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摘 要 

  低聚乳果糖（O-β-D-galactopyranosyl-(1→2)-β-D-fructofuranoside; lactosucrose）是一種功能

性低聚糖，已知具有一系列的生理功能，體內外及動物實驗證實其具保健功效，且安全無毒。

此新型營養保健品對腸道保健及癌症預防有很大幫助。開發利用低聚乳果糖具極高之學術與工

業價值，在提高人們的健康水準具重要的意義。本研究探討以酵素催化合成系統探討低聚乳果

糖之合成，完成探討果聚糖蔗糖酶之製備、分離與純化，並以游離型酵素與固定化酵素合成低

聚乳果糖條件探討。果聚糖蔗糖酶（Levansucrase）經沉澱、DEAE-Sepharose 及 Source 15Q 陰

離子交換層析後可得到純化之酵素，最後之純化倍數為 24.0，回收率為 43.7 %，比活性達 300.1 

U/mg。將純化的樣品進行 SDS-PAGE 電泳分析，樣品之電泳分析呈現單一帶，對照標準品分

子量，計算得分子量約為 32.5 kDa。以游離型酵素-Levansucrase 催化生產低聚乳果糖，結果顯

示低聚乳果糖之最佳生產條件為游離型酵素（2.5U）、蔗糖/乳糖（1:1）濃度為 100 g/L、溫度 

27˚C、pH 6 的情況，在 24h 可產出 35.8 g/L（生成率 35.8%; 1.49 g/L/h ）的低聚乳果糖。以

固定化酵素-Levansucrase 催化生產低聚乳果糖，結果顯示低聚乳果糖之最佳生產條件為固定化

酵素 2 g（約含 150U）、蔗糖/乳糖（1:1）濃度為 100 g/L、溫度 27˚C、pH 6 的情況下，在 24h 

可產出 36.9 g/L（生成率 36.9%; 1.54 g/L/h）的低聚乳果糖。  

關鍵詞：果聚糖蔗糖酶，低聚乳果糖，游離型酵素，固定化酵素 
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ABSTRACT 

    Lactosucrose (O-β-D-galactopyranosyl-(1→2)-β-D-fructofuranoside) has a series of 

physiological functions that are safe and nontoxic and have been proven to be health-promoting in vitro, 

in vivo, and in animal experiments. This new nutraceutical promotes intestinal health and aids cancer 

prevention. The development and use of this oligosaccharide has high academic and industrial value 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

科學與工程技術期刊 第十六卷 第一期 民國一○九年 

                                                       

46 

and is of considerable significance in improving human health. This study involved the preparation, 

separation, and purification of levansucrase and its use in free and immobilized forms to synthesize 

lactosucrose. Precipitation, and DEAE-Sepharose and Source 15Q anion exchange chromatography 

were used to obtain the purified enzyme. The final purification ratio, recovery, and specific activity 

were 24.0, 43.7%, and 300.1 U/mg, respectively. The purified sample was subjected to SDS-PAGE 

analysis, and the estimated molecular weight of the enzyme was approximately 32.5 kDa. For the free 

enzyme, the optimal production conditions of lactosucrose were free enzyme = 2.5 U, sucrose:lactose 

(1:1) concentration = 100 g/L, temperature = 27°C, and pH = 6. With the free enzyme, 35.8 g/L of 

lactosucrose was produced in 24 h (production rate, 35.8%; 1.49 g/L/h). For the immobilized enzyme, 

the optimal production conditions of lactosucrose were immobilized enzyme = 2 g (approximately 150 

U), sucrose:lactose (1:1) concentration = 100 g/L, temperature = 27°C, and pH = 6. With the 

immobilized enzyme, 36.9 g/L of lactosucrose was produced in 24 h (production rate, 36.9%; 1.54 

g/L/h). 

Key Words: Levansucrase, lactosucrose, free enzyme, immobilized enzyme 

 

一、前言 

    低 聚 乳 果 糖 （ O-β-D-galactopyranosyl-(1→2)-β-D-

fructofuranoside; lactosucrose）是一種功能性低聚糖，已知具

有一系列的生理功能，如低熱量、難消化、促進雙歧桿菌增

殖、抑制致病菌產生、抗齲齒作用、調整腸道功能、降血脂、

降膽固醇、促進礦物質吸收功能等。文獻上亦有一些體外（in 

vitro）與體內（in vivo）及動物實驗證實其保健功效之報導 

[20, 23, 29, 31, 34-35]。毒理實驗證實了低聚乳果糖是安全無

毒，可作為健康食品的新甜味劑和健康食品原料與食品添加

劑，廣泛地應於乳製品、乳酸菌飲料、固體飲料、糖果、餅

乾、果凍和冷飲等。另外，低聚乳果糖是一種優於抗生素和

益生素的新型飼料添加劑可用於寵物食品中。 

    自從Avigad發表利用果聚糖蔗糖酶（Levansucrase）聚合

蔗糖和乳糖而合成了低聚乳果糖以來 [1]，一些學者開始從

事低聚乳果糖的生產研究。一般而言，生產方法主要是以蔗

糖和乳糖為原料，並以能生產果聚糖蔗糖酶（Levansucrase; 

