濃度之定量係依照已知之方法[48]， 

於不定時間取少許培養液並以上述 GPC 方法分析，並將γ
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-PGA 之波峰面積與由純γ-PGA 標準品所建立之檢量線相

對照而得。每次實驗均處理重複三次，實驗結果之數值以平

均值±標準偏差（mean±SD）表示。 

5. 氨基酸分析 

氨基酸分析送台大貴儀中心分析，將γ-PGA 溶在 6N 

HCl，在 110℃水解 24 小時後用氨基酸分析儀（Beckman 

system 6300E analyzer）分析氨基酸。 

6. 聚麩胺酸之光學異構物分析 

將γ-PGA 樣品溶於去離子水中，再放入透析膜中（cut 

off Mw＝12000 ~ 14000）進行透析，取出透析膜內之溶液進

行冷凍乾燥。取乾燥的樣品溶於 6 M HCl，在 150℃進行水

解 24 小時，再將水解液以玻璃纖維（MFS-0.45 μm）過濾，

以 HPLC 分析其 D/L 麩氨酸之比例，管柱為 Chiral Daicel 

CROWNPAK CR（+），以 R I 偵測器（BISCHOF）在波長

200 nm 下進行分析。沖提液為 50 mM HClO4水溶液（pH 

2），流速為 0.5 ml/min，樣品注入體積為 20 μl。 

7. 總醣分析 

總醣分析係依照酚 -硫酸法（ phenol-sulfuric acid 

method） [20]。以葡萄糖為標準品，將粗γ-PGA 樣品溶液

與葡萄糖樣品（濃度約在 0-100μg/ml）分別取 2 ml加入 1 ml 

5%（v/v）的酚試劑，再加入 5 ml（36 N）的濃硫酸，反應

完全後再以分光光度計在波長 480 nm 及 490 nm 測量五碳

醣、六碳醣的含量。 

 

三、結果與討論 

（一）甘蔗渣水解 

將蔗渣經 0.25 N 硫酸、131℃、20 min、固液比 1:50 處

理後接入 1% 纖維水解酵素、pH 4.5，在 50℃，100 rpm 進

行水解反應，結果顯示經過三小時後最終之葡萄糖與木糖之

濃度（百分率）分別為葡萄糖 7.1 g/L（35.5%）、木糖 2.8 g/L

（14.0%），此佔蔗渣總糖之 77.3% [2]，此水解液可作為後

續發酵原料以生產γ-PGA。 

（二）碳源種類對聚麩氨酸生產之影響 

為探討研究菌株能否使用生質水解液為碳源以生產

γ-PGA，因此先探討菌株能否使用不同單糖為碳源以生產

γ-PGA。將 B. licheniformis CCRC12826 菌株培養於含蔗

糖、木糖、葡萄糖、麥芽糖、半乳糖之 ME8 培養基中並於

恆溫震盪培養箱進行恆溫震盪培養（37℃、pH 6.5、150 

rpm），所得結果顯示菌體生長及 γ-PGA 生產皆非常低（Data 

not shown）。因此改以將 B. subtilis D1 菌株培養於含蔗糖、

木糖、葡萄糖、麥芽糖、半乳糖之 ME8 培養基中，於恆溫

震盪培養箱進行恆溫震盪培養（37℃、pH 6.5、150 rpm），

所得結果如表 1 所示。結果顯示不添加糖類碳源，菌體生長

非常低且幾乎無 γ-PGA 之生產，添加糖類碳源可促進菌體

生長及 γ-PGA 之生產，當添加葡萄糖、木糖與蔗糖時菌體

生長及 γ-PGA 之生產較高，γ-PGA 之濃度分別為 13.4±0.2 

g/L、11.5±0.3 g/L 及 9.2±0.3 g/L。當添加麥芽糖、半乳糖時

菌體生長及 γ-PGA 之生產相當低，γ-PGA 之濃度分別為 3.1

±0.1 g/L 及 1.9±0.1 g/L。由於葡萄糖與木糖之添加對 B. 

