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摘 要 

γ-聚麩胺酸（γ-PGA）是一種極有應用潛力的微生物聚合物，可用在食品、化妝品、醫

藥材料、農業和環境保護等領域。但以麩胺酸為原料所生產之γ-聚麩胺酸成本高，因而限制

其大量之應用。篩選能使用較便宜的原料取代麩胺酸來生產γ-PGA 之菌株是克服此限制的重

要關鍵。本論文篩選出一株具有高耐鹽性的γ-PGA 生產菌株 Bacillus subtilis S01，該菌株為不

需添加麩胺酸之菌種且具有提高γ-PGA 產量之潛力，在不存在 L-麩胺酸的情況下會產生γ-

PGA。當 B. subtilis S01 於不含麩胺酸之 ME-T 培養基中培養至第 6 天，γ-PGA 達最大產量

（20.4g / L）。胺基酸分析發現該物質僅由單一胺基酸（麩胺酸）組成;膠體滲透層析（GPC）

分析顯示其平均分子量（Mn）為 4.2 x 106 Da； 1H-NMR 及 13C-NMR 之光譜顯示純化後之γ-

PGA 純度相當高（> 97%）; 光學異構物之組成分析顯示 D-麩胺酸/L-麩胺酸比例為 97/3，且

比例與添加之 Mn2+濃度無關。另外結果亦顯示，細胞內之麩胺酸消旋酶參與 L-和 D-麩胺酸的

轉化。另外，B. subtilis S01 係一株耐鹽性極高之菌株，在 NaCl 濃度高達 5%時仍能生長與生產

γ-PGA，但 γ-PGA 的分子量隨著鹽濃度的增加而降低，當 NaCl 鹽濃度為 0.05%和 5%時，經 6

天培養時間所產生 γ-PGA 之分子量分別為 3.94×106及 0.39×106Da，降低了約 10 倍。除會使用

檸檬酸及甘油外，研究結果亦顯示 B. subtilis S01 亦可使用葡萄糖與木糖生產 γ-PGA，因此應有

利用農產廢棄物之水解液為碳源之潛力。本研究已成功篩選出一株具有高耐鹽性、不需添加麩

胺酸且具有高γ-PGA 生產力之特殊優良菌株，此應對降低γ-PGA 的生產成本與促進γ-PGA

工業化生產與應用有很大幫助。 

關鍵詞：生物高分子，γ-聚麩胺酸，高耐鹽性，不需添加麩胺酸之菌株，高生產力 
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ABSTRACT 

    γ-Poly-glutamic acid（γ-PGA）is a microbial polymer with promise for use in various fields, 

including food, cosmetics, agriculture, medicine, and environmental protection. However, using 

glutamic acid as a raw material to produce γ-PGA is costly, thus limiting its applicability. One approach 

to overcoming this limitation is to screen bacterial strains to identify a more efficient producer with 

lower production costs. This study investigated a strain with a high salt tolerance（Bacillus subtilis S01）

that produces γ-PGA. Because this strain does not require glutamic acid, it has potential use to increase 

the production of γ-PGA. When B. subtilis S01 was cultivated in ME-T medium, a maximum yield of 

γ-PGA（20.4g / L）was obtained on the sixth day of cultivation. The quality of the produced γ-PGA 

was comparable to that of an authentic sample obtained from conventional fermentation. An amino acid 

analysis revealed that the substance consisted of only a single amino acid（glutamic acid）. A gel 

permeation chromatography analysis showed that its average molecular weight（Mn）was 4.2 × 106 

Da. 1H-NMR and 13C-NMR spectra revealed a high purity level（>97%）. A composition analysis of 

the optical isomers reveled that the ratio of D-glutamic acid to L-glutamic acid was 97:3, and the ratio 

was independent of the added Mn2 + concentration. In addition, the results revealed that intracellular 

glutamate racemase was the enzyme involved in the conversion of L- and D-glutamic acid. B. subtilis 

S01 has extremely high salt tolerance and can continue to grow and produce γ-PGA with a NaCl 

concentration of as high as 5%, although the molecular weight of the γ-PGA produced decreases as the 

salt concentration increases. Because this strain can effectively use glucose and xylose to produce γ-

PGA, it has potential to use the hydrolysate in agricultural waste as a carbon source. In this study, a 

promising strain with high salt tolerance, glutamic acid independence, and high γ-PGA productivity 

was identified that can greatly reduce the production cost of γ-PGA and increase its industrial 

production and application. 