EC 2.4.1.10）、β-半乳糖苷酶（β-galactosidase; EC 3.2.1.23）

或β-呋喃果糖苷酶（β-fructofuranosidase; EC 3.2.1.26）之菌

株來進行發酵生產，如生產β-半乳糖苷酶之節桿菌K1

（Arthrobacter sp. K1） [9, 21, 27]、生產果聚糖蔗糖酶之枯

草桿菌（Bacillus subtilis）[26]、多黏芽孢桿菌（Paenibacillus 

polymyxa） [5]、及運動發酵單胞菌（Zymomonas mobilis）

[10]、生產β-呋喃果糖苷酶之環狀芽孢桿菌（Bacillus 

circulans） [21]等。由於以全菌發酵生產低聚乳果糖，產率

有時不夠高，又有副產物之汙染，及培養期間有抑制作用，

因此利用酵素催化合成系統來大量合成低聚乳果糖有其優

點，再加上影響合成之因數如pH、溫度、酵素量及基質濃度

可容易調節，因此漸受重視，例如從節桿菌K1（Arthrobacter 

sp.K1）分離純化β-呋喃果糖苷酶（β-fructofuranosidase） [9]

及以芽孢桿菌417（Bacillus sp. no 417）所產生之β-呋喃果糖

苷酶 [14]來催化生產低聚乳果糖已有文獻之報導。以納豆

桿菌（Bacillus subtilis natto）、Pseudomonas aurantiaca（假

單胞菌） [11, 30]、P. polymyxa（多黏芽孢桿菌）[5]及Bacillus 

methylotrophicus（甲基營養型芽胞桿菌）[32]所產生之果聚

糖蔗糖酶（Levansucrase）粗酵素來催化生產低聚乳果糖亦

已有文獻報導。 

    功能食品已成為目前世界食品工業發展的新主流，低聚

乳果糖是一種功能性低聚糖，具有一系列的生理功能。在台

灣低聚乳果糖的研究很少，工業生產更未見報導。隨著人們

保健意識的日益增強和食品工業的發展，各種新型功能性食

品添加劑的市場越來越大，低聚乳果糖需求也越來越大，發

展潛力極高。因此本研究探討以酵素合成法合成低聚乳果糖，

期能研究開發低聚乳果糖之較有效之製備方法，除可滿足人

們日常生活的需要，在提高人們的健康水準具重要的意義。

因此，開發利用低聚乳果糖具極高之學術與工業價值。 

 

二、研究方法及步驟 

（一）菌種 

    本研究所使用於生產低聚乳果糖之菌株為納豆菌（B. 

subtilis natto），此菌株係自日本高橋祐藏研所（Takahashi 
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Yuzo research facility in Japan）購得。 

（二）果聚糖蔗糖酶（Levansucrase）之生產及製備 

    Levansucrase 之製備、分離純化將參考文獻 [2, 6, 7]與

我們實驗室之前開發之方法 [4]並加以改良，詳細實驗方法

與步驟敘述如下: 

1. 培養基與培養方法 

    將上述會生產 Levansucrase 之菌株先培養在 pH 7.4, 

37℃含有牛肉萃取液（beef extract, 3g/L），蛋白瑓（peptone, 

5g/L）及洋菜（Agar, 15g/L）之固態培養基（Nutrient agar）

中。在不含洋菜之液態培養基（Nutrient Broth: beef extract 

3g/L, peptone, 5g/L, NaCl 5 g/L）中，並於 pH 7.4, 37℃之培

養箱中，150rpm振盪作前培養 48小時。將上述 10 ％ （v/v）

培養液接種於含有 150 mL NB 培養基之 250 mL 三角錐型瓶

中進行第二次的活化，即於 37 ℃、150 rpm 的轉速培養 24

小時。再以 10%（v/v）前培養液置於基礎培養基 （1L）--

蔗糖（sucrose, 60g/L）、硫酸銨（(NH4)2SO4, 20g/L）、硫酸鎂

（MgSO4 7 H2O, 0.5g/L）、磷酸鹽（Na2HPO4‧12H2O, 3g/L; 