subtilis D1 菌體生長及 γ-PGA 之生產非常有利，又由於蔗渣

水解液主要含葡萄糖與木糖，因此應可作為 B. subtilis D1

生產 γ-PGA 之有效碳源。若將 B. subtilis D1 在含木糖與葡

萄糖各 10 g/L 之 ME8 培養基培養，則菌體生長及 γ-PGA 之

生產相當較高，γ-PGA 之濃度為 14.4±0.2 g/L。 

（三）Bacillus subtilis D1 以蔗渣水解液為碳源生產聚麩氨

酸 

由以上實驗結果顯示以葡萄糖與木糖之混合液為碳源

之添加對 B. subtilis D1 菌體生長及 γ-PGA 之生產非常有

利，又前述蔗渣經水解反應，所得之水解液主要含葡萄糖 

7.1 g/L（35.5%）與木糖 2.8 g/L（14.0%），佔蔗渣總糖之

77.3%，因此以此水解液配製成 ME9。將 B. subtilis D1 於

ME9 培養之結果如圖 1 所示，葡萄糖之消耗速率較木糖為

快，葡萄糖濃度從第 12 小時起快速下降，而木糖濃度則從

第 36 小時起開始下降，經 96 h 發酵後，葡萄糖完全消耗完

畢，而木糖濃度則剩餘 0.1 g/L，同時麩胺酸濃度從起始之

20 g/L 降至 2.0 g/L，菌體生長隨著碳源下降而上升至 48 h

達到平穩期，而此時 γ-PGA之濃度則快速累積，B. subtilis D1

在蔗渣水解液（含葡萄糖 7.1 g/L 與木糖 2.8 g/L）經 96 h 發

酵，可得 γ-PGA 9.1±0.1 g/L，產率為 0.51±0.12 g /g

（L-glutamate）。 

（四）添加 HMF 對 Bacillus subtilis D1 利用蔗渣水解液生

產 γ-PGA 之影響 

文獻曾記載以稀酸水解法水解的操作過程中會產生若

干副產物如醋酸（acetic acid）、呋喃甲醛（furfural）及 5-

羥甲基糠醛（5–hydroxymethyl -furfural, HMF），其對於後續

發酵程序產生抑制作用 [30]。由上述實驗結果發現蔗渣水

解液可作為 B. subtilis D1 生產 γ-PGA 之有效碳源。經 96 h

發酵後，葡萄糖與木糖幾乎完全消耗完畢，同時麩胺酸濃度
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從起始之 20 g/L 降至 2.0 g/L，可得 γ-PGA 9.1±0.1 g/L。此

結果可能是本研究之蔗渣水解反應不會產生有抑制作用之

有害副產物，亦有可能是 B. subtilis D1 對有有害副產物有高

忍受力。因此刻意將 ME9 培養基添加不同濃度之 HMF，再

以 B. subtilis D1 發酵生產 γ-PGA，結果如表 2 所示，發現

HMF 之添加濃度對 B. subtilis D1 生產 γ-PGA 有抑制作用，

當 HMF 添加濃度為 0.25 g/L，已有 14.3%之 γ-PGA 生產被

抑制，當 HMF 添加濃度超過為 1.00 g/L，則有超過 93.4%

之 γ-PGA 生產被抑制，因此可證明本研究之蔗渣水解反應

不會產生有抑制作用之有害副產物或產生之濃度極低，而

B. subtilis D1 對 HMF 之抑制忍受力不高。 

 

 

