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摘要 

    本研究主要是探討固定化 Zymomonas mobilis菌體，以連續式發

酵來生產細菌果聚糖(levan)的培養條件。培養基的蔗糖濃度(50、75、

100、120 g/l)、饋料速度(36、50、72、84、100 ml/h)與載體的填充量

(8、12、16%，載體體積/反應槽體積，v/v)對 levan 生成之影響，並

分析Z. mobilis的懸浮菌體以批次式與連續式進行發酵所得 levan產量

與生產速率。固定化菌體連續式培養結果顯示，饋料基質的蔗糖濃度

由 50至 100 g/l時，濃度越高，所得之 levan產量越高，最大之 levan

產量與生產速率分別為 7.70 g/l和 0.64 g/l/h；而饋料基質濃度達 120 

g/l，則不利於 levan的生成。當饋料速度由 36 ml/h增加至 84 ml/h，

可得之最大 levan產量及生產速率分別為 13.30 g/l及 1.11 g/l/h；饋料

速度達 100 g/l時，levan產量會下降。發酵瓶中的泡棉載體填充量為

8%有最佳的 levan 產量。三種發酵的方式結果顯示，連續式的 levan

產量比批次式發酵高，而在兩種連續式發酵結果，又以固定化菌體之

levan 產量較懸浮菌體多。經膠體滲透層析法(GPC)檢測，發現 Z. 

mobilis之 levan分子量分佈有兩組，分別為 3 kDa至 22 kDa以及 388 

kDa 至 2540 kDa。而以固定化 Z. mobilis 菌體進行連續式發酵生產

levan之最適條件下，發現在蔗糖環境下也有酒精生成，濃度為 17.16 

g/l，可將酒精做為次級產物收集。 
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Abstract 

Production of microbial levan by continuous fermentation with 

immobilized Zymomonas mobilis cells was studied. Effects of substrate 

concentrations (50、75、100、120 g/l), medium flow rates (36、50、72、

84、100 ml/h) and amount of carrier load (8、12、16%, carrier volume / 

fermentor volume, v/v) on levan production were examined. Production 

of levan and biomass from free Z. mobilis cells was compared between 

batch fermentation (BF) and continuous fermentation (CF). Results of 

continuous culture with immobilized cells shown, sucrose concentration 

from 50 to 100 g/l, the higher substrate concentration, the higher levan 

production, the maximum levan production and productivity were 7.70 

g/l and 0.64 g/l/h; while substrate concentration was 120 g/l, levan 

production declined. When medium flow rate increased from 36 ml/h to 

84 ml/h, higher levan production and productivity of 13.30 g/l and 1.11 

g/l/h, respectively, were observed; while production decreased at flow 

rate of 100 ml/h. The amount polypropylene foam carrier in fermentor 

shown that carrier 8% (v/v) was the best for levan production. Three 

fermentation methods showed that levan production by CF was higher 

than by BF, and higher levan production was found in immobilized cells 

as compared to free cells. GPC revealed that two groups molecular 

weight distribution of levan biopolymer were produced, they were 3 

kDa~22 kDa and 388 kDa~2540 kDa. Ethanol was also produced in CF 

process by immobilized Z. mobilis cells at the optimum conditions for 

levan production. Ethanol concentration was 17.16 g/l.
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第一章 緒論 

1.1 前言 

    現在社會中的文明病叢生，於是具有調節人類生理機能的食品不

斷的被開發出來，因此，具有機能性的多醣體產品更是受到矚目。由

於細菌生長周期短，經由細菌發酵得到細菌性多醣的時間，相較於菇

類多醣產出的時間可大為縮短，且產量也相對較多。 

果 聚 糖 (levan) 為 一 種 天 然 的 聚 果 糖 ， 為 果 寡 糖

( fructooligosaccharide, FOS )的一種，內含單體為 D-fructofuranosyl，

以 β- ( 2,6 )鍵結為主鏈，β- ( 2,1 )為支鏈( Rhee et al., 2005 )。一開始在

植物中被萃取出來，但在某些微生物的代謝產物中發現也含有

levan，目前商業生產大多利用具有 levansucrase的微生物，在以蔗糖

為碳源的環境下生成 levan。此種果聚糖具有低黏性、高水溶性、以

及低甜度、保濕性與低熱量的特性，可廣泛應用於食品上，如乳化劑、

甜味劑、增稠劑及風味攜帶劑等，而且具有保健功效，如抗腫瘤、降

低膽固醇、抗發炎與提升免疫力，以及做為益菌質和膳食纖維等(黃

等人，2010 )。 

    微生物產業的液態培養中，最常被應用的是批次發酵，因為是在

密閉的系統中加入固定濃度的培養基，再接入菌體，培養過程中汙染

機率低；但是每次進行發酵時，都需重新培養菌酛，期間需要清洗、

 1



 

滅菌、重新置換培養基等，而且菌體也無法重複利用，進而增加成本。

因此，利用連續式發酵，可以減少批次發酵操作的停滯時間，而以固

定化微生物的方式，菌體即可重複利用，減少在實驗過程中，等待重

新培養的時間與培養時所耗損的原料，以便降低成本，也可達到連續

發酵的功效，以提升代謝物的生產速率。 

1.2 研究目的 

    Levan 在食品及醫藥上有很好的用途，本研究嘗試以蔗糖為碳

源，進行固定化 Zymomonas mobilis菌體，以連續式發酵的方法生產

levan，提升 levan產量以及生產速率，以期用較便宜與經濟的方法應

用於工業生產。 
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第二章 文獻回顧 

2.1 Zymomonas mobilis之介紹 

    微生物Zymomonas mobilis的發現在 1911 年，Barker與Hillier在受

到汙染之蘋果汁中，發現果汁的味道改變還有甜味，並此情形常發生

在五月至夏季結束，於是取出遭受汙染之蘋果汁，利用啤酒麥汁做成

的固態培養基，在 22oC下培養 11天後，將菌落分離及純化出一未知

的細菌，並下了一個描述：此株菌有典型的氣味和味道，遭受汙染之

果汁初期會有氣泡產生，且會持續產生氣體，直到幾天後氣體的壓力

造成瓶子的爆裂，但當時兩位學者並未給這株細菌命名。直到 1942

年，另一位學者Lindner在龍舌蘭酒中也發現到這株菌，才有一個拉丁

名稱Zymomonas。從 1920至 1970期間，Zymomonas相繼的被不同的

人分離出來，卻被命名為不同的名稱，沒有一個完整的分類。從 1977

年之後，Swings與De Ley兩位學者將大約 40 種多種的Zymomonas 

strains利用分子生物學技術進行比較，由所得的結果提出一個結論，

所有已發現之Zymomonas皆為同一屬種，並區分出兩個亞種，分別為

Z. mobilis supsp. mobilis與Z. mobilis supsp. pomaceae ( Swings and De 

Ley, 1977 )。 

2.1.1 Zymomonas mobilis之基本特性 

Z. mobilis為革蘭氏陰性的兼性厭氧菌，但是在有氧的條件下依 
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然能生長的很好( Bringer et al., 1984； Baratti and Bu′Lock, 1986 )，菌

體形狀為短桿(表 2-1 )，長度約 2~6 µm，寬度約 1~2 µm，有鞭毛但

無孢子與莢膜，以液態培養時，菌體呈現單個或依附成雙，生長初期

會利用菌體上 1~4條的極性鞭毛移動，其中約 30%的 Zymomonas菌

株可移動，培養液會呈混濁狀，數天之後即停止活動。以固態培養，

菌落呈現乳白潮濕，不同 Zymomonas菌株其菌落邊緣會不太一樣， 

而有些菌株會利用鞭毛運動，使菌落的邊緣出現鋸齒狀(林，2008 )。 

Z. mobilis最適生長溫度範圍為 25~31 oC ( Millis, 1951 )，若溫度

提高時，會降低菌體生長以及葡萄糖吸收。但約有 74%的亞種可在

38 oC生長，而少部分可在 40 oC的環境生長，如Z. mobilis ATCC10988

可在 33oC 下生長( Forrest, 1967 )，而Z. mobilis supsp. pomaceae若高

於 36 oC則完全不生長(表 2-2，Rogers ea al., 1982 )。當溫度 15oC時，

菌體生長趨於緩慢，到 4oC以下則停止生長。因此傳統都是利用溫度

來區分亞種。 

    多數 Zymomonas菌株生長的 pH值範圍為 3.4~7.5左右，一旦超

過此範圍，則菌體無法生長(表 2-3，Swings and Ley, 1977 )。而培養 

過程中，需要注意培養基中的糖量，當其消耗完畢，則菌體會開始快

速且大量死亡(林，2008 )。 
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表 2-1、Zymomonas mobilis主要性質 

Table 2-1. Major characteristics of Zymomonas mobilis 

 

1. Gram negative 

2. Rod shaped with dimensions 1.0~2.0×4.0~5.0 µm 

3. Motile and usually occur in pairs 

4. No spores, capsules, intracellular lipid or glycogen; no resting 

stages known 

5. Facultative anaerobe 

6. Metabolize glucose or fructose to equimolar quatities of ethanol and 

CO2 using the E-D pathway 

7. Many strains can utilize sucrose and this is often accompanied by 

levan formation; however, wide variety of other sugars and fatty 

acids are not utilized 

8. Optimal pH range 6~7.0, temperature range 25~31oC, facilitates 

growth of the strain 

9. The G+C content of the cellular DNA is about 47.5~49.5% with an 

average Tm 89.3~89.5 oC 

( Carr, 1974; Swings and Ley, 1977 ) 
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表 2-2、不同溫度下對於 Zymomonas strains生長之影響 

Table 2-2. Growth of Zymomonas strains at different temperatures 

 

( Rogers et al., 1982 ) 
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表 2-3、不同 pH值對於 Zymomonas strains生長之影響 

Table 2-3. Growth of Zymomonas strains at different pH values 

 

( Swings and Ley, 1977 ) 
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2.1.2 Zymomonas mobilis之發酵 

Z. mobilis野生菌種僅能夠代謝三種醣類，分別為葡萄糖、果糖

與蔗糖 (圖 2-1，Sahm et al., 2006 )，醣類的代謝途徑主要為

Entner-Doudoroff pathway ( E-D pathway )，將葡萄糖轉換成 2-葡萄糖

酮酸後，再代謝成丙酮酸，產生酒精（圖 2-2，Panesar et al., 2006 ），

與酵母菌代謝醣類產生酒精的途徑不同。 

    當 Z. mobilis 以葡萄糖為碳源時，酒精收率達理論值的 95~98%

左右，且對葡萄糖濃度耐受性可高達 30% ( Loos et al., 1994 )，對酒

精的耐受性則可達 13% ( Rogers et al., 1982 )。此菌株對酒精的耐受性

高，其原因為菌體的細胞膜上的脂肪酸改變，所以可以對抗酒精的影

響，主要的脂肪酸是 myristic acid、palmitic acid以及 cis-vaccenic acid。

其中二價鎂離子是 E-D pathway中許多酵素的輔因子，可幫助細胞修

復細胞膜外的滲透性( Tanaka et al., 1999 )。而且，Z. mobilis可以迅速

的消耗葡萄糖並產生酒精超過 15% ( w/v ) ( Nowak, 2000 )。此菌藉由

E-D pathway進行酒精發酵，在厭氧的環境中，一莫耳的葡萄糖可產

生一莫耳的 ATP與 1.8~1.9莫耳的酒精( Swings and Ley, 1977 )，由於

ATP 的產率低，所以基質消耗在菌體的比率也低於酵母菌，故認為

Z. mobilis是生產酒精最具有潛力的菌株(Rogers et al., 1980; Lawford 

et al., 1984 )。 
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圖 2-1 、Zymomonas mobilis 生物代謝途徑總覽 

Fig 2-1. Overview of metabolic pathway of Zymomonas mobilis 

( Sahm et al., 2006 )
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圖 2-2、Zymomonas mobilis的 Entner-Doudoroff pathway 

Fig 2-2. Entner-Doudoroff pathway in Zymomonas mobilis 

( Panesar et al., 2006 ) 
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    若培養基的碳源為果糖時，則菌體的生長和酒精產率皆較低，這

是因為會產生 acetaldehyde、glycerol、dihydroxyacetone等副產物，同

時消耗部分 ATP ( McGill et al., 1971 )。 

    當 Z. mobilis以蔗糖為碳源時，酒精之產率明顯低於以葡萄糖或

果糖為碳源者，原因為菌體無法將蔗糖磷酸化而直接消化，必須分泌

酵素將蔗糖水解成葡萄糖與果糖後才可利用，而水解的過程中，同時

會產生 levan和 sorbitol ( Viikari et al., 1984, Kannan et al., 1993 )。而

Z. mobilis 利用蔗糖為碳源時，發酵過程中會牽涉到三種酵素，分別

為 intracellular invertase (E1)、 extracellular levansucrase (E2)及

extracellular invertase (E3) ( Yanase et al., 1985 ) (圖 2-3)，其中最主要

的酵素為 levansucrase，此酵素 90%的活性發現存在於培養基中，10%

在胞內，並兼負蔗糖水解與果聚糖( levan )的合成兩種作用( Lyness et 

al., 1983 )。Z. mobilis只會在含有蔗糖之培養基中，才會生成 levan，

但是不會在只有葡萄糖與果糖的混合物為碳源時產生( Leigh et al., 

1984 )。 

    從不同來源分離出之 Z. mobilis，其酒精產量也會有所不同，且

有些菌株對高糖分有較好的耐受性，而有些則時耐高酒精濃度或是較

耐高溫培養，有些不能利用蔗糖，有些則可以利用蔗糖為碳源，生產

大量的聚果糖複合物( levan ) ( Skotnicki et al., 1981 )。 
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圖 2-3、Z. mobilis以蔗糖發酵之 SacA、SacB與 SacC的作用示意圖 