Key Words: Biopolymer, γ-Poly（glutamic acid）, high salt tolerance, glutamate-independent strain,  

                       high productivity 

 

一、前言 

    γ-聚麩胺酸（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 麩胺酸經由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 [2, 8, 49]。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

胺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, 36]、手術之止血劑及癒合劑 [25-26, 46-47]、化妝品

之保濕劑 [10]、食品之增稠劑 [59]及抗凍劑 [40, 52]、廢水

處理之絮凝劑 [9, 51]及重金屬離子與放射性物質之吸附 

劑  [11,  27,  38-39]，也可為強力吸水材料及薄膜材料  

[14, 33, 41]。 

    聚麩胺酸最早被發現於 Bacillus anthracis 的莢膜中 

[29]，另外 Fujii 也發現在納豆（日本的一種傳統發酵食品）

的粘液中含有大量聚麩胺酸及聚醣類物質  [19]。自從

Bovarnick（1942）首次發現 Bacillus subtilis 可合成聚麩胺酸

並釋放至培養基中，目前已知有多株桿菌株，包括 Bacillus 

anthracis、Bacillus licheniformis、Bacillus megaterium、Bacillus 
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subtilis，均能代謝生產胞外之γ-PGA [9, 13, 20, 22, 24, 32, 

37, 42, 45, 49, 54, 56]。 

    雖然γ-PGA 具有廣泛之應用潛力，但其未來應用的重

要關鍵應在γ-PGA 的工業化生產與生產成本。目前許多研

究都試圖提高γ-PGA 的產量，例如篩選具有高產量，高生

產率和高轉化效率的潛在菌株及優化培養條件來提高生產

率 [30, 45, 60]，近來亦有研究探討以較便宜的原料取代麩

胺酸來生產γ-PGA，如稻草 [53]，糖蜜 [60 ]和乳製品廢棄

物 [58]等農業副產品 [61]的適用性已被評估。 最近，Anju

等人 [4]亦探討以稻草，甘蔗廢料，甘蔗渣，棉稈和高粱秸

稈水解物為原料生產γ-PGA 的比較。我們實驗室最近也成

功的使用甘蔗渣水解液為原料生產γ-PGA [1]。以上促進γ

-PGA 的工業化生產與生產成本方案的成敗，開發出優良的

菌株至關重要。 

    已知在生產γ-PGA 之菌株中，可依其對麩胺酸的需

求將菌株分為兩類：一是需添加麩胺酸之菌（glutamate-

dependent strains），另一類則是不需添加麩胺酸之菌種

（glutamate-independent strains）  [9,37, 45, 49]。上述能使

用較便宜的原料取代麩胺酸來生產γ-PGA 之菌株屬不需

添加麩胺酸之菌種（glutamate-independent strains）。一般相

信篩選具不需添加麩胺酸之菌種（glutamate-independent 

strains）且具有優良發酵特性的菌株仍然是提高γ-PGA 產

量的最可行方法 [4, 60]。我們在篩選具有高耐鹽性的γ-

PGA 生產菌株過程中，分離出了一種以枯草芽孢桿菌為特

徵的細菌，該細菌為不需添加麩胺酸之菌種且具有提高γ

-PGA 產量之潛力 [57]。本論文報導該菌株之篩選、生理與

生化性質鑑定及碳源，氮源和培養條件對其γ-PGA 生物合

成的影響之詳細研究及結果。 

 