NaH2PO4‧2H2O, 3 g/L）中，並於 pH 7.0, 37℃之培養箱中，

以 150rpm 振盪培養，分別培養（0、12、24、36、48、60、

72 h），停止培養並以離心，9000 rpm 離心去除菌體後，保

存於 4 ℃，此即粗酵素液，可進行後續酵素活性分析。 

2. 酵素活性分析 

    Levansucrase 之活性分析將依照文獻 [24]之方法進行

分析; Levansucrase 酵素所催化的水解與聚合反應是同時進

行的。在合成時，首先酵素的親核基團進攻蔗糖形成共價的

果糖-酵素中間體，而釋放葡萄糖，果糖則被移轉至正在延

長之果聚糖鍊上，但果糖-酶中間體遇受體為水時發生水解

反應而釋放果糖，因此總裂解蔗糖量可以釋放葡萄糖量代表，

而果糖量則代表酵素水解活性，因此酵素之轉果糖活性可以

葡萄糖量減果糖量代表。0.5ml 酵素溶液（酵素溶於 0.05M

磷酸緩衝液, pH6）加入 0.5ml 蔗糖溶液（20%蔗糖溶於 0.05M

磷酸緩衝液, pH6），在 37℃共同培養 20 分鐘後稀釋，所釋

放之葡萄糖、果糖可以下述之 HPLC 方法分析。每單位之酵

素活性（蔗糖裂解活性、水解活性與轉果糖活性）分別定義

為每分鐘所釋放之 1.0 µmol 葡萄糖所須之酵素量（蔗糖裂

解活性），每分鐘所釋放之 1.0 µmol 果糖所須之酵素量（水

解活性），每分鐘所釋放之 1.0 µmol（葡萄糖減果糖）所須

之酵素量（轉果糖活性）。  

3. 酵素沉澱分離 

    上述離心後之上清液以不同分子量之截斷過濾膜過濾

後，進行透析，於調節 pH 後以乙醇沉澱並置於低溫過夜後，

離心後之沉澱物溶入 0.05M，pH6 之磷酸緩衝液，再以硫酸

銨沉澱，離心後之沉澱物再溶入少量 0.05M，pH6 之磷酸緩

衝液並對同緩衝液以纖維素透析膜（220 nm）透析之。 

4. 酵素純化 

    先依上述方法製備粗酵素 , 粗酵素則將以 DEAE-

Sepharose（16 mm×350 mm）陰離子交換層析，粗酵素液載

入管柱後，先以緩衝液 A（20 mM 磷酸鉀， pH 6.5）洗滌

平衡，再以緩衝液 B （緩衝液 A+0.5 M NaCl） 以 0-100%

作線性梯度沖提，分液收集洗脫液並以上述方法檢測酵素活

性;將 DEAE-Sepharose 陰離子交換層析得到的含有酵素活

性的收集洗脫液透析、濃縮，進行 Source 15Q（HR10/10, 8mL）

陰離子交換層析，將粗酵素液填入管柱後，先以緩衝液 C

（0.025 M 磷酸鉀, pH 7.6）緩衝液洗滌平衡，再以緩衝液 D

（緩衝液 C+0.5 M NaCl）以 35-60%作線性梯度沖提，分液

收集洗脫液並檢測酵素活性，收集活性峰; 將 Source 15Q 

陰離子交換層析得到的活性峰透析、濃縮。純化酵素則以

SDS-PAGE 確定其純度並以 Sephacryl-S300 之管柱估計其

分子量。酵素或蛋白質定量分析係採 Bradford 之定量分析

法 [3]。 

（三）游離型酵素合成低聚乳果醣之條件探討 

    以批次反應合成 Levan 果聚糖之條件探討時係在反應

體積 50 ml 之 50 mM 磷酸緩衝液，pH6，含自由酵素（2.5U）

中加入 10% 含不同濃度乳糖與蔗糖（100-400 g/L; 比例 1:1-

3:1）之生產培養基，反應在 40℃進行 5-70 小時，反應期間

採樣分析,樣品加入同體積 20 mM NaOH 溶液去除酵素活性

並離心（10,000 x g, 10 min），上層液以下述 HPLC 定量方法

定量低聚乳果糖產量。依上述方法變化蔗糖溶液濃度（100-

400 g/L）、溫度（0-50℃）、pH（3-8）、酵素劑量（1-10 U）

以探討蔗糖溶液濃度、溫度、pH、酵素劑量之影響。 

（四）海藻酸鈉固定 Levansucrase 的製備  

    將上述菌發酵培養液，離心收集上清液，70%飽和度硫

酸銨鹽析，沉澱後溶於 pH6.0 的 20 mM 的緩衝液中即是粗

酵素液。將 4%褐藻膠（Sodium Alginate）20 mL 溶液之 100 

mL 燒杯中經過高溫滅菌及冷卻至室溫後，與 20 mL 粗酵素

液混勻後，再以 10 mL 注射針筒吸取含酵素之褐藻膠溶液

並慢慢滴入含 2%氯化鈣 100 mL 溶液之 250ml 燒杯中，反

應 2 小時，製備成顆粒，再以無菌水清洗菌體顆粒後，然後
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過濾洗滌， 加入 0.2%戊二醛溶液交聯，再洗滌，測定酵素

活性。 

1. 固定化酵素活性分析: 

    取 2g 濕的固定化的酵素和 10 mL 蔗糖溶液（20%蔗糖

溶於 0.05M 磷酸緩衝液, pH6），在 37℃共同培養 20 分鐘後

稀釋，所釋放之葡萄糖、果糖可以 HPLC 方法分析。執行所

有後續程序以與上述相同的方式。酵素活性以轉果糖活性表

達，即每分鐘所釋放之 1.0 µmol （葡萄糖減果糖）所須之

酵素量（轉果糖活性）。一個單位酵素活性的定義為以

1μmol/min 轉移果糖所需的酵素量。 

2. 固定化酵素合成低聚乳果糖之條件探討: 

    取 2g 固定化酵素（約含 150U）在反應體積 50ml 之 50 

mM 磷酸緩衝液，pH6，含加入蔗糖、乳糖（1:1）之溶液，

反應在適當 pH 及適溫度下進行 6-48 小時。 

（五）糖類分析 

    本實驗採用高效能液相層析儀（High Performance 

Liquid Chromatography, HPLC）分析法。先將試樣以 0.45 µm

過濾膜過濾後，注入 HPLC 分析，HPLC 分析裝置使用之管

柱為 SUGAR KS-802 column（L=300 mm, ID=8.0 mm, particle 

size-5µm），偵測器為RI Detector （Bischoff 8020, Germany），

幫浦使用 HITACHI L-2130，每次試樣的注射量（Injection 

volume）為 20 µl，以去離子水做為沖提液（mobile phase），

在流速（Flow rate）0.5 ml/min、溫度（Temperature）50℃下

分析果聚糖、蔗糖、葡萄糖、果糖的變化。實驗數據為二重

複之平均值。 

 