( SacA：胞內蔗糖分解酵素、 SacB：胞外蔗糖-6-果糖基轉移酵素、 

SacC：胞外蔗糖分解酵素) 

Fig 2-3. Role schematic diagram of sucrose fermentation with SacA、

SacB and SacC by Z. mobilis ( SacA: intracellular invertase; SacB: 

extracellular levansucrase; SacC: extracellular invertase ) 

( Yanase et al., 1985 ) 
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2.1.3 Zymomonas mobilis之相關研究 

Rogers 等( 1980 )利用 Z. mobilis ATCC10988與 Saccharomyces  

uvarum 兩株菌，以不同濃度的葡萄糖為碳源進行發酵，研究顯示，

Z. mobilis在葡萄糖濃度 25%時，比生長速率( specific growth rate )及

葡萄糖利用率( glucose uptake rate )皆高於 S. uvarum，在酒精轉換率

上，前者為 92.5%，高於後者的 86%，而這兩株菌的最高酒精產量分

別為 102 g/l與 108 g/l，相差不到 6 g。 

Carey和 Ingram ( 1983 )研究利用 Z. mobilis中的脂肪組成來探討

此株菌對酒精及葡萄糖的反應。結果顯示，兩者不會對其脂質組成直

接 造 成 影 響 ， 但 是 會 造 成 phosphatidylethanolamine 與 

phosphatidylglycerol的比例，而且酒精也是對細胞膜的一種傷害，因

此，Z. mobilis 在膜脂質上的改變或許是為了可在酒精中生存所做的

調整。 

Lee和 Huang ( 1995 )以蔗糖為主要碳源的培養基，加入固定化的

invertase，以促進 Z. mobilis對蔗糖的水解速率，發現可降低此株菌在

發酵過程中產生的副產物，如 levan與山梨醇，進而提高酒精的產率。 

Ohn等( 1996 )將 Aspergillus awamori與 Z. mobilis 兩株菌利用共

固定化( co-immobilized )系統同時固定，研究顯示，此兩株菌能夠在

共固定化系統中，直接以澱粉為碳源的培養基中發酵生產酒精，因為
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A. awamori能產生 amylase將澱粉水解成葡萄糖後，Z. mobilis即可利

用這些葡萄糖來生成酒精。 

Kannan等( 1998 )學者利用突變種的Z. mobilis來發酵蔗糖生產酒

精，因為此突變菌種無法生產 levansucrase及 intracellular sucrase這兩

種酵素，因此，以蔗糖為碳源時，不會產生 levan與山梨醇等副產物，

即可增加酒精的產量。 

Ananthalakshmy和Gunasekaran ( 1999 )探討利用Z. mobilis B-4286

生產levan之最適條件，以不同濃度之蔗糖為碳源生產levan，結果顯

示，當蔗糖濃度從 50 g/l上升至 150 g/l，levan產量則由 5.7 g/l增加至

12.6 g/l，但超過 15%之蔗糖濃度，不會增加biomass，而在pH 5、30oC，

levan之產量可提升至 15 g/l。當培養溫度為 35與 40oC，則無levan的

產生；若再添加葡萄糖或果糖於培養基中，levan產量會下降，從 12.6 

g/l分別降至 2.8 g/l及 6.7 g/l，葡萄糖濃度太高所造成levan產量下降的

影響較大。 

    Calazans等( 2000 )學者利用Z. mobilis CP-4、ZAP、ZAG-12及

Z-1-81四株菌株生產levan，所得的分子量不同( 3.53×105至1.07×106 

Da )，對具有肉瘤細胞的瑞士白鼠之腫瘤細胞的抑制能力測試，研究

顯示，以分子量456.9 kDa之levan對抑制腫瘤之能力最佳( 72% )，其

他依次為720.2 kDa ( 53% )、769.5 kDa ( 43% )、1073.5 kDa ( 43% )、
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353.5 kDa ( 27% )，因此，認為levan之分子量大小會影響抗腫瘤效果。 

Amutha 和 Gunasekaran ( 2001 )將 Z. mobilis 與 Saccharomyces 

diastaticus共固定化( co-immobilized )後，以處理後的樹薯泥為碳源，

並且也分別利用 Z. mobilis與 S. diastaticus的個別菌來發酵樹薯泥，

研究發現，以單株菌進行發酵時，酒精產量分別為 46.7 g/l及 37.5 g/l，

若是以共固定化系統發酵，則酒精產量可達 53.3 g/l，因為 S. diastaticus

會產生 amyloglucosidase，先將樹薯泥做處理，使葡萄糖濃度增加，

之後 Z. mobilis再利用這些葡萄糖，使酒精產量提高。 

Bekers等( 2001 )以不鏽鋼絲球、氧化鋁顆粒以及褐藻酸鈣為固

定化載體，利用固定化 Z. mobilis 113S菌體進行重複批次發酵蔗糖，

研究顯示，這三種固定化方式，所得菌量皆相似，而最大之酒精濃度

與 levan 產量在第二及第三個發酵週期時，分別為 2.3~2.7%、

1.3~1.5%，並可觀察到發酵過程中，levan 會覆蓋在氧化鋁顆粒之表

面上，而發酵後期，褐藻酸鈣膠粒會被破壞。 

    Alegre ( 2005 )將變種之Z. mobilis CCT 4494以蔗糖為碳源，發酵

生產levan，結果顯示，levan之產量可達42 g/l。 

Rebros 等( 2005 )利用 polyvinyalcohol 的水凝膠來固定化 Z. 

mobilis，文獻中證明菌體可以固定在這種高分子上，而且可以有效的

降低成本，同時增加了酒精產量，對工業及發酵工廠是極有利的。 
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Oliveira等( 2007 )學者利用 commercial sucrose、molasses (糖蜜)

以及 sugar cane syrups (甘蔗糖漿)這三種較低成本為碳源，以 Z. 

mobilis ATCC 31821進行發酵生產 levan，其產量分別為 21.685 g/l、

2.533 g/l 與 15.456 g/l，雖然 sugar cane syrups 之 levan 產量較

commercial sucrose 低 28.724%，但是前者之 biomass 是後者的 2.76

倍。 

林 ( 2008 ) 利用回應曲面實驗設計法 ( response surface 

methodology, RSM )進行Z. mobilis轉化葡萄糖成酒精之培養基最適

化，研究證實，其組成為葡萄糖 166.5 g/l、yeast extract 6.1 g/l、KH2PO4 

1 g/l、(NH4)HPO4 1 g/l與MgSO4‧7H2O 0.5 g/l，可得之酒精濃度、產

率及理論轉化率分別為 77.75 g/l、3.24 g/l/h與 91.36%，並利用藻酸鈣

做為固定化菌體的載體，進行重複批次發酵，發現固定化系統優於懸

浮菌體。 

蘇( 2010 )以蔗糖為碳源與以 yeast extracts為氮源，利用 Z. mobilis 

ATCC 29191發酵生產 levan，並以泡棉、菜瓜布、發泡煉石及生化濾

球為載體，將菌體固定化後進行重複批次發酵，研究結果顯示，以泡

棉作為菌體固定化之載體在蔗糖濃度 10.0% 與 yeast extract 濃度

1.0%，以及調整起始 pH 5.0於靜置不通氣的條件下，進行 Z. mobilis

反覆批次發酵，levan產量可在較低成本與短時間內達最大產量。 
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2.2 Zymomonas mobilis之果聚糖( levan )介紹 

    Levan 首先是由德國學者 Lippmann於 1881 年所形容出來的，當

初提議之名字為 laevulan，在 1901 年時，另一位學者 Greig-Smith，

發現 Bacillus此菌種在利用蔗糖生長代謝的過程中產生了果寡糖，於

是將此命名為 levan。 

    Levan 是 一 種 果 糖 的 聚 合 物 ( frutan ) ， 為 果 寡 糖

( fructooligosaccharide, FOS )的一種，果寡糖又名低聚果糖，是寡糖中

的一類。果寡糖之合成途徑為果寡糖基轉移酶對蔗糖分子與一至多個

果糖分子進行反應，藉由酵素催化蔗糖末端的果糖基轉化至另一蔗糖

分子上，而產生蔗果三糖，其再被果寡糖基轉移酶催化成蔗果四糖或

蔗果五糖，或是由蔗果三糖末端轉移果糖基至另一個聚果糖分子，產

生聚合度（DP；degree of polymerization）大於三的果聚糖(黃等人，

2010 )。屬於自然界中高分散性的生物聚合物，主要是由

D-fructofuranosyl 此官能基以 β- 2,6與 β- 2,1鍵結成同質聚合物，並

以 GFn，n= 2-10表示。果寡糖目前是依照鍵結的方式做區分，分為

levan及 inulin（菊糖）兩種，而前者之水溶性高於後者。＇ 

2.2.2 levan之組成及結構 

    Levan是一種天然的聚果糖，內含單體D-fructofuranosyl，以β- 2,6

方式鍵結的蔗果三糖（6-kestose；GF2）佔主結構中的大比例，並廣
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泛伴隨β- 2,1的支鏈鍵結(圖 2-4，Rhee et al., 2005 )，其分子形狀在電 

子顯微鏡中可看到球狀體，並觀察到主鏈是依照相同生成代謝速度延

伸成放射狀。結構分類上為左旋糖，沒有固定形狀並有微量結晶，可

溶解於冷水中，而在熱水中溶解度更高。 

    而Levan的分子量計算是將許多支鏈殘基上的片段合併起來，其

中細菌產生的levan，有超過 30%的殘基在側鏈，所以微生物生產之

levan會比植物性levan的分子大。來自植物之levan分子量範圍約在

2.0×103至 3.3×104 Daltons ( Rhee et al., 2002 )，而Z. mobilis因其聚合度

不同所生產的levan分子較大，其範圍約為 106 Daltons ( Kennedy et al., 

1989 )。且聚合成levan之單體數量以及聚合程度會受到培養基中營養

成分濃度與環境因素的影響，因而會有不同的分子量範圍出現。其化

學結構及物理性特徵如：分子量分級、鍵結形式、糖類成分與黏性等，

都已被廣泛的描述。 

2.2.3 levan之來源 

    許多植物組織中有小分子量的 levan，分子量通常小於 5000 Da，

其含量通常不高，目前商業生產 levan的方法，以細菌發酵蔗糖為主，

因為其成本低且生產時間較短(黃等人，2010 )。因此，依照來源及生

長條件可分為 plant levan 以及 microbially-produced levan (簡稱

Microbial levan )，兩者有不同的特性。Microbial levan是指來自微生
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圖 2-4、 Levan的化學結構式。主鏈以 β-2,6鍵結，支鏈則在 β-2,1的

分支點上與主鏈鍵結而成；而支鏈仍以 β-（2,6）鍵結為主 

Fig 2-4. Structure of levan. The main chain is connected by β- 2,6 

linkages and the branch is connected to the main chain by β- 2,1 

linkage；the branch then continues with β- 2,6 linkages 

（ Rhee et al., 2005 ） 
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物中的 levansucrase利用 sucrose及 raffinose為碳源而生產於細胞外的

多醣類，主要由細菌生產，例如 Bacillus subtilis、Zymomonas mobilis、

Bacillus polymyxa、Aerobacter levanicum、Erwinia amylovora、 aquatilis

與 Pseudomonas等菌株。表 2-4 ( Youn, 1990 )列出可產 levan之菌種。 

2.2.3.1 levan之合成 

    Levan的合成過程牽涉一胞外酵素 levansucrase ( β- 2,6 fructan：

D-glucose-1-fructosyltransferase, E.C.2.4.1.10 )作用，此酵素對蔗糖的

作用相當明顯，是被認定由蔗糖轉換合成 levan的主要原因(圖 2-5，

Hehre, 1951 )，其本身屬於轉化酶，催化 fructosyl官能基藉由蔗糖接

受不同受器時，而轉換成不同物質。在以蔗糖為碳源時，細菌所分泌

之 levansucrase會逐一將來自蔗糖的單一果糖基，加到正在增長的果

聚糖鏈上之非還原端果糖上面( Han, 1990 )。 

    蔗糖水解成葡萄糖與果糖時會伴隨 levan的產生，許多研究指出

levan之形成是由 levansucrase所催化的，此酵素兼具蔗糖水解與 levan

合成兩種作用( Lyness and Doelle, 1983 )。因此，levansucrase為細菌

生成 levan 的重要關鍵，表 2-5 列出可生產此酵素之菌種( Song and 

Rhee, 1994 )。 

    以下簡單介紹 levansucrase作用的數種反應： 
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表 2-4、生產 levan之微生物 

 

Table 2-4. Microorganisms of levan produced  

( Youn, 1990 ) 



( Hehre, 1951 ) 

 

Fig 2-4. Unit step in growth of a levan molecule from sucrose, catalyzed by levansucrase 

圖 2-5、蔗糖經過 Levansucrase作用，生產多醣 Levan的單位步驟 
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表 2-5、生產 levansucrase的微生物種類 

Table 2-5. Microorganisms producing levansucrase enzyme 

 

Microorganisms References 

Bacillus subtilis Tanaka et al., 1978 

Aerobacter levanicum Evans and Hibbert, 1946 

Bacillus polymyxa Han and Clarke, 1990 

Erwinia herbicola Keith et al., 1991 

Rahnella aquatilis Ohtsuka et al., 1992 

Zymomonas mobilis Yoshida et al.,1990；Dawes and 

Ribbons, 1966 

( Song and Rhee, 1994 ) 
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1. Polymerization： 