二、 材料與方法 

（一）菌株篩選、分離與鑑定 

    菌株篩選係依照由本實驗室從未經滅菌的醬油麴篩選

γ-PGA 生產菌之方法 [57]，簡述如下:本研究係從在地醬

油生產工廠取出第二階段中的醬油麴進行菌株的篩選、

分離。此未經滅菌的醬油麴用滅菌水稀釋。稀釋後，將試

樣塗抹於固態營養培養基上（NA，Difco Laboratories 

Michigan，美國），其含洋菜 15 g/L、蛋白瑓 1.5 g/L、牛肉

萃取物 3 g/L、NaCl 5 g/L，並置於恆溫培養箱中（37℃、pH 

7.4）培養過 24 小時。隨機選擇發育的菌落，並通過重複稀

釋和在 NA 上培養來純化。收集純菌落並在補充有 0.4 % L-

麩胺酸和 4%檸檬酸的 NA 固態營養培養基中進一步培養。

在 37℃培養 24 小時後，收集高度粘液狀菌落，接種到 100 

ml 之 F-培養基（Medium F; ME-F）中，該 F-培養基含麩胺

酸（65 g/L），檸檬酸（22 g/L），甘油（170 g/L），NH4Cl（7.0 

g/L），MgSO4‧7H2O（0.5 g/L），FeCl3‧6H2O（0.04 g/L），

K2HPO4（0.5 g/L）和 CaCl2‧7H2O（0.15 g/L）[50]。選擇了

最高產量的 γ-PGA 生產菌株，並將其接種在 100 ml 的 2-

XYT 培養基中（含 1.5 % Peptone 胰蛋白,、 1% Yeast Extract

酵母萃取物，0.5% NaCl），並在 37℃下培養 24 小時。通過

以 6,000 g 離心 15 分鐘收集細胞，然後將其懸浮在 20ml 的

20%甘油溶液中。細胞懸液在-20℃下保存直至使用。菌株鑑

定則是將菌株畫在平板培養基上，交由生物資源保存及研究

中心以 16S rDNA序列分析及微生物脂肪酸鑑定系統進行菌

種的鑑定程序。 

（二）菌株培養基與培養方法 

1. B. subtilis S01 於 ME-F 之培養 

    首先將上述儲存的懸浮液（1ml）接種到 100 ml 的 2-

XYT 培養基中，並在 37℃，150rpm 下培養 15h。再將細胞

懸液（0.4 ml）轉移到上述之 F-培養基（ME-F）中 [50]，在

37℃、pH 6.5、150rpm 的有氧條件下培養。將培養基 F 中之

甘油、L-麩胺酸及檸檬酸進行濃度變化以探討碳源對γ-

PGA 生產之影響，培養期間不定時取少量培養液並以下述

方法分析菌體濃度及γ-PGA 之濃度。 

2. B. subtilis S01 於 ME-8 之培養 

    由於稻草，甘蔗渣，棉稈和高粱秸稈等農產廢棄物之水

解液主要含不同單糖，為探討 B. subtilis S01 能否使用農產

廢棄物之水解液為碳源以生產 γ-PGA 之可能性，將 B. 

subtilus S01 培養於 ME 8 生產培養基。ME 8 含麩胺酸（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[1]。使

用之糖類為木糖（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及

γ-PGA 之濃度。 

 （三）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 
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rpm 離心 30 min，將上清液 pH 值調至 6.5，再將上清液

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。產品可利用苯酚-硫酸法

（phenol-sulfuric acid method） [18] 證實是否存在任何多醣 

。γ-PGA 產品之其他特性透過胺基酸分析、膠體滲透層析 

（Gel Permeation Chromatography，GPC）和 H1-NMR 及 C13-

NMR 光譜儀進行鑑定，敘述於下。 

（四）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。菌體生長情形亦可以乾菌重表示，簡述如下:將培

養液離心去除上層液，所得菌體以蒸餾水反覆洗滌數次，置

於 105℃烘箱中烘乾至恆重，秤重後減去容器重量即為乾菌

重（Dry cell weight, DCW）。 

2. 碳源濃度分析 

    各種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 [50, 

53, 60]，於不定時間取少許培養液並以上述 GPC 系統進行

分析，並將γ-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。 

5. 胺基酸分析與 NMR 光譜分析 

    胺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 小時後用胺基酸分析儀（Beckman 

system 6300E analyzer）分析胺基酸。NMR 光譜分析係將樣

品送至國科會中興貴重儀器中心，高磁場核磁共振分析儀

（VARIAN UNITY INOVA 600 America）進行分析，γ-PGA

樣品溶解於 D2O。 

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 110℃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 麩胺酸之比例，管柱為 Chiral Daicel 

CROWNPAK CR（+），以 UV 偵測器（Hitachi）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） 

[18]。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。 

（五）酶的製備及麩胺酸消旋酶和 D-氨基酸轉氨酶活性的

測定 

    酶的製備和酶活性的測定遵循文獻的方法並進行小幅

的修改 [6]。收集在上述條件下生長的細胞，並用 50ml 的

0.85%NaCl 溶液洗滌兩次。將收穫的細胞懸浮於補充有 1 

mM EDTA 和 0.1 mM 苯 基 甲 烷 磺 酰 氟

（phenylmethanesulfonyl fluoride）的 5 ml 標準緩衝液（0.1 

M Tris-HCl 緩衝液（pH 8.0，含 1% 2-mercaptoethanol 和 10%

甘油）中，然後在 4℃以超音波處理以破壞細胞。為了測量
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麩胺酸消旋酶活性，將包含 20 μmol 的 Tris-HCl（pH 8.0），

20 μmol 的 L-麩胺酸和酶的反應混合液（0.1ml）在 37℃下

培養 30 分鐘。加入 8 µl 之 12 M HCl 以終止反應。通過加

入 16μl 的 6 M NaOH 中和混合液。用 2 mM CuSO4溶液將

混合液稀釋 5 倍後，取出 5 µl 等分試樣，並如上所述使用

Crownpak CR（+）管柱通過液相層析法測定 D- / L-麩胺酸

的 組 成 。 D- 胺 基 酸 胺 基 轉 移 酶 （ D-Amino acid 

aminotransferase）之活性分析係根據先前文獻之方法 [6]，

透過測定由 10 mM α-酮戊二酸酯（α-ketoglutarate）和 25 mM 

D-丙氨酸（D-alanine）所產生的 D-麩胺酸（D-glutamate）的

量來分析。每單位酵素活性（U）定義為每分鐘催化 1μmol 

D-麩胺酸（D-glutamate）形成所需酶的量。 

 