三、結果與討論 

（一）逐步添加硫酸銨產生沉澱物之酵素活性及蛋白質含量 

    將上述發酵後之含酵素粗液經由超濃縮過濾系統（5 

kDa 管柱）之分離，可得濃縮液（含 5 kDa 以上之 Levan 和

Levansucrase）及過濾液（含 5 kDa 以下之蔗糖、葡萄糖、

果糖和其他金屬離子）。將濃縮液逐步添加硫酸銨並攪拌，

當硫酸銨濃度達 10%，該區分再經由 10,000 rpm 離心 30 分

鐘，將沉澱物與上清液分離，以磷酸緩衝溶液（pH 7.0）溶

解沉澱物，即為初酵素液，將初酵素液分析其蛋白質含量[3]

及酵素活性（levan 之形成活性）[24]。上清液則再逐步添加

硫酸銨，當硫酸銨濃度每增加 10% （至 20%、30%、40 %、

50%、60%、70%及 80%）時之該區分則重複如上述沉澱物 

 
圖1. 逐步添加硫酸銨後每區分沉澱物之酵素活性及蛋白  

     質含量 

（█）Levan-forming activity;（-○-）Protein concentration 

 

之蛋白質含量及酵素活性（levan 之形成活性）分析。由圖

1 顯示，逐步添加硫酸銨濃度至 10%、20%、30%，每區分

所產生之沉澱物具有酵素活性，其形成活性在添加硫酸銨濃

度至 10%，20%，30%時分別為 67.59、114.16 及 20.21 U/mL，

而添加硫酸銨濃度至 40 %以上時之區分所得之沉澱物已無

活性存在。蛋白質定量分析（圖 1）顯示，在逐步添加硫酸

銨濃度至 20%時之區分，蛋白質含量最高，其值為 0.82 

mg/mL，當逐步添加硫酸銨濃度至 70 %時之區分，沉澱物

之蛋白質含量值僅為 0.12 mg/mL，因此最適添加硫酸銨濃

度為 40%，此時所有酵素活性已被沉澱出來。 

（二）酵素的純化 

    先依上述方法製備粗酵素 , 粗酵素則以 DEAE-

Sepharose（16 mm×350 mm）陰離子交換層析，粗酵素液載

入管柱後，先以緩衝液 A（20 mM 磷酸鉀, pH 6.5）洗滌平

衡，再以緩衝液 B（緩衝液 A+0.5 M NaCl） 以 0-100%作線

性梯度沖提，分液收集洗脫液並以上述方法檢測酵素活性;

將 DEAE-Sepharose 陰離子交換層析得到的含有酵素活性

的收集洗脫液透析、濃縮，進行 Source 15Q（HR10/10, 8mL）

陰離子交換層析，將粗酶液填入管柱後，先以緩衝液C（0.025 

M 磷酸鉀, pH 7.6）緩衝液洗滌平衡，再以緩衝液 D（緩衝

液 C+0.5M NaCl）以 35-60%作線性梯度沖提，分液收集洗

脫液並檢測酵素活性，收集活性峰; 將 Source 15Q 陰離子

交換層析得到的活性峰透析、濃縮，純化酵素則以 SDS-
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PAGE 確定其純度並估計其分子量。各個純化步驟之活性與