（Sucrose）n→（Glucose）n＋Levan＋Oligosaccharides 

此反應會發生在蔗糖是 fructosyl的唯一提供者與接受者時，會進 

行聚合反應生成果糖同質聚合物及自由態的葡萄糖。 

2. Hydrolysis： 

Sucrose＋H2O→Fructose＋Glucose 

（Levan）n＋H2O→（Levan）n－1＋Fructose 

蔗糖與 levan 在以水為接受器並在 levansucrase 催化酶作用下生

成自由態果糖，但此反應速率與以糖作為接受器時的反應速率的慢。 

3. Acceptor： 

Sucrose＋Acceptor molecules→Fructosyl-acceptor＋Glucose 

當環境中有某種接受器存在時，levansucrase 可明顯地在此接受

器的協助下將蔗糖中的 fructosyl轉化成醛糖的 C-1 hydroxyl group。 

4. Exchange： 

Sucrose＋【14C】Glucose→Fructose-【14C】Glucose＋Glucose 

此反應可與前述反應 2、3 相互比較，其中不同的是此反應中蔗

糖的再生機制中有高能量鍵結。 

5. Disproportionation： 

【Levan】m＋【Levan】n→【Levan】m－1＋【Levan】n＋1
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此反應為不平衡反應，可觀察到 levan與寡糖的多分散性程度是

經過修飾的（ Rhee et al., 2005 ）。 

2.2.3.2 levan生成之影響因子 

    以細菌生產 levan時，依每種細菌不同，其培養條件有所差異，

發酵參數會影響 levan的產率以及其分子大小等，主要參數包括培養

溫度、蔗糖濃度、攪拌程度與 pH等(黃等人，2010 )，而細胞生長過

程消耗碳源、副產物的生成、一些抑制 levansucrase反應的產物及少

數其他酵素生成也會造成影響( Song and Rhee, 1994 )。其中蔗糖濃度

與溫度是影響 levansucrase 酵素活性及 levan 產生量的最大因素，許

多 levan是在較低溫的環境下產生的反應化合物，高溫則是有利於自

由態果糖或短鏈寡糖的堆積，如表 2-6 ( Song and Rhee, 1994 )所示。

2.2.4 levan之應用 

初期的 levan在工業上的利用較少，因其在工業製程上的產量太

低，直到許多可以生產 levan之微生物相繼被篩選鑑定出來，藉由基

因工程技術大規模的將 levansucrase轉殖到 E. coli上生產 levan ( Seo 

et al., 1996 )，再將其產物及其衍生物應用在農業、化妝品、食品原料、

動物飼料及製藥上( Clarke et al., 1997; Kim et al., 1998; Vijn and 

Smeekens, 1999 )。除此之外，levan與其他物質混合後具有不同的功

能，例如，levan acetate與 levan 利用鍵結作用與 epichlorohydrin混合 
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表 2-6、溫度對 levansucrase進行 transfructosylation reaction的影響 

Table 2-6. Effect of temperature on the transfructosylation reaction of 

levansucrase 

 

 

 

( Song and Rhee, 1994 ) 
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後可用於製作塑膠薄膜；亦可作為膠黏劑，或是與 ethylcellulose混合

或參雜在溶液或薄膜中（Barone, 2007）。 

    Levan 的應用大致可分為食品加工層面、保健功效以及在水產養

殖的應用上。 

2.2.4.1 食品加工層面 

    在食品應用上 levan可代替糊精( dextran )，因其具有低黏性、高

水溶性、高生物相容性與對酸水解敏感( Huber et al., 1994 )。也可當 

乳化劑、成型劑、穩定劑、甜味劑、增稠劑及風味攜帶劑等( Han, 1990;

黃等人，2011)，或是取代阿拉伯膠使用在食物上以及做為食品外層

可食用的外膜( Huber et al., 1994 )。Levan是一種低熱量的天然水溶性

植物纖維，具有低甜度與保濕性等特性，所以被廣泛應用於飲品、乳

製品、糖果及麵食等（ Izzo and Niness, 2001 ）。 

2.2.4.2 保健功效 

身體保健方面的功效，如抗腫瘤( Calazans et al., 1997; Yoo et al., 

2004；黃等人，2010 )、降低膽固醇( Yamamoto et al., 1999 )、抗發炎

( Vigants et al., 2001 )以及提升免疫力( Calazanas et al., 2000; Yoo et al., 

2004 )等，也可做為血漿填充劑( Han, 1990; Liepa et al., 1993 )。 

    Levan會隨著分子大小的不同，具有許多不同的生理活性。文獻 

指出，當細菌生長在蔗糖環境中，可生產較大分子的levan，分子量約
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為 106 Da，具有在血清中可誘發抗體形成的功能；而levan分子量範圍

介於 30 kDa至 100 kDa則是可做為血液增量劑的功用( Rairakhwada et 

al., 2007 )。分子量為 25 kDa至 250 kDa則可做為血漿填充劑，因其打

入血管後會自身體緩慢排出，因此無毒性。 

較小分子之 levan則具有高度抗腫瘤活性，文獻中表示，最佳抗

腫瘤活性的平均分子量約在 456.9 kDa，顯示 levan抗腫瘤活性是根據

其分子大小，並且分子量不同分級也會影響 levan 的效用（表 2-7，

Calazans et al., 2000 ）。除了 levan之分子量大小左右其抗腫瘤活性

外，也有學者探討其支鏈的影響，認為 levan之化學結構對於抗腫瘤

活性扮演著很重要的角色。 

    levan 也被發現能降低血中的三酸甘油酯與膽固醇濃度，學者推

測其可能機制有四種，其中第一種為類似膳食纖維的效果，可以和膽

酸及膽鹽結合，把它們排出體外，防止它們的再吸收，因此人體內會

促進膽固醇在肝臟進行氧化作用，產生更多的膽酸，因而降低血膽固

醇的濃度( Yamamoto et al., 1999 )。其他三種主要為 levan是益生菌

質，可促進乳酸菌生長，而乳酸菌本身及其代謝 levan之產物具有降

低膽固醇的特性( 黃等人，2010 )。 
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表 2-7、Z. mobilis所產不同分子量大小之 levan其抗腫瘤的活性 

Table 2-7. Antitumour activities of different levan molecular weight by  

Z. mobilis produced 

 

 

                   (Calazans et al., 2000 ) 
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    而近期研究顯示，levan具有刺激老鼠脾臟淋巴球之效果，且與 

levan施用之劑量呈正相關(黃等人， 2010 )，淋巴球增生為細胞及體 

液免疫反應活化的決定性因子，因此，levan 與提升免疫反應有密切

關係。而也有文獻提到，levan具有當作益菌質( prebiotic )的特性，所

謂益菌質是人體無法消化吸收的食物成分，會在大腸中選擇性的刺激

益菌生長，當這類益菌生長同時，所產代謝物會抑制害菌，所以可以

調整腸道菌叢生態，進而增進宿主的健康。 

2.2.4.3 水產養殖的應用 

    而近年來已有學者將 levan 應用在水產養殖研究上(黃等人，

2011 )。因為 levan 可促進乳酸菌等在動物腸道繁殖，進而抑制有害

細菌，因此，推測 levan也可用在調整魚類腸道之菌相、增加菌叢生

態平衡、降低不良細菌數量並增強免疫能力等，進而提升魚類養殖成

效。 

    研究指出，levan 可提升魚類免疫調節功能，因為其能增加血液

中白血球數量與血清中溶菌酶、減輕魚隻內臟受病源菌攻擊後受傷之

程度( Gupta et al., 2008 )、提高血液中總紅血球和血紅素含量、血清

之總蛋白及球蛋白含量與提高魚隻抵抗病源菌之能力等

( Rairakhwada et al., 2007 )，levan也可增強魚隻在高溫環境的耐受情

形。如上述所示，有關 levan應用於水產養殖之潛力值得關注。 
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2.2.5 levan產量之測量方式 

    Levan的測量方式有許多方式，較常使用的是高效能液相層析法

( high-presure liquid chromatography, HPLC )進行分析，選用離子交換

管柱，搭配以四元素所組成的梯度幫浦及分別以金、Ag/AgCl為電擊

的脈衝安培檢測器來記錄發酵液中的 levan含量( Rairakhwada et al., 

2007 )。另外也有使用酸水解的方式，先將 levan用 0.1N HCl在 100℃

下水解一小時後，利用 3,5-Dinitrosalicylic 測量水解液中果糖的單位

數進行換算( Kannan et al., 1993 )。除此之外，還有利用酚硫酸法的呈

色反應來換算 levan產量，利用其不溶於高濃度酒精的特性，將 levan

析出後經過酸水解並與酚結合產生橙黃色物質，記錄其吸光值帶入標

準曲線後，換算求得產量( Vikari, 1984 )。本試驗使用的方式為酚硫酸

法進行 levan的測定。 

2.3液態培養 

液態培養( liquid-state culture )又可稱作深層培養或深層發酵培

養( submerged cultures )，培養方式是將微生物接種於液態培養基中，

在生物反應器中進行相關的生化反應，並控制培養基的基質、溫度、

pH 值、通氣量、攪拌速率等影響因子，使微生物生長，而產生具有

生理活性之代謝物，常用於真菌與細菌的培養。優點為可有效控制微

生物生長所需的條件，相較於固態發酵，液態培養的週期短、成本低、
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產量較穩定，以及可提供細菌較高的含水量環境生長。 

2.3.1液態培養之影響因素 

    培養的過程中影響的因素很多，如不同的菌種及其生長特性、培

養基組成，包括碳源、氮源、微量元素、接種濃度與 pH值，以及是

否有攪拌、氧氣需求與發酵槽的型態。 

液態培養可能影響菌體生長及代謝產物的關鍵因子，可分為化學

與物理因素兩大類。 

(一)、化學因素 

    化學因素中主要是培養基的組成，它是微生物所需營養的來源，

而培養基中最主要的就是碳源與氮源。 

1. 碳源： 

    主要是構成細胞質的重要物質，並提供菌體生長所需的能源

( Keith et al., 1991 )。一般來說，愈高之碳源濃度愈有利於菌體生長，

但是過高的濃度反而會產生抑制的作用( Hsu et al., 2002 )，本試驗之

菌株 Z. mobilis，其碳源濃度最少為 2%，最多可達 20% ( Litchfield, 

1979 )，但依不同來源之菌種，使用的碳源濃度會有不同。 

2. 氮源： 

    是菌體構成蛋白質與核酸之主要元素，不同種類之氮源及含量多

寡皆會對菌體造成影響。氮源又分成無機和有機氮源，後者可轉換成

 32



 

碳源，可進一步使碳源增加，以供菌體生長，因此，較常選用有機氮

源。 

3. 無機鹽類： 

    可做為培養基中的緩衝物質，穩定發酵過程中的環境，進而影響

菌體生長及代謝產物的產量，但添加濃度不宜過高，無機鹽類如硫酸

銨、磷酸二氫鉀、硫化鐵等。 

4. 微量元素： 

    對菌體的生長也有正面影響，包含構成細胞組成，做為酵素輔因

子、維持酵素作用及調節新陳代謝等功能，微量元素如 Fe、Mn、Co、

Mo、Mg等。 

5. pH值： 

    培養基之 pH值會影響細胞膜的通透、酵素活性以及改變培養基

中離子的狀態，造成菌體對營養物質攝取的改變，也會使代謝產物種

類不同及產量受到影響。 

(二)、物理因素 

1. 攪拌： 

    攪拌速率也會影響到菌體的生長情況，而攪拌速率高低會隨著菌

體適合生長的環境做改變。 

2. 氧氣： 
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    氧氣對於微生物生長、營養物質的傳遞與代謝產物的生成有很大

的影響，因此，在好氣性微生物的液態發酵中，氣體的供應也是重要

因素。單位以通氣量( vvm )表示，代表每分鐘每公升培養液體積通入

的氣體體積（ gas volumn/ liquid volumn/ minute ）。氧氣的供給會依

照微生物種類與其生長特性而有所不同，如厭氧菌培養時，可在培養

液中通入氮氣或二氧化碳以利其生長。 

2.3.2發酵方式 

    在液態培養中，進行生化相關反應的裝置，稱之為生物反應器

( bioreactor )或俗稱發酵槽( fermentor )。生物反應器的操作方式大致

上可分為三類，批式發酵、饋料批次發酵以及連續式發酵。這三種發

酵方式各有其優缺點，如表 2-8 (梅，1999； 林，2003 )。 

1. 批次發酵（ batch fermentation ）： 

    是最常應用於各類發酵產品上之方式，將營養物質及菌種一次加

入，在密閉系統中進行培養，期間除了 pH值的控制、空氣的進入及

排出外，與外部沒有物料的交換，故汙染機率低；但由於對外隔絕以

及發酵培養液之體積固定，導致產物的抑制作用大，再加上清洗、滅

菌、重新置換培養基等停滯時間長，故生產速率相對偏低。 

2. 連續式發酵（ continuous fermentation ）： 

    指以一定速度向發酵槽內添加新鮮培養基，同時以相同的速度取 
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表 2-8、三種發酵方式之優缺點 

Table 2-8. Advantages and disadvantages of three types of fermentation 

 