三、結果與討論 

（一）菌株分離與鑑定 

    本實驗之菌株（命名為 Bacillus subtilis S01）係由本實

驗室從未經巴氏殺菌的醬油中分離出產生γ-PGA 的菌株之

一[57]。該菌株革蘭氏染色為陽性，且此菌株具運動性，

觸酶、氧化酶反應均為陽性，好氧環境下會生長，會產

生內胞子，並使用了檸檬酸鹽。根據形態觀察和生理學特 

徵，根據 Bergy 的《系統細菌學手冊》中的描述，菌株被鑑

定為桿菌株 [57]。經由生物資源保存及研究中心進行菌種

的鑑定，以 16S rDNA 序列分析及微生物脂肪酸鑑定系

統進行鑑定程序顯示出與枯草芽孢桿菌相似的 97％。此菌

株不需要生物素即可生長，此與許多分類為納豆枯草芽孢桿

菌的γ-PGA 生產菌不同。 此外，該菌株可以在 12% NaCl

的存在下生長，而市售納豆食品中的枯草芽孢桿菌在 5% 

NaCl 的存在下即不能生長和生產γ-PGA。。  

（二）碳源和氮源對 Bacillus subtilis S01 生長和γ-PGA 生

產的影響 

1. B. subtilis S01 於 ME-F 之培養 

    碳源對 B. subtilis S01 生長和γ-PGA 生產的影響結果

如表 1 所示，當 B. subtilis S01 置於培養基 F（ME-F）中，

在 37℃、150rpm 培養至 96 小時下可生產γ-PGA 2.22 g/L。

為探討個別碳源（甘油、L-麩胺酸及檸檬酸）之重要性，將

培養基 F 中之甘油、L-麩胺酸及檸檬酸分別省略後，所得培

養結果亦示於表 1; 當 S01菌在未添加 L-麩胺酸的培養基中

也可生產γ-PGA，最大產量為 6.12 g/L，且產量高於添加 L-

麩胺酸的培養基；在不添加甘油（Glycerin）或檸檬酸的培

養基中則無γ-PGA 的產生。以上的結果顯示 S-01 菌不依賴

添加 L-麩胺酸即可生產γ-PGA，是為不需添加麩胺酸之菌

種（glutamate-independent strain），然而檸檬酸和甘油對於γ

-PGA 的生產至關重要。因此將培養基 F（ME-F）中之 L-麩

胺酸刪除，所得之培養基稱為培養基 T（ME-T）以進行後續

的研究。 

2. B. subtilis S01 於 ME-T 之培養 

（1）甘油濃度之影響 

    圖 1 所示為不同甘油濃度對 B. subtilis S01 於 ME-T

中培養對（A）菌生長與（B）生產γ-PGA 之影響。當甘油

濃度為 0%時細胞的生長較遲緩且無γ-PGA 之生產，當甘

油濃度為 2-8%時，γ-PGA 的生產隨細胞生長而增加，直

到細胞的生長達到定常期（stationary phase），γ-PGA 的生

產也趨緩。而當甘油濃度為 17%時γ-PGA 的生產隨細胞生

長而增加，在第六天的產量達最高（20.1 g/L）。沉澱所得粗

γ-PGA 產物的含醣量分析（Data not shown），發現添加 17%

甘油時之含醣量相當低，第六天時含醣量只有 0.60%，因此

B. subtilis S01 所生產之γ-PGA 產物無多糖副產物。 

（2）檸檬酸濃度之影響 

    圖 2 所示為不同檸檬酸濃度對 B. subtilis S01 於 ME- 

 

表 1. 不同碳源對 B. subtilis S01 生長與 γ-PGA 生產之影響 a 

Carbon sources（g/L） Dry cell weight（g/L） γ-PGA（g/L） 

L-glutamic acid Citric acid Glycerol 96h 96h 

65 22 170 1.24 2.22 

65 22 0 1.36 ND 

65 0 170 1.68 ND 

0 22 170 0.83 6.12 

a 培養條件: 將 B. subtilis S01 於 ME-F（Glutamic acid: 6.5%、Citric acid：2.2%、Glycerin：17%、NH4Cl：0.7%、

H2PO4：0.05%、MgSO4．7H2O：0.05%、CaCl2．2H2O：0.015%、FeCl3．6H2O：0.004%、MnSO4．4~6 H2O：0.0140%） 

中培養，並分別刪除單一碳源，將培養基置於恆溫震盪培養箱進行恆溫（37℃、pH 6.5、150 rpm）震盪培養。表中為

培養至第 4 天之數據。 
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（A） 

 

（B） 

 

圖 1. 不同甘油濃度對 B. subtilis S01 於 ME-T 中培養對

（A）菌生長與（B）生產γ-PGA 之影響 

 

圖 2. 不同檸檬酸濃度對 B. subtilis S01 於 ME-T 中培養生 

      產γ-PGA 之影響 

 