回收率之結果示於表 1，最後之純化倍數為 24.0，回收率為

43.7 %，比活性達 300.1 U/mg。將純化的樣品進行 SDS-PAGE 

電泳分析，由圖 2 可知經陰離子交換層析後樣品之電泳分

析呈現單一帶，以標準蛋白之相對滯留時間對相應蛋白分子

量對數（logMr-Rf）作圖，可得分子量分布標準曲線，對照

Marker 分子量，計算得分子量約為 32.5 kDa。已知

Pseudomonas syringae pv. Phaseolicola 與 Rahnella aquatilis 

JMC-1683 的 Levansucrase 分子量分別約為 45.0 kDa [13]及

120 kDa [25]。Bacillus sp. TH4-2 之 Levansucrase 之分子量

約為 56.0 kDa [2]，此與 Z. mobilis [28, 33]，Acetobecter 

diazotrophicus [12]之 Levansucrase 的分子量相近，而 Erwinia 

amylovora，Erwinia herbicola 的 Levansucrase 之分子量約為

47.0 kDa [13]。 

（三）以游離型酵素-Levansucrase 催化生產低聚乳果糖之 

      探討  

1. 不同溫度之影響 

    以批次反應合成低聚乳果糖之條件探討時係在反應體

積 50ml 之 50 mM 磷酸緩衝液，pH6，含自由酵素（2.5U）

中加入蔗糖、乳糖（1:1）濃度為 100g/L 溶液，反應在溫度

27˚C-42 ̊ C，進行 6-48 小時。結果如表 2 所示，由表 2 可知

隨溫度上升低聚乳果糖之產量呈現緩步下降趨勢，在相同溫

度下，反應 24h 通常已可達高產量，再增加反應時間對提升

產量已無幫助。因此低聚乳果糖形成的最佳溫度是 27˚C，

在溫度 27˚C 時反應 6、24 及 48 小時，低聚乳果糖之產量分

別為 10.6 g/L（生成率 10.6%）、35.6 g/L（生成率 35.6%）及

36.5 g/L（生成率 36.5%），因此選擇溫度 27˚C 進行後續優

化實驗。雖然本實驗低聚乳果糖形成的最佳溫度是 27˚C，

其他菌之 levansucrases 合成低聚乳果糖之最佳溫度大多相

對較高。例如來自枯草芽孢桿菌（B. subtilis），嗜熱脂肪土

芽孢桿菌（Geobacillus stearothermophilus）和多粘芽孢桿菌

（P. polymyxa）的 levansucrases 為 55˚C，而對於來自假單胞

菌（P. syringae）和水生拉恩菌（R. aquatilis）的 levansucrases

是 40℃ [26]。另外來自運動發酵單胞菌（Z. mobilis）的

levansucrases 熱穩定性較差，故選擇 23℃的溫度用於低聚乳

果糖的合成溫度 [15-16]。 

2. 不同 pH 之影響 

    承續上節最佳溫度之結果，本實驗之反應條件設計如上 

 

 
 
      圖2. 純化果聚糖蔗糖酶之SDS−PAGE 電泳圖 

         電泳帶 (單位kDa) 1：分子量標準品電泳帶、 

                          2：純化之果聚糖蔗糖酶 

 
表1. Levansucrase的純化過程和回收率 

Step Total protein (mg) Total activity (U)  Specific activity (U/mg) Yield (%) Purification fold 
Supernatant 52.1 652.3 12.5 100.0 1.0 

DEAE-Sepharose 52.1 400.5 148.3 61.4 11.9 
Source 15Q 52.1 285.0 300.1 43.7 24.0 

 
表 2. 不同溫度對以游離型果聚糖蔗糖酶催化生產低聚乳果糖之影響 

 Temperature  (˚C) 
 27 32 37 42 

Cultivation time (h) Lactosucrose concentration（g/L） 
6 10.6 10.5 5.7 6.1 

24 35.6 35.5 28.4 27.5 
48 36.5 29.6 16.1 10.1 

反應條件：反應體積50ml 之50 mM磷酸緩衝液，含自由酵素（2.5U）中加入蔗糖、 
                                  乳糖（1:1）濃度為 100g/L 溶液，反應在 pH 6、溫度 27˚C-42 ˚C。 
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節所述，但溫度固定在 27˚C，pH 之變化為 4-7。結果如表 3

所示。由表 3 可知 pH 升高，低聚乳果糖之產量隨之上升，

在 pH 6 時達到最高，超過 pH 6 時產量呈現下降趨勢。在相

同 pH 下，反應 24h 通常已可達高產量，再增加反應時間對

提升產量已無顯著幫助。在 pH 6 時反應 6、24 及 48 小時，

低聚乳果糖之產量分別為 10.5g/L （生成率 10.5%）、35.5 g/L

（生成率 35.5 %）及 36.0g/L（生成率 36.0%）。pH 的差異

導致低聚乳果糖產生有顯著差異，低聚乳果糖形成的最佳

pH 為 6。文獻亦記載以枯草芽孢桿菌（B. subtilis），嗜熱脂

肪芽孢桿菌（G. stearothermophilus），多粘芽孢桿菌（P. 

polymyxa），丁香假單胞菌（P. syringae）），水生拉恩菌（R. 