發酵方式 優點 缺點 

批次 1. 發酵週期短 

2. 菌種退化率小 

3. 汙染機率低 

1. 因清洗、滅菌、重新置換培

養基等停滯時間長 

2. 經常滅菌會降低儀器壽命 

3. 前培養和種子花費大 

饋料批次 1. 染菌、退化機率小 

2. 使反應系中營養物質濃度保

持一段較長的時間，又不造

成不利的影響，進而達到提

高產率的目的 

1. 非生產時間長 

2. 只根據一、兩個一次檢測的

靜態參數（基質殘留量、

pH、溶氧等）設定控制點，

帶有一定的盲目性，不太能

同時滿足微生物生長以及產

物的生成 

連續式 1. 提供一個穩定且高速生長環

境 

2. 在工業生產上，可減少清

洗、裝料、滅菌及接菌等的

操作時間，以提高生產效率

3. 產物質量較穩定 

4. 設備的體積可以減小 

5. 便於自動化管理，節省人力

物力，生產費用較低 

1. 在長時間培養過程中，微生

物菌種容易發生變異，也較

易被汙染 

2. 新加入之培養基與原有培養

基若沒有完全混合，易影響

培養和營養物質的利用 

(梅，1999； 林，2003 ) 
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出發酵液，因而使得反應器內的液體容量維持一定，微生物得以在穩

定的環境下生長，在操作正確之下，菌體可以有效的延長批式培養中

對數期的時間。穩定狀態下，微生物所處的環境條件，如營養物質濃

度、產物濃度、pH 值等等都能保持恆定，則菌體濃度及生長速度也

能維持不變，甚至可以依需要來調整生長速度。因此，相較於批次發

酵，連續式發酵可以減少批次發酵之停滯時間，使生產速率相對增快。 

3. 饋料批次發酵( fed-batch fermentation )： 

    介於批式發酵及連續式發酵間的一種發酵技術，又稱半連續發

酵，指微生物在批式發酵時，以某種方式向反應系統內加入一定新鮮

培養基的技術，以維持菌體生長或是誘導產物生成。透過此技術操

作，可以使反應系中營養物質濃度保持一段較長的時間，又不造成不

利的影響，進而達到提高產率的目的。缺點在於只能根據一、兩個一

次檢測的靜態參數（基質殘留量、pH、溶氧等）設定控制點，帶有

一定的盲目性，不太能同時滿足微生物生長以及產物的生成，亦不可

能完全避免基質的濃度調控反應。 

2.4菌體固定化之介紹 

    菌體固定化( cell immobilization )的定義為利用人工技術將微生

物細胞限制在固定的空間中，以物理或化學的方法將生物觸媒

( biocatalyst )固定在一載體上，此處生物觸媒可泛指為細胞或酵素

 36



 

( Scott, 1987 )，使微生物細胞附著於載體表面而形成生物膜

( biofilm )，或是將微生物包埋於載體內而成的生化觸媒(卓，2008 )。     

固定化後的微生物，利用載體所擁有的物理特性或化學活性，能

給予生長代謝過程中更好的環境與使用效率。而固定化菌體大致可分

為兩種型態，其一為自然固定化，另一種為人工固定化( Cohen et al., 

2001 )。 

1. 自然固定化( self-attachment immobilization ) 

    在人為提供的環境下，微生物細胞自然附著或凝集於支持物、載

體表面或是多孔性載體內部，而形成生物膜，又可稱為 attached 

growth。 

2. 人工固定化( artificial immobilization ) 

    以人工技術將有活性的微生物細胞固定在載體表面或內部，而形

成生化觸媒。 

2.4.1固定化之方法 

    不同的固定化方法會影響菌體的活性，所以，菌體的可利用性與

再利用性，以及穩定性等都是在選擇固定化方法時，需要考慮到的因

素。近幾年來，依照固定化方法與載體的不同，大致可分成四大類，

分別為附著或吸附於載體表面上、包埋在多孔隙的載體中、以自然或

是人工的方式誘導使生物絮凝，以及利用機械方法限制菌體的活動空
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間( Pilkington et al., 1998 )。個別說明如下： 

(一)附著或吸附於載體表面上 

1. 吸附法( adsorption )： 

    利用生物體與載體間的物理作用力，如凡德瓦力、氫鍵等靜電力

與疏水性的作用力，來進行吸附並固定在載體之表面(圖 2-6 (a) )。由

於利用生物體與載體間的表面作用力，使之附著於載體上，所以不需

要額外的化學活化，因此，相較於其他固定化方法，具有操作簡單、

固定化條件溫和、載體可重複使用以及細胞活性損失小等優點；但是

作用力較微弱，因此，很多因素會造成脫附的發生，如 pH值、溫度、

離子強度、培養基濃度改變、進料的流動速率與攪拌、顆粒之間的磨

損，皆會造成生物體的損失，同時也增加產品的回收難度(吳等人，

2006 )。 

2. 共價鍵結法( covalent binding )： 

    藉由共用電子對所形成的共價鍵，使微生物與載體緊緊連在一起

(圖 2-6 (b) )。兩者之間的連結，可直接結合，及利用特殊試劑活化載

體之後，加入生物體進行偶合反應；另一種是透過間隔基( spacer )結

合，此間隔基會改變微生物與載體之間的共價鍵的鍵長，以此提高生

物體的移動性。相較於吸附法，結合較堅固及不易脫附等優點；但是

因為此法所需的反應條件嚴苛，導致生物體易失去活性，以及載體不 
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圖 2-6、固定化方法(a) 吸附法；(b) 共價鍵結法；(c) 離子鍵結法；

(d) 包埋法；(e) 交聯法；(f) 包覆法 

Fig 2-6 .  Immobilization methods (a) adsorption; (b) covalent binding; 

(c) ionic binding; (d) entrapment; (e) cross-linking; (f) encapsulation 

(李，2011 ) 
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方便重複利用(吳等人，2006 )。 

3. 離子鍵結法( ionic binding )： 

    是利用微生物與載體間帶相反電荷所形成之靜電吸引力，使兩者

結合(圖 2-6 (c) )。相較於吸附法，連結得更牢固，而且程序簡易，不

會對生物體造成傷害；但相較於共價鍵結法，生物體與載體之間的鍵

結仍不足，容易被外在環境影響，如 pH值、溫度、離子強度及緩衝

溶液(吳等人，2006 )。 

(二)包埋在多孔隙的載體中 

包埋法( entrapment )： 

    利用高分子聚合物在凝膠時，將微生物包埋在分子鏈交錯而成之

網狀結構內部(圖 2-6 (d) )，此網狀結構孔隙不可以過大，一方面可防

止包埋的生物體脫落，同時可進行基質與產物的擴散作用(林，

2005 )。常用載體材料為高分子聚合物，如藻酸鈉、果膠、鹿角酸鈉

與瓊脂。其特點會隨使用目的不同，可將固定化微生物的外觀形狀制

成不同的，如球狀、圓柱狀、似纖維狀及似平板狀等，具有固化、成

型方便、對生物體活性影響小以及固定化菌體密度高等優點(吳等

人，2006 )；但菌量的累積會使基質與微生物在質傳上有一定的影響

( Kourkoutas et al., 2004 )。 

(三)以自然或是人工的方式誘導使生物絮凝 
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交聯法( cross-linking )： 

    為一種不使用載體的固定化技術，利用物理或化學方式使微生物

相互鍵結在一起，而形成三級的立體交織網(圖 2-6 (e) )。如細菌的細

胞壁是由胜肽多醣( peptidoglycan )聚合而成，以胜肽鍵結合，再利用

醛類化合物做為交聯劑，如已二醛 ( glyoxal )或戊二醛

( glutaraldehyde )，與胜肽多醣形成亞胺( imine )鍵結，以達到細胞相

互鍵結的效果( Fride, 1995 )。相較於其他固定化方法，此法的製備簡

單；但是製備出的凝聚物不堅固，而且基質會因質傳限制無法進入凝

聚物內部，導致微生物活性降低(吳等人，2006 )。 

(四)利用機械方法限制菌體的活動空間 

包覆法( encapsulation )： 

    利用外層高分子半透膜來限制菌體活動，其內部為一液態環境，

微生物以懸浮方式生長(圖 2-6 (f) )。優點是可提供菌體足夠的生長空

間；但固化生物體之膜有生物淤積( Gryta, 2002 )、質傳限制( Lebeau et 

al., 1998 )、機械性質差( Yoo, 1996 )與膜汙染等問題。 

2.4.2固定化技術之特性 

    相較於懸浮菌體，固定化菌體由於有載體的保護，較不易受外界

環境的影響，並且還可以重複使用，得以延長菌體的使用時間及維持

操作系統的穩定性。各種固定化方法在應用上都有不同的限制在，如
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表 2-9 (陳，2003 )，因此，可依照不同需求，選擇所需要的特點加以 

應用如表 2-10 (林等人，2002 )。 

2.4.3固定化菌體之優點 

    菌體固定化後，可減少生物催化劑原本所具有的不安定性，以及

不易掌握與無法重複利用等缺點。因此，菌體固定化具有以下優點

(林，2008 )： 

1. 菌體密度高，進而提高代謝速率與縮短產出代謝物的時間。 

2. 固定化的菌體可重複使用，減少在實驗過程中，等待重新培養的

時間與培養時所耗損的原料，以便降低成本。 

3. 顯著的增加保存及使用期間的安全性。 

4. 可提高反應生產物的純度與效率，並且產物容易分離。 

5. 因為微生物的流失少，可用於反應的連續化。 

6. 方便設計成適合使用的形狀與性質。 

2.4.4固定化之載體選擇 

    固定化的載體材料會影響菌體的發酵，理想的載體應該要不影響

菌體活性、質傳性能良好、化學與物理性質穩定、機械強度高，而且

在安全與環境的考量下，載體本身要無毒性、生物相容性、生物可降

解性、載體再生容易以及使用壽命長與價格低廉等(李，2011 )，如表

2-11 (吳等人，2006 )。載體和固定化條件對菌體生長皆有很大的影 
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表 2-9、各種菌體固定化方法之比較 

Table 2-9. Comparison of different immobilized cell techniques 

 

 

(陳，2003 ) 
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表 2-10、固定化菌體的特性與選擇規範 

Table 2-10. Characteristics of the immobilized cells and selection 

specification 

 

固定化菌體的特性 固定化菌體的規範 

溶解度 低 

生物分解度 低 

穩定度 高 

材質必須有好的機械強度和黏彈性質 

因此對於摩擦敏感度不高 

擴散係數 高 

成長 必須的 

菌體必須能夠在固定化程序中存活 

並在固定化材質中繁殖 

固定化程序 簡單的 

固定化在大規模操作上是可能的 

價錢 低 

(林等人，2002 ) 
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表 2-11 、選擇固定化載體及方法時需要考量的基本要件 

Table 2-11. Basic requirements of immobilization carrier for microbial 

cells 

特性 考慮因素 

物性、化性 強度，非壓縮顆粒，有效表面區域，形狀(顆粒、薄膜、纖

維狀)，孔洞程度，顆粒體積，滲透性，密度，微生物生長

空間，流動速率。親水性( 載體與水的鍵結)，對微生物不

具反應性，載體的再生性及重複使用。 

穩定性 微生物產率，微生物活性再生與維持，載體穩定性。 

抗性 外來菌體的侵害，化學藥劑分解，pH，溫度，有機溶劑，

微生物防禦機制(蛋白質)。 

安全性 生物相容性(免疫反應)，添加反應劑之毒性，製備過程及最

終產物對人體健康和安全的影響，應用於食品、醫藥及醫

學上需特殊之固定化製備。 

經濟效益 載體的取得及成本，化學藥劑，特殊設備，技術需求，環

境衝擊，工廠規模，放大製程的可行性，連續製程，載體

的重複使用性，CRL*或 zero汙染。 

反應 流動速率，微生物負荷量及生產率，反應動力學，子反應，

多微生物系統，批次、CSTR、PBR、FBR、ALR**等，基

質與產物質傳限制。 

*CRL：推測所承受風險程度( calculated risk level ) 

**CSTR：連續攪拌槽反應器( continuous stirred tank reactor )、PBR：填充

床反應器( packed bed reactor )、FBR：流體化床反應器( fluidized bed 

reactor )、ALR：氣舉式反應器( air lift reactor ) 

(吳等人，2006 ) 
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響，不同載體適用於不同菌種，而不同的固定化方法有不同的載體，

如表 2-12。(吳等人，2006； Kourkoutas et al., 2004 )。 

2.4.5 以泡棉為固定化載體 

吸附法為一種簡易的技術，製備流程較簡單，可直接於反應槽中

進行吸附作用，且不需要經過化學反應以達到固定化的成效，降低固

定化對微生物的傷害，成本也較低。吸附法常用的載體有焦炭

( coke )、磚頭 ( brick )、泡棉( polypropylene foam )以及含有木質纖

維成分之天然載體，如木屑( sawdust )、木柴碎片( wood chips )、米殼

( rice husks )、棉( cotton )與麥稈( straw )等。 

    Nagamube等( 1988 )學者指出，以泡棉做為載體培養 Penicillium 

chrysogenum進行生產 penicillin時，發現菌體吸附在泡棉上後，可以

使菌體較容易與培養液分離，而且菌體不會分散於培養基中，因此，

培養液的黏度下降，有利於氧氣傳送，相較於懸浮菌體進行培養時，

penicillin濃度可提高 6倍。 

    游( 1992 )中也提到以不同密度和孔隙度之泡棉為載體，固定化白

腐真菌( Phanerochaete chrysosporium )進行染整廢水之脫色，研究顯

示菌體在泡棉上之固定情形良好，沒有懸浮在培養基中。 

    另外，以泡棉為載體進行蘆筍與胡蘿蔔植物細胞固定化培養，結

果顯示，三角瓶之懸浮培養時，胡蘿蔔細胞產率 0.12，蘆筍則為 0.28， 
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表 2-12、不同固定化方法常用的載體材料 