T 中培養對生產γ-PGA 之影響。當不添加檸檬酸則無任何

γ-PGA 之產生，而隨著檸檬酸濃度增加，γ-PGA 最大產

量的產生時間愈向後延遲。培養基中檸檬酸添加 1.5%、

2.0%、 2.2%及 2.5% 時，γ-PGA 之最高產量分別為

5.1g/L(4d)、10.3 g/L(5d)、20.0 g/L(6d)、20.3 g/L(7d)。 

（3）氮源之影響 

    表 2 所示為各種無機與有機氮源對 B. subtilis S01於

ME-T 中培養對生產γ-PGA 之影響。結果顯現氯化銨

（NH4Cl）最適合菌株 S01 生產聚合物，當氯化銨的添加

量為 0.7%，γ-PGA 在培養 6 天的產量可達最高，20.14 

g/L。硫酸銨(NH4)2SO4為氮源時，發現沉澱產物主要為硫

酸銨，必須再利用其他的粹取純化步驟才能將聚麩胺酸

粹出，且產量極低。以硝酸鉀為氮源時，聚麩胺酸產量

低，且會產生 7~30%的多醣類副產物（Data not shown）。

有機氮源如酵母粹取物（Yeast extract）、麥芽粹取物

（Malt extract）及蛋白鍊（Peptone）對菌株的生長亦或

是聚麩胺酸的產生均不理想，且所產生的多醣類副產物

隨著有機氮的含量增加而增加。 

（4）培養時間之影響 

    由上碳、氮源之探討之結果，可知培養基 T（ME-T）

由檸檬酸（22g / L（甘油（170g / L）、NH4Cl（7.0g / L）、

MgSO4‧7 H2O（0.5g / L）、FeCl3‧6 H2O（0.04g / L）、

K2HPO4（0.5g / L）及 CaCl2‧7 H2O（0.15g / L）組成為 B. 

subtilis S01 生產γ-PGA 之較適培養基。如圖 3 所示，於此

培養基中培養至第 6 天，γ-PGA 達最大產量（20.4g / L） 。 

（5）以糖為碳源對 B. subtilis S01 生產γ-PGA 之影響 

    為探討 B. subtilis S01 能否使用農產廢棄物之水解液為

碳源以生產 γ-PGA 之可能性，因此先探討菌株能否使用不

同糖為碳源以生產 γ-PGA。將 B. subtilis S01 菌株培養於含

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 3 所示。結果顯示不添加糖類碳源，菌體生 

圖 3. B. subtilis S01 於 ME-T 中培養之菌生長與γ-PGA 生  

     產 
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長非常低且幾乎無 γ-PGA 之生產，當添加葡萄糖、木糖時

菌體生長及 γ-PGA 之生產較高，γ-PGA 之最高濃度分別為 

4,53 g/L 及 3.88 g/L。當添加麥芽糖、半乳糖時菌體生長及

γ-PGA 之生產相對較低，γ-PGA 之最高濃度分別為 1.11 g/L  

表 2. 不同氮源對 B. subtilis S01 生長與 γ-PGA 生產之影響 a 

Nitrogen source Concentration（%） DCW（g/L） γ-PGA（g/L） 

NH4Cl 0.3 0.14 2.03 

 0.5 1.70 5.16 

 0.7 1.06 20.14 

 1.0 1.02 9.67 

(NH4)2SO4 0.3 0.73 ---b 

 0.5 0.74 --- b 

 0.7 0.76 --- b 

 1.0 1.01 --- b 

KNO3 0.3 1.31 0.53 

 0.5 0.98 1.14 

 0.7 0.96 0.36 

 1.0 1.55 0.94 

Yeast Extract 0.3 1.26 1.62 

 0.7 1.02 2.52 

 1.0 1.02 1.84 

Malt Extract 0.3 0.31 4.17 

 0.7 0.65 2.84 

 1.0 0.65 4.11 

Peptone 0.3 1.02 4.82 

 0.7 1.01 1.27 

 1.0 1.19 1.55 

a 培養條件: 將 B. subtilis S01 於 ME-T（Citric acid：2.2%、Glycerin：17%NH4Cl：0.7%、H2PO4：0.05%、MgSO4．

7H2O：0.05%、CaCl2．2H2O：0.015%、FeCl3．6H2O：0.004%、MnSO4． 4~6 H2O：0.0140%）中培養，並使用不同種類與

濃度之氮源，將培養基置於恆溫震盪培養箱進行恆溫（37℃、pH 6.5、150 rpm）震盪培養。表中為培養至第 6 天之數據。 

b 硫酸銨(NH4)2SO4為氮源時，發現沉澱產物主要為硫酸銨，必須再利用其他的粹取純化步驟才能將聚麩胺酸粹出，

且產量極低。 

 

表3. 不同醣碳源對Bacillus subtilis S01生長與γ-PGA生產之影響a 

Sugar source Concentration（%） DCW（g/L） γ-PGA（g/L）  

none none 0.02 Not detectable 

Glucose 1 0.78 4.24 

 2 0.89 4.44 

 3 0.83 4.53 

Lactose 1 0.72 3.60 

 2 0.74 3.73 

 3 0.77 3.88 

Maltose   1 0.21 1.06 

 2 0.49 1.11 

 3 0.51 1.10 

Galactose   1 0.31 1.76 

 2 0.59 1.81 

 3 0.62 1.79 

Glucose+ Xylose 1+1 1.16 4.97 

a 將 B. subtilis S01 培養於 ME 8 生產培養基: 含麩胺酸（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