aquatilis），Sterigmatomyces elviae 和微桿菌（Microbacterium 

laevaniformans）的 levansucrases 催化生產低聚乳果糖之最

佳 pH 值亦為 6.0 [18, 19, 26]，與本研究相似。由於

levansucrases 在鹼性 pH 下高度不穩定 [16]，因此選擇 pH 

6.0 進行後續之實驗。 

3. 不同的糖濃度之影響 

    承續上述最佳溫度與 pH 之結果，本實驗之反應條件如

上節所述，但溫度固定在 27˚C，pH 固定在 6，蔗糖、乳糖

（1:1）濃度變化為 50g/L、100g/L、150g/L、200g/L。結果

如表 4 所示。由表 4 可知在相同蔗糖、乳糖濃度下，反應

24h 低聚乳果糖通常已可達高產量，再增加反應時間時，低

聚乳果糖之產量提升已顯著趨緩。在反應 24h 後，當蔗糖、

乳糖濃度分別為 50g/L、100g/L、150g/L 及 200g/L 時，低聚

乳果糖之產量分別為 7.6 g/L、35.0 g/L、40.5 g/L 及 50.2 g/L，

但若換算成生成率則分別為 15.2%、35.0%、27.0 %及 25.1 

%，由此可知蔗糖、乳糖 100g/L 為最佳生產低聚乳果糖之

糖濃度。蔗糖、乳糖濃度為 150g/L 和 200g/L 時低聚乳果糖

之生產濃度雖較蔗糖、乳糖濃度為 100g/L 時高，但生成率

則較低。而蔗糖、乳糖濃度為 50g/L 時低聚乳果糖之生產速

率較 100g/L 時慢，且在產量及生成率亦較低。 

4. 酵素用量對低聚乳果糖產量的影響 

    本實驗之反應條件如上節所述，但溫度固定在 27˚C，

pH 固定在 6，蔗糖、乳糖（1:1）濃度為 100g/L，僅變化游

離型酵素之使用量（0.5, 1.0, 2.5, 5.0U）。結果如表 5 所示。

由表 5 可知隨著酵素（酶）用量由 0.5 增加至 2.5U 時，低 

 
表 3. 不同 pH 對以游離型果聚糖蔗糖酶催化生產低聚乳果糖之影響 

 pH 
 4 5 6 7 

Cultivation time (h) Lactosucrose concentration（g/L） 
6 5.1 8.1 10.5 5.0 

24 10.6 27.5 35.5 10.2 
48 13.5 25.1 36.0 13.1 

反應條件：反應體積50ml 之50 mM磷酸緩衝液，含自由酵素（2.5U）中加入蔗糖、 

 乳糖（1:1）濃度為100g/L、溫度27˚C、 pH4-7。 
 

表 4. 不同糖濃度對以游離型果聚糖蔗糖酶催化生產低聚乳果糖之影響 

 Substrate concentrations （g/L） 
 50 100 150 200 

Cultivation time (h) Lactosucrose concentration（g/L） 
6 5.1 10.6 10.5 15.0 

24 7.6 35.0 40.5 50.2 
48 11.5 36.6 50.6 40.1 

反應條件：反應體積50ml 之50 mM磷酸緩衝液，含自由酵素（2.5U）中加入蔗糖、 

 乳糖（1:1）濃度為50-200 g/L、溫度27˚C、pH 6。 
 

表 5. 不同酵素用量對以游離型果聚糖蔗糖酶催化生產低聚乳果糖之影響 

 Enzyme content （U） 
 0.5 1.0 2.5 5.0 

Cultivation time (h) Lactosucrose concentration（g/L） 
6 2.1 5.6 10.8 10.0 

24 2.6 12.7 35.6 22.2 
48 7.5 24.6 36.3 15.1 

反應條件：反應體積50ml 之50 mM磷酸緩衝液，含自由酵素（0.5, 1.0, 2.5, 5U）中加入蔗糖、 

               乳糖（1:1）濃度為 100 g/L、溫度 27˚C、pH 6。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

吳芳禎、盧碧蓮、施英隆：以果聚糖蔗糖酶催化生產低聚乳果糖之探討 

                                                       