Table 2-12. Carrier materials commonly used in different immobilization 

methods for microbial cells 

 

 
(吳等人，2006； Kourkoutas et al., 2004 ) 
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若固定化後，產率分別為 0.41 與 0.26，固定化效率則為 60~90%及

91~95%，而在填充床反應器中固定化植物細胞培養，胡蘿蔔產率為

0.45，表示固定化的方式對於植物細胞的培養有利(劉，1993 )。 

    另有文獻指出利用泡棉進行固定化靈芝生產胞外多醣，而固定化

後之多醣產量為 50 mg/100 ml，相較於懸浮菌體培養時的多醣產量少

了 10 mg/100 ml，但前者之黏度下降了 50%，而較低的黏度有利於進

行連續式發酵，也有利於發酵液的回收及純化(楊，1997 )。 

    林( 2005 )研究顯示，泡棉與褐藻膠做為固定化載體，以重複批次

方式發酵樟芝生產胞外多醣與 GABA，載體為泡棉時，胞外多醣及

GABA產量分別為 0.21 mg/ml、9.3 mg/ml，固定化之菌體可重複使用

5次；褐藻膠為載體時，兩者產量分別為 0.33 mg/ml與 8.6 mg/ml，

可重複使用此固定化菌體 3次。文獻指出，而且泡棉在發酵過程中，

不易瓦解，相較於褐藻膠比較穩定。 

    蘇( 2010 )的研究指出，以泡棉、市售菜瓜布、發泡煉石與遠紅外

線生化濾球四種載體，進行固定化 Z. mobilis 重複批次發酵生產

levan，結果顯示，菌體吸附在泡棉上的能力優於其他三者載體，而且

可在短時間內快速生產 levan，泡棉之效益最好。 

    因此，本試驗選用泡棉做為固定化 Z. mobilis菌體之載體，進行

連續式發酵生產 levan。 
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第三章 材料與方法 

3.1 試驗材料 

3.1.1 試驗菌株 

本試驗菌株為 Zymomonas mobilis ( ATCC29191 )，購買自新竹食

品工業發展研究所生物資源保存及研究中心，以乾燥粉末方式保存。 

3.1.2 試驗藥品 

 3,5-dinitrosalicylic acid購自西班牙 Panreac Quimica, S.A.U.

公司。 

 Ethanol absolute ( 99.8% )購自德國 Ferak公司。 

 Fructose、yeast extract ( YE )、potato dextrose agar ( PDA )、

等微生物級藥品購自印度 Himedia 公司。 

 H2SO4、KH2PO4、NaOH、phenol、sodium sulfite等試藥一

級購自台灣聯工化學廠。 

 Glucose試藥級購自美國 Sigma公司。 

 Sucrose (台糖精製細砂)購自台灣糖業股份有限公司。 

 Potassium sodium(+)-tartrate tetrahydrate購自日本林純藥工

業株式會社。 

 藥用酒精( 95% )購自景明化工公司。 

 菌體固定化載體材料 ( 泡棉，Polypropylene foam ) 購自喬
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福泡棉股份有限公司。 

3.1.3 培養基成分 

活化培養基組成為 

Glucose 20 g/l、Yeast extract 5.0 g/l 

菌酛培養基組成為 

     Glucose 20 g/l、Yeast extract 5.0 g/l、KH2PO4 1.0 g/l、 

     K2HPO4 1.0 g/l 

發酵培養基組成為 

Sucrose 100 g/l、Yeast extract 10.0 g/l、KH2PO4 1.0 g/l、

K2HPO4 1.0 g/l 

3.1.4 儀器設備 

 分光光度計( Spectronic 20 Genesys, model 4001, 大成儀

器，美國) 

 高溫蒸氣直立式滅菌釜( Huxleyhl-340, 永大明儀器，台灣) 

 高溫蒸氣臥式殺菌釜（永大明儀器，台灣） 

 恆溫培養箱( Firstek, model: S302R, 一升科技，台灣) 

 烘箱(熱風循環乾燥箱，光勝儀器製造所，台灣) 

 超音波震盪器( Power sonic 405, Hwashin Technol. Seoul, 韓

國) 

 桌上型高速離心機( EBA 12, Hettich, 德國) 
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 高速冷凍離心機( Hitachi himac CR22G Ⅱ, 日立儀器公司， 

日本) 

 恆溫循環水浴槽( EBCA-20PTS, 豪喨精密有限公司，台灣 ) 

 無塵無菌操作台（海天科學股份有限公司，台灣） 

 電磁攪拌機（ HMS-102, 弘宇儀器有限公司，台灣） 

 pH meter ( SP-2200, Suntex, 台灣 ) 

 氣相層析儀( HITACHI, G-5000A ,日立儀器公司，日本) 

 膠體滲透層析儀( HITACHI, L-6000,日立儀器公司，日本) 

 蠕動幫浦 ( WATSON MARLOW, Model-505S, 323E, and 

323S, 道遠企業有限公司，英國) 
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3.2 試驗方法 

3.2.1 菌種保存 

將菌種培養於中，經 30oC培養 48 h後取 0.5 ml之菌液至eppendof

管中，並加入 1 ml無菌之 50%甘油，混合均勻後放入-80oC冰箱保存

之。 

 

3.2.2 菌種活化 

    將上述菌株保存液培養於含活化培養基之試管中，經 30oC培養

48 h活化後，再取其菌液於活化培養基活化第二次，以同樣條件培養

即可使用。 

 

3.2.3菌酛製備 

    將上述活化好的菌種，震盪混合均勻後，於 100 ml菌酛培養基

中接種 5% ( v/v )，經 30oC培養 24 h。培養好的菌酛經過震盪混合均

勻後即可利用。 

 

3.2.4 調整培養基 pH值 

pH值的調整方法為在未滅菌前的培養基中加入 HCl或 NaOH 來

調整起始之 pH至 pH 5。 
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3.2.5 試驗架構 

 

Zymomonas mobilis 

immobilized cells free cells 

batch 
fermentation 

continuous 
fermentation

substrate 
concentrations 

amount carrier 
load 

pH residual 
sugar 

content 

cell dry 
weight 

levan 
content

ethanol 
content 

levan 
molecular 

weight 

continuous 
fermentation 

flow 
rates
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3.2.6分析項目 

將Z. molilis菌酛接種於發酵培養基中，分別進行批次、懸浮菌體

以及固定化 式發酵試驗，培養溫 o 取樣分

析，各條件下均進行三重複試驗。將取出的發酵液分別進行測定其菌

體乾 值、殘 產量、酒精產量 子量分析。 

3 固 批次發酵試驗

    批次發酵試驗目的是 在此發酵期間，菌體生長及 

levan 生成的情形，並決 續式發酵試驗時，啟動饋料的

時間。 

    l 100 m發酵培養基 以鋁箔紙封住

瓶口，以 行 2 菌， 接種  )菌

層保鮮膜與鋁箔紙封住瓶口，並使用橡皮筋將瓶口束緊(圖 3-1 )，置

於恆溫培養箱以 30oC靜置培養 72 h，每 12 h取一瓶，分別測量發酵

液之pH值、菌體乾重、levan產量、酒精含量以及levan分子量。各試

驗重複三次取平均值進行統計分析。 

3.2.6.2懸浮(非固定化)菌體連續式發酵試驗 

    連續式發酵試驗目的為探討相較於批次發酵，菌體生長及 levan

生成的情形。 

度為 30 C，每 12 h菌體連續

重、pH

.2.6.1懸浮(非

糖量、levan

定化)菌體

與levan分

 

觀察 Z. mobilis

定後續進行連

試驗利用 125 m

121

l

冷卻後

三角瓶加入

0 min滅

，先

5% ( v/voC進 酛，再以一
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圖 3-1、Z. mobilis於批次發酵之情形 

Fig 3-1. Growth of Z. mobilis on batch fermentation 

，取用泡棉作為菌體吸附的載

懸浮菌體連續式

尺寸為長、寬各 4 cm，高 1 cm，於每 1000 ml培養液

放置 5塊，泡棉總體積為 80 cm3，其載體的填充量為 8% ( v/v )，並

將鉛球固定在每塊泡棉上(圖 3-4 )，浸在發酵瓶的培養基中。 

    本試驗利用連續式裝置(圖 3-2 )，在發酵瓶中加入 1000 ml的發酵

培養基，接種量 5% ( v/v )，於 30 oC靜置 36 h後，饋料培養基蔗糖濃

度為 100 g/l，在第 36 h啟動連續式饋料新鮮培養基培養 132 h，饋料

速度為 50 ml/h，每 12 h取樣。 

3.2.6.3固定化菌體連續式發酵試驗 

    本試驗利用吸附法進行菌體固定化

體(圖 3-3 )，固定化菌體的連續式發酵，如圖 3-2，與

發酵相同。  

    使用的泡棉
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圖 3-2、連續式發酵裝置圖 

Fig 3-2. Device of continuous fermentation  
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圖 3-3、做為載體之泡棉 

Fig 3-3. Carrier of polypropylene foam 

 

 

 
圖 3-4、將鉛球固定在泡棉上 

ig 3-4. Polypropylene foam fix with lead ball 

 

 

 

 

 

F
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1.不同饋料蔗糖濃度試驗 

饋料的培養基蔗糖濃度試驗有四組，分別為 50 g/l 、75 g/l 、100 

g/l、120 g/l。本試驗利用連續式裝置，在 1公升玻璃發酵瓶的培養基

中蔗糖濃度 100 g/l，泡棉填充量 80 cm3，接種量 5% (v/v)，於 30oC

靜置培養 168 h，第 36 h啟動連續式饋料新鮮培養基 饋料速度為 50 

    確定饋料的蔗糖濃度後，進一步探討不同饋料速度的影響，饋料

速度有五組，分別為 36 ml/h、50 ml/h、72 ml/h、84 ml/h、100 ml/h，

其稀釋速率( D )分別為 0.036 h-1、0.050 h-1、0.072 h-1、0.084 h-1、0.100 

h-1 ( D = 饋料速度/發酵液體積)。 

3.不同載體填充量試驗 

    確定饋料的蔗糖濃度以及饋料速度後，在發酵槽中的載體填充量

80 cm3、120 cm3、160 cm3，佔發酵瓶的體積

.3分析方法 

3.3.1菌體乾重 

   本試驗以分光光度計來觀察菌體生長情況，在波長 600 nm下測

吸光值( Toma ea al., 2003 )。標準曲線為將菌液經序列稀釋後，並

，

ml/h。 

2.不同饋料速度試驗 

的試驗有三組，分別為

分別為 8%、12%與 16%。 

3

 

其
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以波長 600 nm測其吸光值，再將菌液於 20℃ 10000 rpm 離心 15 min，

倒出上清液，並將沉澱物於 70℃烘箱烘乾達恆重後，稱取菌體乾重，

以菌體乾重與吸光值製作標準曲線(圖 3-5)。將發酵液樣品測得的吸

光值代入標準曲線之回歸方程式中，經由換算可得樣品的菌體乾重。 

y = 0.818x - 0.1722

1.

2
R2 = 0.99

0

0.5

5

菌體乾重 (g/l)

O
.D

 6
00

nm

1

0 0.5 1 1.5 2 2.5

 
圖 3-5、菌體乾重之標準曲線 

Fig 3-5. Standard curve of cell dry weight 

修正後的二硝基水楊酸法 ( dinitrosalicylic acid, DNS 

1959 ) 測定殘糖量，含有醛酮基的糖類，可使黃色

 

3.3.2 pH值 

利用 pH meter測定發酵液之 pH值。 

3.3.3殘糖量分析 

    本試驗利用

method ) ( Miller, 

之 3,5-二硝基水楊酸在強鹼及高溫下還原成深色之 3-氨基-5-硝基水

楊酸 (圖 3-6)，其產物安定，在波長 575 nm有最大吸光值。 
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    將發酵液於 20℃ 10000 rpm離心 15 min後，取上清液經過適當稀

釋。取 1 ml之稀釋液加入 1 ml D液震盪混合，經 100oC水浴 15 min，

再加入 0.5 ml C液以穩定顏色，經震盪混勻後，沖水冷卻 10 min至室

溫，於 575 nm之波長偵測其吸光值。標準曲線為配置不同濃度的果

糖溶液以D- Fructose為標準品，濃度分別為 0.5、0.4、0.3、0.2及 0.1 

g/l (圖 3-7)。將測得的吸光值代入標準曲線之回歸方程式中，經由換

算可得樣品中殘糖量。 

 

圖 3-6、DNS反應式 

Fig 3

A液：1% 3,5-dinitrosalicylic acid、0.2% Phenol、1%NaOH 

B液：5% Na2SO4

C液：40% Potassium sodium tartrate （酒石酸鉀鈉） 

D液：於使用前將 1 ml B液加入 99 ml A液中 

-6. The reaction of DNS reagent 
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圖 3-7、DNS法之標準曲線 

Fig 3-7. Standard curve of DNS method 

 