之糖類為木糖（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）96h. 
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表 4. 目前一些生產γ-聚麩胺酸菌株之生長條件及產品產量與分子量之比較 

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  S01 

 

Citric acid 

Glycerol 

NH4Cl 

22 

170 

7 

37℃ 
4 days 

20.4 

（4.2 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） 

[15, 56] 
. Cromwick, et al., 

（1996） 

Troy （1973） 

Bacillus subtilis 
F02-1 

Glutamic acid 

Glucose 

Veal infusion broth 

70 

1 

20 

37℃ 
2-3 days 

45.5 

（1.20x106 ） 

[32] 

Kubota, et al., 

（1993） 

Bacillus subtilis 

IFO3335 

Glutamic acid 
Citric acid 

（NH4）2SO4 

30 
20 

5 

37℃ 

2 days 

10-20 

（1.0x105-2.0x106） 

[34] 
Kunioka and Goto 

（1994） 

Bacillus licheniformis 

A35 

Glucose 

NH4Cl 

75 

18 

30℃ 

3-5 days 

8-12 

（3.0 x105 -5.0x105） 

[13] 

. Cheng, et al., 

（1989） 

Bacillus subtilis 

TAM-4 

Fructose 

NH4Cl 

75 

18 

30℃ 

4 days 

20 

（6.0x105 -1.6x106 ） 

[28] 

Ito, et al., 

（1996） 

Bacillus licheniformis 

CCRC12826 

Glutamic acid 

Glycerol 

Citric acid 
NH4Cl 

65 

170 

22 
7 

37℃ 

4 days 

21 

（4.0 x106-6.0x106 ） 

[50] 
Shih, et al., 

（2002） 

Bacillus subtilis 

（chungkookjang） 

Glutamic acid  

Sucrose  

（ NH4）2SO4 

20 

50 
20 

30C 

5 days 

13.5    

（1.0x104-1.0x106）  

[6] 

Ashiuchi, et al.,  

（2001） 

Bacillus subtilis（natto） 

Maltose 

Soy sauce 

Glutamate 

60 

70 

30 

40C 

3-4 days 

35 

（分子量未定） 

[44] 

Ogawa, et al., 

（1997） 

B. subtilis NX-2 

Glutamate 

 （NH4）2SO4 

 rice straw hydrolysate 

    50 
 5 

aX 30G50 

b（X 30G50） 

7.5-L bioreactor, 

400 rpm  

 1.2 vvm, 
 initial pH 7.0, 

 32 °C 

59.3 

（73.0） 

（分子量未定） 

[53] 

Tang B, et al., 
2015 

B. subtilis NX-2 

c Cane molasses 

（initial sugar 

concentration） 
dMGWL 

（NH4）2SO4 

    60  
    40 

5 

7.5-L bioreactor, 

400 rpm  
    1.2 vvm, 

 pH 7.0 

32 °C 

52.1 

（分子量未定） 
[60] 

Zhang et al., 2012 

B. subtillis HB-1 

Glutamate,  

yeast extract,  
eCFH 

    40 

10 
    70 

37℃ 
44 h 

 200 rpm 

 initial pH 6.5 

24.9 

（6.03 x104） 
[61] 

Zhu F, et al.2014 

aX 30G50: 上標之數字代表發酵時所加入稻草水解液之糖濃度（g/L）;水解液含木糖（X）和葡萄糖（G）;批次方式加入。 

b（X 30G50）: 定義如上但為連續方式加入 

c Cane molasses: The initial sugar concentration was 60 g L−1, contained 37.9 g L−1 sucrose, 7.9 g L−1 glucose and 14.2 g L−1 fructose. 批次方式加

入。 

dMGWL（monosodium glutamate waste liquor）: MGWL consisted of 2.0% glutamate （about 20 g L−1）. The initial glutamate concentration for 

fermentation was adjusted to 40 g L−1 by adding 20 g L–1 glutamate to medium containing MGWL. 

eCFH（corncob fibers hydrolysate）:contained 31.2 g L−1 glucose and 37.8 g L−1 fructose; 批次方式加入。 

 

及 1.81 g/L。由於葡萄糖與木糖之添加對 B. subtilis S01 菌體

生長及 γ-PGA 之生產較有利，又由於蔗渣水解液主要含葡

萄糖與木糖，因此 B. subtilis S01 應有利用農產廢棄物之水

解液為碳源之潛力。但相較於上述之以檸檬酸及甘油為碳 

源，γ-PGA 之產量相對較低。因此本論文將主要著重於探討

B. subtilis S01 於培養基 T（ME-T）中生產 γ-PGA。至於 B. 

subtilis S01 利用農產廢棄物之水解液為碳源以生產 γ-PGA

之最適條件將於後續研究再予以探討。已知有多株可生產γ

-PGA 之桿菌株（Bacillus species）已被篩選，其生產所需之

碳、氮源與發酵條件已被探討，表 4所列為本研究 B. subtilis 

S01 與這些菌株之較適生產條件與最高產量之比較。 

（三）B. subtilis S01 生產聚麩胺酸之物化特性 
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    聚麩胺酸為胞外聚合物（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胺