51  

 
聚乳果糖之產量皆隨時間增加而上升，且酵素（酶）用量越

高產量越高，然而，當酵素用量為 5.0U 時，則低聚乳果糖

之產量呈現下降。由此可知酵素用量為 2.5U 時，為最佳生

產低聚乳果糖之酵素用量。酵素用量為 2.5U 時，反應 6、24

及 48 小時，低聚乳果糖之產量分別為 10.8 g/L（生成率

10.8%）、35.8 g/L（生成率 35.8%）及 36.3g/L（生成率 36.3%）。

該結果可能是由於 Levansucrase（果聚糖蔗糖酶）的乳糖及

蔗糖水解活性所致。Levansucrase 將蔗糖的果糖基部分轉移

到乳糖中，然後形成 lactosucrose（低聚乳果糖）[17]。然而，

Levansucrase 不僅催化果糖轉移反應，而且還催化水解蔗糖

與 lactosucrose，蔗糖水解為果糖和葡萄糖，lactosucrose 水

解為果糖和乳糖 [9, 17]。因此，為求高 lactosucrose 之產量，

應降低水解反應。 

以游離型酵素（free enzyme）合成低聚乳果糖之探討，

已有一些前例。Avigad（1957）曾利用從氣桿菌（Aerobacter 

Levanicum）所產生之果聚糖蔗糖酶（Levansucrase）粗酵素

在 pH 5.4，乳糖（lactose）292 g/L 及蔗糖（sucrose）100 g/L，

30℃生產 lactosucrose，並以填入 Darco G-60 及 Celite 535

（1:1）之管柱層析加以純化，但無轉化效率與產率之報導。

Takahama [30]報導以純化之納豆桿菌（B. natto） 所產生之

Levansucrase 在 pH 6.2，等濃度（85.5g/L）之乳糖（lactose）

及蔗糖（sucrose），35℃，反應 2 小時可生產 lactosucrose 53 

g/L，轉化效率 26.5 g/L/h。Ikegaki 及 Park [14]則報導以純

化之芽孢桿菌 417（Bacillus sp. no 417）  所產生之 β-

fructofuranosidase 在 pH 5.6，等濃度 100 g/L（1:1）之乳糖

（lactose）及蔗糖（sucrose），45℃，反應 8 小時可生產

lactosucrose 54 g/L，轉化效率 6.8 g/L/h。Choi 等[5]則報導以

P. polymyxa（多黏芽孢桿菌）所產生之 Levansucrase 粗酵素

在 pH 6.0，等濃度（1:1）225 g/L 之乳糖（lactose）及蔗糖

（sucrose），40℃，反應 40 分鐘可生產 lactosucrose 140g/L，

轉化效率 210 g/L/h。Han 等[11]報導以 P. aurantiaca （假

單胞菌）所產生之 Levansucrase 粗酵素在 pH 4.0，360 g/L 之

乳糖（lactose）及 510 g/L 蔗糖（sucrose），45℃，反應 2 小

時可生產 lactosucrose 285g/L，轉化效率 142.5 g/L/h。最近

Wu 等[32]報導以 B. methylotrophicus（甲基營養型芽胞桿菌）

所產生之 Levansucrase 粗酵素在 pH 6.5，200 g/L 之乳糖

（lactose）及 200 g/L 蔗糖（sucrose），37℃，反應 20 小時

可生產 lactosucrose 143g/L，轉化效率 7.2 g/L/h。 

（四）以固定化酵素-Levansucrase 催化生產低聚乳果糖之 

      探討 

1. pH 對固定化酵素合成低聚乳果糖的影響  

    取 2g 固定化酵素（約含 150U）在反應體積 50ml 之 50 

mM 磷酸緩衝液，pH6，含加入蔗糖、乳糖（1:1）濃度為 100g/L

溶液，溫度 27˚C，pH 4-7，進行 24 小，結果如表 6 所示。

由表 6 可知 pH 升高，低聚乳果糖之產量隨之上升，在 pH 6

時達到最高，超過 pH 6 時產量呈現下降趨勢，但低聚乳果

糖之產量在 pH6 及 pH7 時則無太大差異。相對的，在使用

游離型酵素時，低聚乳果糖之產量在 pH6 及 pH7 時則有很

大差異。在相同 pH 下，反應 24h 通常已可達高產量，再增

加反應時間對提升產量已無顯著幫助。與使用游離型酵素之

結果相比較，固定化酵素合成低聚乳果糖之生成開始時較緩

慢，但反應至 24 小時則無大差異。pH 6 時反應 6、24 及 48

小時，低聚乳果糖之產量分別為 8.5g/L（生成率 8.5%）、35.5 

g/L（生成率 35.5 %）及 34.0g/L（生成率 34.0%），與使用游

離型酵素時之結果相似，因此仍選擇 pH 6.0 進行後續之實

驗。 

2. 溫度對固定化酵素合成低聚糖的影響   

    根據上述 pH 條件探討之結果，本實驗之反應條件如上

節所述，但 pH 固定在 6，而溫度變化為 27、32、37,及 42˚C

結果如表 7 所示。由表 7 可知低聚乳果糖之生成開始時隨溫

度上升而增加，此時可能因 Levansucrase 的轉果糖基活性占

優勢，但反應至 24 小時則低聚乳果糖之生成隨溫度上升而 

 

表 6. 不同 pH 對以固定化果聚糖蔗糖酶催化生產低聚乳果糖之影響 

 pH 
 4 5 6 7 

Cultivation time (h) Lactosucrose concentration（g/L） 
6 2.1 8.1 8.5 3.0 

24 16.6 33.5 35.5 14.9 
48 12.5 30.1 34.0 11.1 

     反應條件：2g固定化酵素（約含150U）在反應體積50ml 之50 mM磷酸緩衝液， pH4-7，含加入蔗糖、 

                            乳糖（1:1）濃度為100g/L溶液，溫度27˚C，進行6-48小時。 
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表 7. 不同溫度對以固定化果聚糖蔗糖酶催化生產低聚乳果糖之影響 

 Temperature  (˚C) 
 27 32 37 42 

Cultivation time (h) Lactosucrose concentration（g/L） 
6 6.6 7.5 8.7 9.1 

24 30.6 30.5 25.4 20.5 
48 37.5 25.6 20.1 11.1 

反應條件：2g固定化酵素（約含150U）在反應體積50ml 之50 mM磷酸緩衝液，pH6，含加入蔗糖、 

                           乳糖（1:1）濃度為100g/L溶液，溫度27, 32, 37, 42˚C，進行6-48小時。 
 

表 8. 不同糖濃度對以固定化果聚糖蔗糖酶催化生產低聚乳果糖之影響 

 Substrate concentrations （g/L） 
 50 100 150 200 

Cultivation time (h) Lactosucrose concentration（g/L） 
6 5.1 6.6 6.5 6.7 

24 13.6 30.5 30.7 30.2 
48 16.5 37.6 36.6 37.1 

反應條件：2g固定化酵素（約含150U）在反應體積50ml 之50 mM磷酸緩衝液，pH6，含加入蔗糖、 

乳糖（1:1）濃度為50-200g/L溶液，溫度27˚C，進行6-48小時。 
 

表 9. 不同酵素用量對以固定化果聚糖蔗糖酶催化生產低聚乳果糖之影響 

 Enzyme content 
 1g 2g 3g 4g 

Cultivation time (h) Lactosucrose concentration（g/L） 
6 3.1 6.7 10.5 18.7 

24 14.2 30.2 24.5 26.4 
48 17.7 36.9 20.6 22.1 

 反應條件：1-4g固定化酵素（約含150 U/2g）在反應體積50ml 之50 mM磷酸緩衝液，pH6，含加入蔗糖、 
                         乳糖（1:1）濃度為 100g/L 溶液，溫度 27，進行 6-48 小時。 
 