3.3.4 Levan含量分析 

    本試驗採用修正後的酚硫酸法（phenol-sulfuric acid method）

( Dubois et al., 1956 )來測定 levan的含量。Levan在強酸和加熱的條件

出單糖並脫水產生醣醛衍生物，再與酚生成橙

光值。 

    Levan的製備為發酵液於 20℃ 10000 rpm離心 15 min，取 1 ml上

清液加入四倍體積的 75%酒精，於 4℃下靜置 24 h進行沉澱，加酒精

之目的為levan會溶於水，而酒精會和levan搶水，使levan沉澱出來，

並且發酵液中不只含有levan，還包括一些小分子的糖類和雜質，也會

溶於酒精中，使沉澱物中只含levan，再於 5500 rpm離心 20 min後，

下會進行水解反應，釋

黃色物質，在波長 490 nm有最大吸
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加入四倍體積的 75%酒精，經 5500 rpm離心 20 min，將沉澱物 70℃

烘乾，回溶於d.d H2O並使用超音波震盪器將levan打碎溶於水中備用。 

    將上述樣品經適當稀釋後，取 1 ml加入 0.5 ml 5%酚及 2.5 ml濃

硫酸混合均勻後靜置 10 min，再以 25℃水浴 10 min，於波長 490 nm

測其吸光值 ( Viikari, 1984 )。 

    標準曲線為配置不同濃度的果糖溶液以 D- Fructose 為標準品，

濃度分別為 0.12、0.10、0.08、0.06、0.04、0.02及 0.01 g/l (圖 3-8)。

將測得的吸光值代入標準曲線之回歸方程式中，經由換算可得樣品中

van 量。 le

y = 13.947x - 0.0032
R2 = 0.9936

0

0.4

0.8
1

1.4

O
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m

Fructose comcentration (g/l)
 

圖 3-8、酚硫酸法之標準曲線 

Fig 3-8. Standard curve of phenol-sulfuric acid method 

 

3.3.5酒精分析 
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    將發酵液於 20℃ 10000 rpm 離心 15 min，取上清液以 0.22 µm 

filter過濾，利用氣體液相層析儀( gas Chromatography，GC )進行分析

(圖 3-9)，依其波峰之積分面積與標準品對照推算其酒精濃度。分析

條件如下： 

1. Detector : FID (flame ionization detector) 

2. Colume: capillary column 

3. Detector temp : 240 C 

 o

6. Column final temp : 240 oC 

7. Carrier gas : N2 

8. Flow rate : 1.5 ml/min 

9. 升溫速度：10 oC/min 

10. 注射量：0.2 µl 

標準曲線為配置不同濃度的酒精溶液，濃度分別為 80、64、48、

32、16、8、4及 0.8 g/l，其波峰之積分面積與酒精濃度可製得標準曲

線(圖 3-10)。 

 o

4. injector temp : 240 oC 

5. Column initial temp : 40 C 
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圖 3-9、氣體液相層析儀 

Fig 3-9. Gas chromatography 
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圖 3-10、酒精濃度之標準曲線 

Fig 3-10. Standard curve of ethanol concentration 

 

 

12000000
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3.3.6 Levan分子量分析 

    Levan的分子量以膠體滲透層析法( gel permeation chromatography, 

GPC ) (圖 3-11)進行分析，又稱為分子排斥層析法( size exclusion 

chromatography )或膠體過濾層析法( gel filtration chromatography )。分

離不同分子量之原理為利用分子的大小，當分子通過相同孔徑的管

柱，分子量大者較難進入管柱中填充物孔徑內，故停留在管柱中的時

間短，較快被沖提出；分子量小者則較易進入孔徑中，故停留時間較

濾，取 20 µl 濾液進行分析，依其滯留

時間與標準品對照推算其分子量。以標準品 pullulan之分子量對數與

滯留時間作標準曲線(圖 3-12)。分析條件如下： 

1. Mobile phase : 去離子水 

2. Flow rate : 0.8 ml/min 

3. Column : polySep-GFC-P 4000，300×7.8 mm 

4. Column temperature : 40 oC 

5. Pump : Hitachi model L-6000 

6. Detector : Bischoff model 8110 RI 

7. Integrator : Hitachi model D-2500 

長，藉此達到分離效果。 

    將樣品以 0.45 µm filter過
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圖 3

Fig

 

lo

圖 3

Fig

 

-11、膠體滲透層析儀

 3-11. Gel permeation chromatography 
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-12、分子量之標準曲線 

 3-12. Standard curve of polysaccharide molecular weight 

6

5
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3.4統計分析 

    試驗所得結果以平均值±標準偏差(Mean ± SD)表示，數據採用

SAS系統(windows 9.0)，以 ANOVA變方分析、Duncans’s test進行分

析，顯著水準為 0.05 (p＜0.05)。並使用 SigmaPlot 10.0 (Systat software, 

USA)軟體進行作圖。 
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第四章 結果與討論 

蔗糖成為主要生成 levan的碳源 ( Swings and 

ey, 1977;  Leigh et al., 1984; Kannan et al., 1993; Sprenger, 1996)。因

本研究主要目標是得到 levan的產量，所以後續的實驗選用蔗糖作

碳源。 

本研究方向主要是利用固定化 Z. mobilis菌體進行連續式發酵來

產 levan，比較其發酵期間，培養基的蔗糖濃度、不同饋料速度以

做為固定化菌體的載體(泡棉)在培養基中的填充量(%, v/v)對發酵

影響，找出最適合 Z. mobilis 生長及 levan 生成的條件。並且探討

. mobilis 的自由菌體以批次與連續式兩種方法分別進行發酵，比較

種不同發酵方式之 levan的產量與生產速率。 

.1 懸浮(非固定化)菌體批次發酵 

   本試驗探討非固定化的 Z. mobilis自由菌體在批次發酵期間菌體

長、levan產量、殘糖與 pH值的變化，如圖 4-1所示，其結果顯示，

發酵開始至 12 h間，菌體大量生成，而 12至 24 h之間菌體增殖速

根據文獻指出，Zymomonas mobilis 在不同的碳源種類下會影響

新陳代謝的途徑，而會有不同的代謝產物。當碳源為葡萄糖時，Z. 

mobilis 主要生成酒精；若碳源為蔗糖時，合成路徑轉換，為主要生

成果聚糖（levan），因此
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度減緩，在第 24 h時菌體生長達到最高峰為 1.80 g/l，之後菌體開始

衰老，所以菌體生長趨於平緩。在菌體快速生長期間( 0~12 h )，levan

的生成較緩慢，而菌體增殖速度減緩期( 12~24 h )，lev 度

開始增加，且在第 24 h達到最大值為 4.10 g/l，第 36 h levan產

量有下降的趨勢，推測是因為發酵液裡提供的碳源不足 此情況下

菌體可能轉而利用 levan，導致曲線下降。 

    在菌體快速增長( 0~12 h )期間，培養基中的蔗 被快速分解成葡

萄糖和果 致殘糖量快速增加，直到第 12 h 最 量為 51.08 

g/l，在第  h時發酵液中的碳源幾乎消耗殆盡， 6.62 g/l。

在 0~24 h期間，pH值呈下降趨勢，其原因 . m il 謝碳源而

產生酸性物質，造成 pH值下降，而 24~36 間 由 酵液中可

利用的碳源不足，菌體的代謝轉換至利用氮 01 以提供菌

體生長所需養分，利用氮源的結果會釋放出氨離子於發酵液中或是菌

體改變自體代謝作用而產生鹼性物質，使得發酵液之 ，從

36 h之後，pH值趨於平緩。 

    由以上試驗得知，在 36 h後 Z. mobilis生長趨 穩 levan的生

成也達到高點，因此後續的連續式發酵試驗，皆在第 啟動連續

式新鮮培養基饋料。

an的生成速

之後

，在

大

量為

is代

於發

0 )，

pH值增加

定，

36 h
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達到
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ob
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於
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36

為 Z

h期

源(蘇



 

4.2 懸浮(非固定化)菌體連續式發酵 

    本試驗探討非固定化的 Z. mobilis自由菌體在連續式發酵期間菌

體生長、levan產量、殘糖與 pH值的變化，如圖 4-2所示，在 1公升

發酵瓶的培養基中蔗糖濃度 100 g/l，饋料的培養基蔗糖濃度為 100

g/l，在以批次發酵進行 36 h 之後啟動連續式饋料新鮮培養基，饋料

速度為 50 ml/h，培養 132 h。試驗結果顯示，

 

從開始發酵至 36 h期間

4 h之間快速生成(圖 4-2 )，但是第 36

以測得的 levan濃度下降。在 48 h之後，levan

的產量就逐漸增加，平均濃度為 5.53 ± 0.28 g/l (平均濃度= 全部 levan

的生長趨勢與批次發酵相同，由啟動饋料後至第 60 h 這段時間，發

酵槽中發酵液的菌體濃度有下降趨勢，菌體乾重從 1.86 g/l 降至 1.50 

g/l，其原因應該是有些菌體會隨著發酵液流出且前期菌體生長較緩

慢，而發酵液被饋入的新鮮培養基稀釋，導致菌量在發酵液中的濃度

降低，所以測得之菌體乾重會下降，不過在 60 h 之後，菌量開始遞

增，因為菌體增長的速度大於發酵液流出的速度，在 96 h 菌體乾重

達到 1.89 g/l後趨於平緩，推測其原因為菌體生長減緩，增長的速度

約等於發酵液流出的速度。 

    至於 levan產量在 12至 2

至 48 h之間下降，由 3.92 g/l 降至 2.71 g/l，其原因應為在這段期間菌

體生長較緩慢，還無法大量生成 levan，再加上連續式發酵中的 levan

會隨著發酵液流出，所
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產量/取樣次數)，其生產速率為 0.46 g/l/h (生產速率= 全部 levan產量

/發酵時間)。在 60hr之後菌體濃度開始增加，同時碳源 充分利用，

使殘糖量開始下降，到 72 h後趨於平緩。pH值在 36~60 h期間會稍

微下降，從 60 h後就趨於平緩。 

 

4.3 固定化菌體的連續式發酵 

    本試驗是利用固定化 Z. mobilis菌體的方式， ，

探討饋料 養基碳源的濃度、饋料速度以及固定化載體(泡棉)之填充

量( %, v/v )，對於菌體生成 levan的影響，以尋求生產 n的最適條

件。 

 

4.3.1 饋料培養基蔗糖濃度之影響 

    本試驗探討不同饋料基質的濃度對於發酵固定化 obilis期間

菌體生長、levan產量、殘糖與pH值變化之影響，如 4-6所

示，在 1公升發酵瓶的培養基蔗糖濃度 100 g/l，泡 為 80 cm3 

( 8%, v/v )，第 36 h啟動連續式饋料新鮮培養基，饋 50 ml/h，

饋料的蔗糖濃度分別為 50 g/l、75 g/l、100 g/l和 1 g 表 4-1可

知，當饋料之新鮮培養基蔗糖濃度為 50 g/l時，平 e 為 1.29 

g/l、饋料濃度 75 g/l、100 g/l及 120 g/l時，則平均 n 別為 

被

連續式發酵

leva

Z. m

4-3至圖

充量

度為

/l。由

van濃度

濃度分
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棉填
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20
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培



 

表 4 連 發 的 蔗 濃度 固 an 影響

Tabl -1 ct ucr co ntra ns le  during continuo  fermentation with 

immobilized . m lis

S ose nce tio g/l an l )* du ity lev  g/l/h )**

-1 續式 酵 饋料 糖 對 定化

e 4 Effe of s ose nce tio

Z obi  cells 

ucr  co ntra n ( ) Lev

Z. mobilis

 in feed medium

( g/

菌體生產 lev 的  

 on the production of van

Pro ctiv  of 

us

 an (
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7 4 ± 9c 8c
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5 2.1
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0.5
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2.14 7.70 g/l及 6.24 g/l；levan生產速率分別為 0.11、0.18、0.64

以及 2 g/l/h。以圖 4-3 來看，隨著饋料的蔗 濃度增加，levan的

產量 產速率也跟著提升，饋料濃度達 100 ，在啟動饋料

初期 ~96 levan產量就已高於其他兩組。當蔗糖濃度為 100 g/l

時， n的生產速率最高，從 96 h後 levan產 快速增加，在 108 h

已高於其他三組的 levan 產量。不過蔗糖濃度 120 g/l 時，levan

則下 36 96 h期間，lev 量最高，但是 96 h

van 就趨於穩定不再增加，推測是因為蔗糖濃度過高，

於菌體的生長而抑制 levan 的 Lyness and Doelle, 

3  

4-4 cell dry weight

而非 著 低濃度下 Z. mobilis

佳，饋料 度  g 其他兩組，平均菌

別為 1.25 g/l及 1.33 g/l，在 6 曲線皆會呈現下降

然後 於平緩，而饋料濃度 1 ，第 60 h懸浮菌量

遞增，到 108 h後菌 組，平均菌體乾重

l， 後 到 定 120 g/l 體乾重在 36 h

趨勢，平均菌體乾重只有 1.52 g/l。 

 看(圖 4-5)，饋料濃度 / 和 120g/l 時，
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圖 4-4 饋料蔗糖濃度對固定化 Z. mobilis 連續式發酵期間菌體生長情形 

Fig 4-4 Effect of sucrose concentrations in feed medium on cell growth during continuous fermentation with immobilized  

Z. mobilis cells 
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圖 4-5 饋料蔗糖濃度對固定化 Z. mobilis菌體連續式發酵期間殘糖變化量 

 Fig 4-5 Effect of sucrose concentrations in feed medium on residual sugar during continuous fermentation with immobilized