表1. 不同糖類對Bacillus subtilis D1菌體生長與γ-PGA生產之影響 

Carbon source (Conc. g l-1) γ-PGA yield (g l-1) a OD660
b 

None ----- ----- 0.2 
Sucrose (20 g l-1) 9.2±0.3 2.0 
Xylose (20 g l-1) 11.5±0.3 1.8 
Glucose (20 g l-1) 13.4±0.2 2.4 
Maltose (20 g l-1) 3.1±0.1 0.6 
Galactose (20 g l-1) 1.9±0.1 0.3 
Glucose+ Xylose (10+10 g l-1) 14.4±0.2 2.5 

aThe γ-PGA yield was measured after B. subtilis D1 was incubated at 37℃, pH 6.5 and 150 rpm for 96h. 
bBacterial growth was measured by measuring the optical density at 660 nm (OD 660) 
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圖 1. Bacillus subtilis D1 以蔗渣水解液為碳源生產聚麩氨酸 

Symbol：▲Glutamate ▓Glucose ●Xylose ◆r-PGA ▼OD660 

 

表2. 添加HMF對Bacillus subtilis D1利用蔗渣水解液生產γ-PGA之影響 

Added HMF Production 

(g/L) 

Total Sugar Consumption 

% 

Glutamate Consumption 

(g/L) 

γ-PGA Production 

(g/L) 

Inhibition of γ-PGA 

% 

0 100 18.0 9.1 0 

0.25 95 17.2 7.8 14.3 

0.50 75 6.5 3.1 65.9 

1.00 35 1.5 0.6 93.4 

1.50 2 0.0 0.0 100 

培養條件：將 B. subtilis D1 菌活化後再接種於含蔗渣水解液之生產培養基 ME 9（Medium 9 培養基），並添加不同濃度之 HMF（0 to 1.50  

           g/L），將培養基置於恆溫震盪培養箱進行恆溫震盪培養（37℃、pH 6.5、150 rpm）。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

科學與工程技術期刊 第十三卷 第一期 民國一○六年 

                                                        

40 

 