酸，再經透析、冷凍乾燥即可得到純γ-PGA。純化後之γ-

PGA 透過胺基酸分析，膠體滲透層析法（GPC）和 NMR 光

譜分析進行特徵分析。胺基酸分析發現該物質僅由單一胺基

酸（麩胺酸）組成;膠體滲透層析（GPC）分析顯示其平均分

子量（Mn）為 4.2 x 106 Da（圖 4）；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）（圖 5）。這些結果可證明純化後

之γ-PGA 純度相當高（> 97%），微生物所生產γ-PGA 之

分子量多數在 106 - 8x106，多分散性（polydispersity）則多

在 2 - 5。本研究所獲得γ-PGA 之分子量與文獻記載之其他

生產菌株所獲得γ-PGA 之分子量一致（參見表 4）。 

（四）B. subtilis S01 生產聚麩胺酸的立體化學組成 

    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-麩胺酸/L-麩胺酸）

比例為 97/3（如圖 6 所示），顯示 B. subtilis S01 所生產γ

-PGA 主要組成大部分為 D-麩胺酸（D-glutamic acid）形

式。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，B. anthracis [21]與 Planococcus halophilus 

[31]所生產γ-PGA 僅含 D-麩胺酸。Bacillus halodurans [5]、

Natronococcus occultus [43]與 Natrialba aegyptiaca [23]所生

產γ-PGA 僅含 L-麩胺酸。多株 Bacillus subtilis 所生產γ-

PGA 則含不同 D-麩胺酸/L-麩胺酸之比例，Bacillus subtilis 

（natto） [32]所生產γ-PGA 含 50-80% D-麩胺酸與 50-20% 

L-麩胺酸。Bacillus subtilis（chungkoojang）[6] 所生產γ-

PGA 含 60-70% D-麩胺酸與 40-30% L-麩胺酸。Bacillus 

licheniformis [48]所生產γ-PGA 含 10-100% D-麩氨酸。

Bacillus megaterium [55]所生產γ-PGA 含 20-50% D- 

麩氨酸。 

（五）Mn+2濃度對 B. subtilis S01 生產聚麩胺酸之光學異

構物之組成比例之影響 

    聚麩胺酸之光學異構物（D/L 麩胺酸之比例）一直

是探討聚麩胺酸合成的重要課題，在過去的研究中均發

現錳離子的濃度會影響聚麩胺酸的光學異構物比例組

成[12, 16, 35, 48]，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-麩胺酸的百分

比會從 60%降至 10% [16]。針對 Bacillus 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[48]。本研究添

加不同濃度的錳離子於培養基中，發現對於 B. subtilis S01

菌株所生產的聚麩胺酸之光學異構物比例並沒有影響，

其 D-麩胺酸維持在 97﹪。此結果與 Mn2+濃度對與許多 γ-

PGA 生產菌，如 B. licheniformis ATCC 9945A[16]及 B. 

l i c h e n i f o r m i s  N C I M B  1 1 7 0 9  [ 4 8 ]之影響不同。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4. B. subtilis S01 所生產γ-PGA 之膠體滲透層析圖 
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    （A） 

 

     （B） 

圖 5. B. subtilis S01 所生產γ-PGA 之 NMR 分析（A） 1H-NMR 之光譜圖（B） 13C-NMR 之光譜圖 

 

 

 

圖 6. 純化後之 γ-PGA 的光學異構物（D-麩胺酸/L-麩胺酸）比例 
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圖 7. 兩種將 L-麩氨酸轉化為 D-麩氨酸之不同的途徑；（1）直接轉化途徑 （2）間接轉化途徑 

 

表 5. B. subtilis S01 之 D-胺基酸胺基轉移酶與麩胺酸消旋酶之活性 

Incubation Time（Day） 
Specific Activities （mU/mg） 

D-amino acid aminotransferase glutamate recemase 

0 148 20 

5 5 37 

 

 