Z. mobilis cells
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皆在 36 h後趨於平緩，而饋料濃度 100 g/l時，由啟動饋料 至 60 h 

殘糖量會增加，從 7.92 g/l增至 38.16 g/l，之後開始遞減， 108 h

趨於平緩，因此 36~60 h期間懸浮菌量較低的原因，推測是  mobilis

在饋料濃度為 100 g/l，比較利於菌體吸附在泡棉上，使其可以更有效

的生長及生成 levan。 

    而四組基質發酵的 pH值變化情形相似(圖 4-6 )，皆在 36 h之

後下降，然後趨於平緩，在 84 h之後可明顯發現饋料濃度 0 g/l的

pH值較其他三組低，推測其原因為 Z. mobilis在此饋料 分解碳

源能力較好，菌體可充分的利用碳源，相對應其產酸的 較其他

三組好，且 levan產量隨著發酵時間而有顯著的增加。

    不同饋料蔗糖濃度試驗中，結果顯示最佳為 100 g 到平均

levan濃度為 7.70 g/l，其生產速率為 0.64 g/l/h。 

4.3.2 不同饋料速度之影響 

本試驗探討不同饋料速度對於發酵固定化 Z. mo 菌體生

長、levan產量、殘糖與 pH值變化之影響。如圖 4-7至圖 所示，

在 1公升發酵瓶的培養基蔗糖濃度 100 g/l，載體填充量  ( v/v )，

饋料濃度為 100 g/l，第 36 h 啟動連續式發酵，饋料 度 為 36 

ml/h、50 ml/h、72 ml/h、84 ml/h和 100 ml/h。由表 4- 料

速度 36 ml/h時，平均 levan濃度為 7.82 g/l、饋料速度

後

直到
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第
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表 4-2 連續式發酵的饋料速度對固定化 Z. mobilis菌體生產 levan的影響 

Table 4-2 Effect of flow rates on the production of levan during continuous fermentation with immobilized Z. mobilis cells 

Dilution rate ( h-1 )* Levan ( g/l )** Productivity of levan ( g/l/h )*** 

0.036 7.82 ± 0.23c 0.65c

0.050 7.70 ± 0.12c 0.64c

0.072 8.85 ± 0.27b 0.74b

0.084 13.30 ± 0.15a 1.11a

0.100 7.82 ± 0.28c 0.65c

* Dilution rate ( h-1 ): flow rates / fermentor volume 

* *Levan ( g/l ): total production ( g/l ) / times of sampling 

*** Productivity of levan ( g/l/h ): total prduction ( g/l ) / fermentation time ( h ) 

Values followed by different letters in the same column are significantly different ( p＜0.05 ). Data were shown as mean ± 

SD for triplicates. 
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ml/h  ml/h及 100 ml/h時，則平均 levan濃度分別為 7.70 g/l、8.85 

g/l、 30 g/l以及 7.82 g/l；levan生產速率分別為 5、064、0.74、 

1.11 5 g/l/h。饋料速度 36與 50 ml/h的 lev 率沒有差

異， 所示，當饋料速度上升至 72與 84 時，levan產量

及生 速度 84 ml/h levan生產速率

最快 至 108 h期間，levan產量迅速增加， 第 72 h就已高

於其他四組的產量，而 108 h之後 levan產量趨於平穩。當饋料速度

l/h時，levan生產速率反而下降 至 72 h之啟動

，levan 產量較低於其他四組，推測原因為饋料速度過大，

發酵液流出，導致前期菌體濃度被大 而無法大量生

levan an 升( 72~132 h )，

產 。 

 所示，在饋料速 較低 . ilis菌體生長較

料速度 36 ml/h及 50 ml/h之 於 他三組，平均菌

1.57 g/l及 1.56 g/l，而 組之平均菌體

1.81、1.77及 1.74 g/l。在 ~ h 著饋料速度增

發酵液在瓶內

，所以測得之菌體乾重 。 饋 速 72 ml/h及
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圖 4-8 饋料速度對固定化 Z. mobilis菌體在連續式發酵期間菌體生長情形 

Fig 4-8 Effect of flow rates on cell growth during continuous fermentation with immobilized Z. mobilis cells 
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84 ml/h在 48 h後菌量即開始增加，對照其 levan產量，亦是在此刻

增加，而饋料速度 84 ml/h 之 levan產量較前者上升趨勢較快，並在

72 h之後，菌體生長趨於穩定，此時 levan大量的生成，levan產量也

高於其他四組。 

    由圖 4-10可得知，饋料速度 100 ml/h在 36~60 h期間， 值反

而上升，和其他四組之趨勢有所不同，對照其殘糖量(圖 4- 菌體

濃度(圖 4-8)，可得知 Z. mobilis在此饋料速度下，菌體濃度

降，在 60 h後又快速上升，至 84 h之後達到穩定並略高於其他四組，

但 levan產量低於饋料速度 72及 84 ml/h時，所以反而 levan

的生成。 

不同饋料速度試驗中，結果顯示最佳為 84 ml/h，可得 平 levan

濃度為 13.30 g/l，其生產速率為 1.11 g/l/h。 

 

4.3.3 載體填充量之影響 

    本實驗探討不同的載體填充量對於發酵Z. mobili 間 體生

長、levan產量、殘糖與pH值變化之影響，如圖 4-11至圖 - 示，

饋料培養基蔗糖濃度為 100 g/l，第 36 h啟動連續式饋料新鮮培養基，

饋料速度為 84 ml/h，泡棉在發酵槽中的填充量分別為 80 cm3、 0 cm3

以及 160 cm3，也就是發酵瓶體積的 8、12以及 16% cm 由 4-3 

pH

9)和

會迅速下

於

均

菌

14所

不利

到

s期

4

12

表3。
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圖 4-10 饋料速度對固定化 Z. mobilis菌體在連續式發酵期間 pH值變化 

Fig 4-10 Effect of flow rates on pH during continuous fermentation with immobilized Z. mobilis cells
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表 4-3 連續式發酵的載體填充量對固定化 Z. mobilis菌體生產 levan的影響 

Table 4-3 Effect of amount carrier load on levan production during continuous fermentation with immobilized Z. mobilis 

cells 

Carrier load ( v/v )* Levan ( g/l )** Productivity of levan ( g/l/h )*** 

8% 13.30 ± 0.15a 1.11a

12% 7.40 ± 0.20b 0.62b

16% 6.00 ± 0.26b 0.50b

*Carrier load ( v/v ): carrier volume / fermentor volume 

**Levan ( g/l ): total production ( g/l ) / times of sampling 

***Productivity of levan ( g/l/h ): total prduction ( g/l ) / fermentation time ( h ) 

Values followed by different letters in the same column are significantly different ( p＜0.05 ). Data were shown as mean ± 

SD for triplicates.
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可知，當泡棉填充量 80 cm3時，平均levan濃度為 、填充量

120 平均levan濃度為 7.40 g/l、填充量 160 cm3時，平均levan

濃度 00 g levan生產速率分別為 1.11、0.62、 0 g/l/h。圖 4-11

所示，當泡棉填充量增加，levan的產量以及生產速 反而下降，8%

的填 在 4 108 h期 levan產量快速增加， 60 h之後就高

於其 組，推測原因為泡棉量多時，導致基質傳到菌體的速度變

慢，影響菌體吸收養分，連帶影響levan濃度偏低。

4-12 來看，所表示的是發酵液中的懸浮菌體，而非固定化

填充量 8%、12%及 16%之平均菌體乾重分別為 1.77 g/l、1.49 

8 g/l，在 48~96 h期間，菌體濃度皆為上升的趨勢，從 96 h之

穩定 是 泡 充 增至 12 m 測得之懸浮菌

推測 為 棉 加 有 的 載體上，但當

量增至 160 cm3時，懸浮菌 量

量減少。 

而圖 4-13與 4-14所示，在菌體生 穩 前，殘糖量與

值 趨勢皆 些波動，當達到菌 長 96~168 h )，殘

pH 趨 平  

載體 量試驗中，結果顯示最佳為 ， 得到平均 levan

，其生產速率為 1.1 /h。
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圖 4-12 載體填充量對固定化 Z. mobilis菌體在連續式發酵期間菌體生長情形 

Z. mobilis cells Fig 4-12 Effect of amount carrier load on cell growth during continuous fermentation with immobilized 
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圖 4-13 載體填充量對固定化 Z. mobilis菌體在連續式發酵期間殘糖變化量 

Fig 4-13 Effect of amount carrier load on residual sugar during continuous fermentation with immobilized Z. mobilis cells 
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圖 4-14 載體填充量對固定化 Z. mobilis菌體在連續式發酵期間 值變化 pH

Fig 4-14 Effect of amount carrier load on pH during continuous fermentation with immobilized Z. mobilis cells
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4.4 批次、懸浮(非固定化)菌體連續式以及固定化菌體連續式發酵

生成 levan之比較 

    如表 4-4所示，以批次、非固定化菌體連續式以及固定化菌體連

續式發酵 Z. mobilis生產 levan之平均 levan濃度分別為 4 5.53及

13.30 g/l；levan生產速率分別為 0.17、0.46及 1.11 g/l/h。 顯示，

利用固定化菌體進行連續式生產 levan的方式較佳，levan 量在三

種發酵方式中最好，產量較其他兩者分別可提升 224%與 ，而且

levan 生產速率相較於批次與非固定化菌體，分別可 553%與

141%，這顯示利用泡棉做為載體固定化菌體對於提升 生成與

生產速率方面具有一定的效果。 

 

4.5 文獻中利用 Z. mobilis發酵生產 levan與本研究結果之比較 

    由表 4-5比較結果可得知，不同來源之 Z. mobil 培養條

件等的不同，導致 levan產量及生產速率會有所不同，而雖然本研究

之平均 levan 濃度略低於文獻所得；但由 levan 生產 來看，

則大於文獻的結果。顯示連續式發酵可以減少批次發酵之停滯時間

(清洗、滅菌、重新置換培養基等)。此外，相較於懸浮菌體，固定化

菌體具有菌體密度高、反應速度快，方便使菌體可重 得以節

省成本，也可以維持培養環境中高濃度的菌體，進而提高代謝速率並 

.10、

結果

的產

140%

約

an的

株與

方面

用，

提升

lev

is菌

速率

複利
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表 4 以 、 浮 連 式以 固 菌 連 發 產

Tabl -4 ct eva rod d b atc ntinuous fermentation with free cells and ntin s f ent n with 

im bili  Z. bili lls

Ferm tati me ds Le  ( g  Pr cti  of an l/h mentation tim

酵 Z. mobilis生 levan的影響 

co uou erm atio

odu vity lev ( g/ ) Fer

-4 批次 懸 菌體 續 及 定化

e 4 Effe of l n p uce y b h, co

mo zed mo s ce  

en on tho van

體

/l )

續式

e ( h ) 

ba  4.  0. 0.1 24 07c 7ctch 10 ±

co nuo with ee c s 3 ±

continuous with imm 30 

nti us  fr ell 5.5  0. 0.4 32

obilized cells 13. ± 0 1.1 168

28b 6b 1  

1.15a a  

* Levan ( g/l ) on l ) / es 

：total prduction ( g/l ) 

lues followed by dif erent letters in the ame

or lica . 

：total producti ( g/  tim of pling 

** Productivity of levan ( g/l/h ) /  

Va f s  co n are signi erent ( p 0. ). w sho  as mean 

SD f trip tes

 

sam

lum

fermentation time ( h )

ficantly diff ＜ 05 Data ere wn ± 
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表 4-5 文獻中利用 發酵生產 levan與本研究結果之比較 
Table 4-5 Comparison of levan produced by fermentation of Z. mobilis for reference and in the study 

Z. mobilis

ATCC 29191 

Z. mobilis 
ATCC 
31821 

Z. mobilis 
ATCC 
31821 

Z. mobilis 
ATCC 
31821 

Z. mobilis 
113S 

Z. mobilis 
113S 

Z. mobilis 
B-4286 

Z. mobilis 
ATCC 29191 

 

Strain Z. mobilis 

Carrier foam - - - steel wire 
spheres gel - foam 

Polypropylene Stainless Ca-alginate Polypropylene 

Fermentation 
method 

ted 
batch with 

IM* 

Repe
batch with 

IM 

Repeated 
batch with IM batch Continuous 

with IM 

C mercial 
sucrose 

sugar cane 
syrups 

Levan 
5 15.456 13.6 13.30 

Levan 

( g/l/h ) 
4 0.26 0.28 0.60 1.11 

et al. (2007) al. (2007) al. (2007) (2001) 
ers et al. 