下降，此時可能是由於 Levansucrase 的乳糖及蔗糖水解反應

占優勢。在相同溫度下，反應 24h 通常已可達高產量，除了

在 27˚C 時，再增加反應時間對提升產量已無幫助。因此低

聚乳果糖形成的最佳溫度是 27˚C，在溫度 27˚C 時反應 6、

24 及 48 小時，低聚乳果糖之產量分別為 6.6 g/L（生成率

6.6%）、30.6 g/L（生成率 30.6%）及 37.5 g/L（生成率 37.5%），

因此選擇溫度 27˚C 進行後續優化實驗。  

3. 不同的糖濃度對固定化酵素合成低聚糖的影響   

    根據上述溫度與 pH 條件探討之結果，因此本實驗之反

應條件如上節所述，但 pH 固定在 6，溫度固定在 27˚C，蔗

糖、乳糖（1:1）濃度變化為 50-100g/L。結果如表 8 所示。

由表 8 可知在相同蔗糖、乳糖濃度下，反應 24h 低聚乳果糖

通常已可達高產量，再增加反應時間時，低聚乳果糖之產量

提升已顯著趨緩，此現象與使用游離型酵素時之結果相似。

在反應 24h 後，當蔗糖、乳糖濃度分別為 50g/L、100g/L、

150g/L 及 200g/L 時，低聚乳果糖之產量分別為 13.6 g/L、

30.5 g/L、30.7 g/L 及 30.2 g/L，但若換算成生成率則分別為

27.2 %、30.5%、20.4 %及 15.1 % %，由此可知蔗糖、乳糖

100g/L 為最佳生產低聚乳果糖之糖濃度。蔗糖、乳糖濃度為

150g/L 和 200g/L 時低聚乳果糖之生產濃度雖與蔗糖、乳糖

濃度為 100g/L 時相當，但生成率則相對較低。因此提高糖

濃度無助於生產低聚乳果糖，況且當糖濃度過高，粘度會變

大，使質傳困難。而蔗糖、乳糖濃度為 50g/L 時低聚乳果糖

之生產速率較 100g/L 時慢，且在產量及生成率亦較低。 

4. 酵素用量對固定化酵素合成低聚糖的影響   

    本實驗之反應條件如上節所述，但 pH 固定在 6，溫度

固定在 27˚C，蔗糖、乳糖（1:1）濃度為 100g/L。變化固定

化酵素之使用量為 1-4g，結果如表 9 所示。由表 9 可知隨著

酵素（酶）用量由 1g 增加至 4g 時，反應在 6 小時內，低聚

乳果糖之產量接隨酵素（酶）用量增加而增加，且酵素（酶）

用量越高產量越高。但當酵素用量大於 2g 時，低聚乳果糖

之產量隨時間增加而降低。該結果可能是由於 Levansucrase

的乳糖及蔗糖水解活性所致。當酵素用量低於 2g 時，低聚

乳果糖之生成則較緩慢。由此可知酵素用量為 2g 時，為最

佳生產低聚乳果糖之酵素用量，在此條件下，反應 6、24 及

48 小時，低聚乳果糖之產量分別為 6.7 g/L（生成率 6.7 %）、

30.2 g/L（生成率 30.2%）及 36.9 g/L（生成率 36.9%）。已知

以酵素（Levansucrase） 催化生產低聚乳果糖之合成是個複
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雜的體系，Levansucrase 的轉果糖基反應與水解反應同時進

行，產物單糖（葡萄糖和半乳糖）都會抑制水解，葡萄糖還

會抑制低聚乳果糖之形成 [8]。據我們所知，以固定化酵素

（酶）生產低聚乳果糖的研究不多，Mikuni 等人 [22]使用

固定化 β- 呋喃果糖苷酶（來自糖加工公司獲得之

Arthrobacter sp 菌株），將固定在載體樹脂上（FE4611）之酵

素（酶）在柱式反應器中進行中規模的連續生產。反應器成

功運行 35 天，提供約 120g / L 的低聚乳果糖。這些結果表

明低聚乳果糖工業規模生產的可能性。 

 

四、結論 

    本 研 究 完 成 製 備 、 分 離 純 化 果 聚 糖 蔗 糖 酶

（Levansucrase），同時建立以果聚糖蔗糖酶（游離型酵素

與固定化酵素）合成 Lactosucrose 之條件探討，同時對最適 

pH、溫度、糖濃度及酵素量之影響進行了探究。低聚乳果糖

是一種功能性低聚糖，具有一系列的生理功能。在台灣低聚

乳果糖的研究很少，工業生產更未見報導，本研究已開發低

聚乳果糖之有效之製備方法，結果顯示以游離型酵素 -

Levansucrase 催化生產低聚乳果糖，在生產條件為自由酵素

（2.5U）、蔗糖/乳糖（1:1）濃度為 100 g/L、溫度 27˚C、pH 

6的情況，在 24h 可產出35.8g/L（生成率 35.8%; 1.49 g/L/h）

的低聚乳果糖。以固定化酵素-Levansucrase 催化生產低聚

乳果糖，在生產條件為固定化酵素 2 g（約含 150U）、蔗糖

/乳糖（1:1）濃度為 100 g/L、溫度 27˚C、pH 6 的情況下，

在 24h 可產出 36.9 g/L（生成率 36.9%; 1.54 g/L/h）的低聚

乳果糖。本研究結果對未來低聚乳果糖之生產、功能測試有

很大幫助。低聚乳果糖應用領域大，市場前景好，此新型營

養保健品對腸道保健及癌症預防有很大幫助，開發此產品在

提高人們的健康水準具重要的意義。 
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