    目前已知有兩種不同的途徑能將 L-麩胺酸轉化為 D-

麩胺酸  [6, 49]，一種稱為直接轉化途徑，涉及麩胺酸消旋

酶（glutamate racemase），另一稱為間接轉化途徑，涉及 D-

胺基酸胺基轉移酶（D-amino acid amino-transferase）或稱 D-

麩胺酸 :丙酮酸胺基轉移酶（D-glutamic acid: pyruvic acid 

amino- transferase）（圖 7）。 

    為了探討關於 B. subtilis S01 菌株之 D-麩胺酸的可能

合成途徑，在生物聚合物生產之前和期間，測量了細胞

中 D-amino acid amino-transferase 與 glutamate racemase 的活

性。結果顯示。在 γ-PGA 生產過程中，胺基轉移酶活性顯

著降低（從 148 降低至 5 mU mg-1）（表 5）。相反，消旋酶

活性有所增加（從 20 到 37 mU mg-1）。該結果顯示，D-amino 

acid amino-transferase 不參與 L-和 D-麩胺酸的轉化，這一

事實與許多 γ-PGA 生產者（B. Subtils chungkookjang）[6] 

和 B. Subtils（natto）IFO 3336 [7]一致。 

（六）鹽對 B. subtilis S01 於 ME-T 之培養的影響 

    為探討鹽濃度對 B. subtilis S01 於 ME-T 培養基中培養

之 γ-PGA的產率和分子量的影響，於ME-T培養基中將NaCl

鹽濃度調整至 0.05、0.1、0.2、0.5、3.0 和 5%（w / v）的最

終濃度，結果如表 6 所示。結果顯示 γ-PGA 的產率與培養

基中的鹽濃度成反比。另外，γ-PGA 的分子量隨著鹽濃度的

增加而降低，在高鹽度條件下分子量較低的 γ-PGA 之生產

較佔優勢。當 NaCl 鹽濃度為 0.05%和 5%時，經 6 天培養時

間所產生γ-PGA 之分子量分別為 3.94×106及 0.39×106Da，

降低了約 10 倍。該結果與鹽對 B. subtilis （chungkookjang

）產生的γ-PGA 分子量的影響是一致  [6]，但與對 B. 

licheniformis ATCC 9945a 的影響則相反  [12]。在含 B. 

licheniformis ATCC 9945a 的培養基中添加高達 4%的 NaCl

來改變培養基離子強度，會導致形成相對較高分子量的γ-

PGA。相反，B. subtilis （chungkookjang）在含有高濃度 NaCl

的培養基中產生了分子量較低的γ-PGA。雖然有學者試圖

以鹽濃度對γ-PGA 聚合酶及γ-PGA 降解酶活性之影響來

解釋鹽濃度對 γ-PGA 分子量影響，但皆為臆測，並沒有明

確證據[3] ，因此仍待後續之研究。表 6 亦顯示 γ-PGA 的產

量隨著鹽濃度的增加而降低，雖然產量較低，但 B. subtilis 

S01 在 NaCl 濃度高達 5%時仍能生長與生產 γ-PGA，可知

B. subtilis S01 之耐鹽性極高，此是其他 γ-PGA 生產菌較少

見的。 
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表 6. 不同氯化鈉濃度對 B. subtilis S01 之 γ-PGA 生產及其分子量之影響 a 

NaCl Concentration （%, w/v） Volumetric Yield （g/L） Molecular Weight （x106） Da 

0.05 16.8 3.94 

0.10 14.7 3.24 

0.20 12.1 3.10 

0.50 9.20 2.63 

3.00 6.21 1.36 

5.00 3.10 0.39 

a 培養條件: 將 B. subtilis S01 於 ME-T （Citric acid：2.2﹪、Glycerin：17﹪NH4Cl：0.7﹪、H2PO4：0.05﹪、MgSO4．

7H2O：0.05﹪、CaCl2．2H2O：0.015﹪、FeCl3．6H2O：0.004﹪、MnSO4． 4~6 H2O：0.0140﹪） 中培養，並添加不同濃度

之 NaCl，將培養基置於恆溫震盪培養箱進行恆溫（37℃、pH 6.5、150 rpm）震盪培養。表中為培養至第 6 天之數據。 

 

四、結論 

    本研究已成功篩選出一株具有高耐鹽性、不需添加麩

胺酸且具有高γ-PGA 生產力之特殊優良菌株（B. subtilis 

S01），該菌株在含檸檬酸及甘油之ME-T培養基中培養 6天，

γ-PGA 達最大產量（20.4g / L）。所得γ-PGA 平均分子量 

（Mn）為 4.2 x 106 Da，胺基酸分析與 1H-NMR、13C-NMR

之光譜分析證明純化後之γ-PGA 純度相當高（> 97%）。;光

學異構物之組成分析顯示D-麩胺酸/L-麩胺酸比例為 97/3，

且比例與添加之 Mn2+濃度無關。另外結果亦顯示，細胞內

之麩胺酸消旋酶參與 L-和 D-麩胺酸的轉化。B. subtilis S01

亦可有效使用葡萄糖與木糖生產 γ-PGA，因此有利用農產廢

棄物之水解液為碳源之潛力，但其生產產量仍待後續優化。

此不需添加麩胺酸且具有高γ-PGA 生產力之特殊優良菌

株（B. subtilis S01），將對降低γ-PGA 的生產成本與促進γ

-PGA 工業化生產與應用有很大幫助。 
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