（五）Bacillus subtilis D1 以蔗渣水解液為碳源生產聚麩氨

酸之純化及物化特性 

聚麩氨酸為胞外聚合物（extracellular polymer），在發酵

生產時，發酵液呈黏稠狀。若將發酵液以高速離心去菌體之

後，取上清液加入乙醇溶液中則可得呈現棉花狀之粗聚麩氨

酸 8.6 g/L，再經透析、冷凍乾燥即可得到純γ-PGA 7.9 

g/L，其平均分子量（Mn）以膠體滲透層析（GPC）分析為

2 x 106 Da。微生物所生產γ-PGA 之分子量多數在 106 - 

8x106（參見表 3），多分散性（polydispersity）則多在 2 - 5。

本研究以蔗渣水解液經 B. subtilis D1 發酵所獲得γ-PGA 之

分子量與文獻記載之其他生產菌株與生產條件所獲得γ

-PGA 之分子量一致。醣類分析發現並無任何多醣之副產物

產生，氨基酸分析僅得麩氨酸一種氨基酸。純化後γ-PGA

之 1H-NMR 之光譜在 D2O 為 1.8-2.1 ppm（m, , 2H），2.3-2.4 

ppm（b, , 2H），4.1-4.2 ppm（b, , 1H），7.8 ppm（N-H）；

13C-NMR 之光譜在 D2O 為 178 ppm（COOH），174 ppm

（CO），55.0 ppm（Cα），33 ppm（Cß），28.0 ppm（Cγ），
13C-NMR

之光譜圖如圖 2 所示。這些結果可證明純化後之γ-PGA 純

度相當高（> 96%）。將純化之γ-PGA 水解並分析其光學異

構物之組成比例，發現聚麩胺酸的光學異構物（D-麩氨酸

/L-麩氨酸）比例為 56/44（如圖 3 所示），顯示 D-麩氨

酸（D-glutamate）之比例較高一些。文獻上已報導不同

菌屬所生產之γ-PGA 的光學異構物比例差異很大（表

4），B. anthracis [23]與 Planococcus halophilus [29]所生產γ

-PGA僅含 D-麩氨酸。Bacillus halodurans [6]、Natronococcus 

occultus [40]與 Natrialba aegyptiaca [24]所生產γ-PGA僅含

L-麩氨酸。多株 B. subtilis 所生產γ-PGA 則含不同 D-麩氨

酸/L-麩氨酸之比例，B. subtilis（natto） [32]所生產γ-PGA

含 50-80% D-麩氨酸與 50-20% L-麩氨酸。B. subtilis 

（chungkoojang） [7]所生產γ-PGA 含 60-70% D-麩氨酸與

40-30% L-麩氨酸。B. licheniformis [45]所生產γ-PGA 含

10-100% D-麩氨酸。Bacillus megaterium [52]所生產γ-PGA

含 20-50% D-麩氨酸。 

（六）Mn+2濃度對 Bacillus subtilis D1 以蔗渣水解液為碳源

生產聚麩氨酸之光學異構物之組成比例之影響 

文獻曾報導有一些菌株所生產γ-PGA 的光學異構物

比例會隨著培養基中添加之 Mn2+ 濃度變化而有不同。研

究發現當 Mn2+濃度從 0 到 615μM 時，ATCC 9945A 這株菌

所產γ-PGA 中的 L-麩氨酸的百分比會從 60%降至 10% 

[15]。針對 B. licheniformis NCIMB 11709 這株菌所做的結果

也顯示當 MnSO4濃度增加，其γ-PGA 中的 D-麩胺酸也會

隨之增加 [45]。所以本實驗將添加不同 MnSO4濃度來得到

不同 D/L 比例之聚麩胺酸。將 Mn+2濃度（0 to 1230 μM）

添加至前述蔗渣水解液所配製成之培養基（ME9）以探討其

對 B. subtilis D1 所生產之γ-PGA 產物之光學異構物的組成

比例，結果如表 5 所示。實驗結果顯示對 B. subtilis D1 這株

菌，Mn2+濃度確實會影響變化，也會改變其γ-PGA 之 D/L-

麩氨酸的比例。當 Mn2+濃度從 0μM 變化至 1230μM 時其

D-麩氨酸所佔比例從 39.6%變化至 69.8%，L-麩氨酸所佔

比例隨 Mn2+ 濃度增加而減少，此結果與 Mn2+濃度對 B. 

licheniformis ATCC 9945A [15]及 B. licheniformis NCIMB 

11709 [45]之影響一致。 

 

 

圖 2. 純化後之 γ-PGA 的 13C-NMR 圖譜。 

 

圖 3. 純化後之 γ-PGA 的光學異構物（D-麩氨酸/L-麩氨

酸）比例。 
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表 3. 目前生產聚麩氨酸之菌株及碳、氮源比較 

菌株 
營養源 

培養條件 
γ-PGA產量(g/l) 及 

分子量(Da) 
 參考資料 

組成分 (g/l) 

Bacillus subtilis D1 

Glutamic acid 

Glucose 

Xylose 

20 

10 

10 

37℃ 

4 days 

14.4±0.2 

（2 x 106 Da） 
This study 

Bacillus subtilis D1 
Glutamic acid 

Bagasse hrdolysate 
20 

37℃ 

4 days 

9.1±0.1 g/L 

（2 x 106 Da） 
This study 

Bacillus licheniformis 

ATCC 9945 

Glutamic acid 

Glycerol 

Citric acid 

NH4Cl 

20 

80 

12 

7 

37℃ 

4 days 

17-23 

（1.4x105 -9.8 x 105） 
[14, 53] 

Bacillus subtilis 

F02-1 

Glutamic acid 

Glucose 

Veal infusion broth 

70 

1 

20 

37℃ 

2-3 days 

45.5 

（1.20x106 ） 
[32] 

Bacillus subtilis 

IFO3335 

Glutamic acid 

Citric acid 

(NH4)2SO4 

30 

20 

5 

37℃ 

2 days 

10-20 

（1.0x105-2.0x106） 
[34] 

Bacillus licheniformis 

A35 

Glucose 

NH4Cl 

75 

18 

30℃ 

3-5 days 

8-12 

（3.0 x105 -5.0x105） 
[12] 

Bacillus subtilis 

TAM-4 

Fructose 

NH4Cl 

75 

18 

30℃ 

4 days 

20 

（6.0x105 -1.6x106 ） 
[28] 

Bacillus licheniformis 

CCRC12826 

Glutamic acid 

Glycerol 

Citric acid 

NH4Cl 

65 

170 

22 

7 

37℃ 

4 days 

21 

（4.0 x106-6.0x106 ） 
[48] 

Bacillus subtilis 

(chungkookjang) 

Glutamic acid Sucrose, 

(NH4)2SO4 

20 

50 

20 

30C 

5 days 

13.5 

(10-1,000kDa) 
[7] 

Bacillus subtilis (natto) 

Maltose 

Soy sauce 

Glutamate 

60 

70 

30 

40C 

3-4 days 

35 

（分子量未定） 
[42] 

 

 

表4. 不同菌株所生產γ-PGA之光學異構物（D-麩氨酸/L-麩氨酸）比例 

Organisms 
Content （%） 

References 
D-glutamate L-glutamate 

Bacillus anthracis 100 0 [23] 

Planococcus halophilus 100 0 [29] 

Bacillus halodurans 0 100 [6] 

Natrialba aegyptiaca 0 100 [24] 

Natronococcus occultus 0 100 [40] 

Bacillus subtilis (natto) 50-80 50-20 [32] 

Bacillus subtilis (chungkoojang) 60-70 40-30 [7] 

Bacillus licheniformis 10-100 90-0 [45] 

Bacillus megaterium 20-50 80-50 [52] 

Bacillus subtilus D1 56 44 This Study 
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表 5. Mn+2濃度對 Bacillus subtilis D1 生產聚麩氨酸之 

光學異構物組成比例之影響 

Mn2+濃度 D-form 占的比例（%） 

0μM 40.3 

0.615μM 39.6 

6.15μM 40.4 

16μM 58.7 

61.5μM 62.1 

615μM 65.3 

1230μM 69.8 

培養條件：將 B. subtilis D1 菌活化後再接種於含蔗渣水解液之生產 

培養基 ME 9（Medium 9 培養基），並添加 Mn+2 濃度 

( 0 to 1230 μM )，將培養基置於恆溫震盪培養箱進行恆 

溫震盪培養（37℃、pH 6.5、150 rpm）。 

 

四、結論 

本研究建立以甘蔗生質為原料並透過生質精煉與發酵

過程生產聚胺基酸類之生態材料，結果發現 B. subtilis D1

可利用木糖與葡萄糖。B. subtilis D1 在含木糖與葡萄糖各 10 

g/L 之 ME8 培養基培養，菌體生長及 γ-PGA 之生產相當較

高，γ-PGA 之濃度為 14.4±0.2 g/L。B. subtilis D1 亦可利用

蔗渣水解液生產高分子化合物，其在蔗渣水解液（含葡萄糖

7.1 g/L 與木糖 2.8 g/L）經 96 h 發酵，可得 γ-PGA 9.1±0.1 

g/L，產率為 0.51±0.12 g /g（L-glutamate）。所得γ-PGA 經

純化後可得純γ-PGA 7.9 g/L，平均分子量（Mn）為 2 x 106 

Da，氨基酸分析與 1H-NMR、13C-NMR 之光譜分析證明純

化後之γ-PGA 純度相當高（> 96%）。光學異構物之組成比

例分析發現聚麩胺酸的光學異構物（D-麩氨酸/L-麩氨酸）

比例為 56/44，且比例會隨著培養基中添加之 Mn2+濃度變

化而變化，實驗亦證明本研究之蔗渣水解反應所產生之水

解液不會抑制後續之發酵反應，因此極適合作為發酵原

料以生產有價值之生化產品。以甘蔗生質為原料並透過生

質精煉與發酵過程生產聚胺基酸類之生態材料不但可解決

廢棄物之環境問題，又可生產高經濟價值之生化產品，有極

高之價值。 
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