(2001) 
Ananthalakshmy 

et al. (1999) This work 

Repea
batch batch batch 

ated 

arbon 
source sucrose com molasses sucrose sucrose sucrose sucrose 

production 
( g/l ) 

6.44 21.68  2.533 12.6 14.5 

productivity 0.27 0.90 0.10 0.6

Reference 蘇(2010) Oliveira Oliveira et Oliveira et Bekers et al. Bek

*IM: Immobilized cells
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縮短代謝物的時間等優點，對於提升 levan的產量與生產速率有很大

的幫助。

 

4.6 固定 . mobilis菌體於 式 酵期 之 產量 

    本研究的目標產物雖然為 ，但是 Z. mobilis 同時會產生酒

精 Z. mob 在蔗糖環境下生產 的能力。由試驗 

得 4 當 的 濃 越 則酒 高，從 17.89 g/l

升 8.65 g/l，提高 116%，由圖 4-15可知，饋料濃度 120 g/l時的酒

為四組中最高，平均酒 度 達 6 (平均酒精濃度= 

精產量/取樣次數)，其生產速率為 3.22 g/l/h (生產速率= 全部

量 間  

表 4-7所示，當饋料速度為 36 ml/h、50 ml/h和 72 ml/h，發酵

精 濃度為 29 異不 .05 )，生產速率

近 g/l/h左右，而饋料 度增加至 84 ml/ 酒精產量有下降

， 精濃度降 1 g 生產速率 1.43 g/l/h，且以

6 來 精濃度低於其他四組，推測原因

件 v (圖 7)， o s 蔗糖在此主

levan，所以酒精 量較低。當饋料速度至 100 ml/h時，雖然

6~144 h )酒 濃 36~60 h期

 

化 Z 連續

levan

發 間 酒精

，因此同時分析

知(表

至 3

產量

產

 如

酒

接

勢

4-1

條

( 9

ilis

蔗糖

酒精

產量越-6 )， 饋料 度 高， 精

精濃 可 38. 5 g/l 

/發酵時 )。

的平均 26~  g/l，其差 大( p＜0

2 

平

速

7.16 

h，

有均酒 至 /l， 只

看，發酵中每個階段之酒

下，le an的產量為最高 4- Z. m bili

精

全部酒

酒精

   

液中

則皆

的趨

圖

為此

要生產

後期

代謝

是在

產

度較饋精 料速度 84 ml/h高，但
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表 4- 連 發 的饋 蔗 度 . m ilis 精  

Tabl  E ct o cro on tra s o ha pro tio uri ont ou rme tio ith immobilized

mobi  cells 

tha ( g * du ity etha  ( g  )** 

6 續式 酵 料 糖濃 對固定化菌體 Z

e 4-6 ffe f su se c cen tion n et nol 

lis

Sucrose concentration ( g/l ) E nol 

ob 酒 產量的影響

duc n d ng c inu s fe

/l ) Pro ctiv

 Z. nta n w

of nol /l/h

50 1 9 ±7.8  0. 49c15c 1.

75 2 7 ±

100 2 9 ±

120 38.65 ± 0.1

4.5  0.21bc 5bc

7.7  0.17b 32b

1a 22a

2.0

2.

3.

* Ethanol ( g/l ) total production /l ) mes  sam

** Product vit f eth ol ( /h ) otal odu on (

lues followed by dif erent letters in the me lum

：  ( g / ti  of pling 

i y o an  g/l ：t  pr cti  g/l ) / fe entatio

Va f sa  co n are sign an iff nt ( 0. . D we hown as mean 

SD for triplicates. 

rm n time ( h ) 

ific tly d ere  p＜ 05 ) ata re s ± 
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4-15 濃度於固定化 Z. mobilis菌體在連續式發酵過程中酒精產量的變化 

Fig 4-15 Effect of sucrose concentrations in feed medium on ethanol production from immobilized Z. mobilis cells during 

continuous fermentation 

 

圖  饋料蔗糖
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表 4-7 連續式發酵的饋料速度對固定化 Z. mobilis菌體之酒精產量的影響 

Table 4-7 Effect of flow rates on ethanol production during continuous fermentation with immobilized Z. mobilis cells 

Dilution rate ( h-1 )* Ethanol ( g/l )** Productivity of ethanol ( g/l/h )*** 

0.036 26.84 ± 0.27a 2.24a

0.050 27.79 ± 0.17a 2.32 a

0.072 29.29 ± 0.24a 2.44a

0.084 17.16 ± 0.16b 1.43b

0.100 19.14 ± 0.18b 1.59b

* Dilution rate ( h-1 )：flow rates / fermentor volume 

** Ethanol ( g/l )：total production ( g/l ) / times of sampling 

*** Productivity of ethanol ( g/l/h )：total production ( g/l ) / fermentation time ( h ) 

Values followed by different letters in the same column are significantly different ( p＜0.05 ). Data were shown as mean ± 

SD for triplicates. 
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fect of flow rates in feed medium on ethanol production from immobilized Z. mobilis cells during continuous 

fermentation

圖 4-16 饋料速度於固定化 Z. mobilis菌體在連續式發酵過程中酒精產量的變化 

Fig 4-16 Ef
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間，因饋料速度過快，使發酵液在瓶內的滯留時間縮短，再加上菌體 

濃度被稀釋，導致菌體無法有效利用新鮮培養基，因而酒 量迅速

降低，所以酒精的平均濃度只有 19.14 g/l，生產速率為 1.59 g/l/h，也

是比前三個低饋料速度時低。 

而不同泡棉填充量對於 Z. mobilis生產酒精的影響，由表 4-8與

圖 4-17 來看，在生成 levan時，填充量之不同對酒精產量 產速率 

差異不大，當填充量從 8%提高至 16%時，平均酒精濃 生產速

率皆提高了 16%，但是同時 levan的產量會降低。 

 

4.7 批次、懸浮(非固定化)菌體連續式以及固定化菌體 式發酵

生成酒精之比較 

    因為 Z. mobilis代謝葡萄糖的途徑較特殊( E-D pa 與酵母

菌發酵產生酒精的過程相比，可以縮短許多轉換步驟而將葡萄糖快速

分解生產酒精，其產量約可達 13~15% ( v/v ) ( Rogers et al., 1980 ; 

Sprenger, 1996 ; Panesar et al., 2006 )，酒精收率達理論 至98%

左右。也因為代謝過程的不同，以致 Z. mobilis於蔗糖 的酒精

之收率明顯的較以葡萄糖為碳源時低，酒精收率只有 論 的 57% 

( Lee and Huang, 1995 )。 

    若是以表 4-6 來看，固定化 Z. mobilis菌體，饋料 養 濃

精產

與生

以及

連續

ay )，

95%

境下

值

基蔗糖

度

thw

值的

環

理

培
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表 4 連 發 的 填 對 定 . m lis菌體 精 量  

Tab 8 ct mount carrier load on the production of ethanol during tin s f nt n w  im bili  Z. 

mob  ce

Ethanol ( g/l ) Pro tiv of no /l/h

續式 酵 載體 充量 固 化 Z obi

Effe of a

lls 

Carrier load ( v/v ) 

-8 

le 4-

ilis

之酒 產 的影響

con uou

duc

erme atio

ity etha

ith mo zed

l ( g  ) 

 17.16 ± 0.16b 1.43b8%

16.84 ± 0.13b 1.4

19.98 ± 0.19a 1.6

0b

6a

12% 

16% 

* C r load ( v : ca er v me rm or v me 

 ( g/l )  times of sampling 

*** ductivity tha  ( g  / f entation t  ( h

Values followed by diff s e c n are sig cantly different ＜0. ). D  were sho  as an 

SD f triplicates

 

arrie

** Ethanol

Pro

or 

/v ) rri olu  / fe ent olu

: total production ( g/l ) /

of e nol /l/h ): total production ( g/l )

erent letters in the am olum

. 

erm

nifi

ime  ) 

( p 05 ata wn me ± 
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圖 4-17 載體填充量於固定化 Z. mobilis菌體在連續式發酵過程中酒精產量的變化 

Fig 4-17 Effect of 

 104



 

度 120 g/l 時，在本試驗中有最高的酒精產率及生產速率，但是相對

的 levan產量會降低。而本研究之目標產物是 levan，酒精 當作副

產物，因此，將得到 levan之最佳條件所得之酒精產量，與懸浮菌體

在批次及連續式發酵時的酒精產量進行比較。 

由表 4-9可得知，當 Z. mobilis以批次發酵方式發酵 時，平

均酒精濃度為 29.75 g/l，生產速率為 0.83 g/l/h，而利用連 發酵生

產酒精，自由菌體之平均酒精濃度為 16.74 g/l，固定化菌體之酒精濃

度則為 17.16 g/l，酒精生產速率則兩者皆為 1.4 g/l/h左右。 ， 

Z. mobilis 以蔗糖為碳源並利用連續式發酵的方式，相較於批次發酵

也可以增加酒精的生產速率，但是懸浮菌體與固定化

對於酒精的生產則無影響。 

 

4.8 文獻中利用 Z. mobilis發酵生產酒精與本研究結果之比較 

    本研究與其他文獻比較以 Z. mobilis發酵生成酒 如 4-10所

示，本研究之酒精濃度與生產速率略低於其他文獻之 據文獻

指出，不同來源所分離出的 Z. mobilis其酒精產量也會 若

以葡萄糖為碳源，則酒精產量以及生產速率較高，而 酒

精生產速率最高。再以 Z. mobilis ATCC29191此菌株

碳源之酒精產量較蔗糖的好，但利用連續式發酵之方 酒

則是

蔗糖

續式

結果顯示

兩種方式，

表

。根

同，而且

式發酵之

，以糖蜜為

可以提升

菌體

精，

結果

不

連續

來看

式，
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表 4 以 、 浮 連續式以及固定化菌體連 發 生產酒  

Tabl -9 ct tha  pro ced  batch, continuous fermentation with free cells and continuous ferm

im bili  Z. bili lls 

rme tio tha  ( g/l )* rod vit  et l ( /h ) entation time ( 

續式 酵 Z. mobilis 精的影響

P ucti y of hano  g/l ** Ferm

-9 批次 懸 菌體

e 4 Effe of e nol du  by

mo zed mo s ce

Fe nta n E

entation with 

h )nol

batch 29.75 ± 0.12a 0.8 36 3b

co nuou with ee c s 

continuous with imm 1

nti s  fr ell b 1.3 32 

obilized cells 7. ± 0.16b 1.4 68 

9a16.74 ± 0.09

16 

1

13a

** Ethanol ( g/ ：total production ( g/l ) /

Pro ctiv of e nol /l/h ：to

lues followed by dif erent letters in the 

or lica . 

l )  times of sampling 

*** du ity tha  ( g  ) tal duction ( g/l ) n time ( h ) 

Va f s e column are sig can dif erent ( p＜0. ). D  were sho  as an 

SD f trip tes

 

pro

am

/ fermentatio

nifi tly f 05 ata wn me ± 
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表 4-10 文獻中利用 發酵生產酒精與本研究結果之比較 
Table 4-10 Comparison of ethanol produced by fermentation of Z. mobilis for reference and in the study 

Z. mobilis

ATCC 29191

Z. mobilis 
NBRC 
13756 

Z. mobilis 
NBRC 
13756 

Z. mobilis 
ATCC 
29191 

Z. mobilis 
113 S 

Z. mobilis
ATCC 
10988 

Z. mobilis 
ATCC 
10988 

Z. mobilis 
ATCC 29191

 

Strain Z. mobilis 

Carrier Polypropylene 
foam 

ate 
gel beads 

e 
foam - Ca-algin - - Pectin - Polypropylen

Fermentati
method 

Repeated 
batch with 

IM* 
Ba

Repeated 
with 

Repeated 
batch with 

IM 
Batch Continuous 

with IM 

Carbon sucrose cellulose cellulose molasses glucose glucose sucrose sucrose 

production 32 2.5 18 55.8 34.0 58.2 89.3 17.16 

productivity 0.89 0.10 0.375 1.16 6.8 2.33 3.72 1.43 

Reference (2010) Cazetta et Toma et al. Kesava et 
 (1995)

Lee et al. 
(1995) This work 

on tch batch 
IM 

Batch Continuous

source 
Ethanol 

( g/l ) 
Ethanol 

( g/l/h ) 
Yamashita Yamashita 

蘇 et al. (2008) et al. (2008) al. (2007) (2003) al.
*IM: Immobilized cells

 107



 

精的生產速率。因此本研究在生產 levan的同時，也可以將酒精當作 

次級產物

 

4.9 於連續式發酵產生的 levan之平均分子量分佈 

  試 續式發酵期間，測定發酵進行 酵液之 levan產量

的同時， 量 由 4-11 所 各樣品中皆有兩組

不 子 分佈，由 來看，小分子的 lev 集中在 3 kDa~22 

kD 而大 的 leva 子 分 圍 。 

  van 分子量範圍會因不同菌株、不同生長條件、環境中的 pH

含 及 些 因 ，而 不 分子大小。例如文

Erwinia herbicolau培養於蔗糖 5%，初始 pH 7.2，並添加硫化

化 之 液 l 量範圍在 1000

0 kDa ( Keith et al., 1991 )。Levan隨著分子大小不同，具有不

理 同 子 的 van 抗 的活性也有所不同

，文獻指出分子量 456.9 kDa~1073.5 kDa具有

活 456.9 kDa 腫 最佳。而分子

000 k 在血清中可誘發抗體的形成，

量範 則  et al.,2007 )。高

的 levan (分子 2000 kDa ) 降低膽固醇( Yamamoto 

收集。 

 Z. mobilis

  本

同分

a，

  le

硫

175

瘤

1

量

驗的連 中發

也

量

分析 levan分子

分子量

。 表 中 示，

an大多

分子 n分 量 布範 為 388 kDa~2540 kDa

值、所

獻指出

鎂、

至

同的生

( Calazans et al., 2000 )

抗腫

量在

的分子

分子

離子濃度以 一 環境 素 有 同的

鐵、磷酸鹽等無機鹽類 發酵 時，evan分子

活性，且不 分 大小 le 其 腫瘤

性，其

Da

中又

具有

以分子量 抗 瘤的活性

在 30 kDa~100 kDa

ada圍 具有血液增

量＞

量劑的功能

，則具有

( Rairakhw
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表 4- 連 le 之平均分子量

Ta 1 lec  w t o an oduced by continuous fermentation with Z obil  

Dilution rate ) Mo ula eig f l  ( Da ) 

11 Z. mobilis於 續式發酵產生的 van 分佈 

ble 4-1 Mo ular eigh f lev  pr

Carrier ( v/v ) ( h

. m is 

lec r w ht o-1 Sucrose concentration ( g/l ) evan

8% .05 50  0 0 1.65×10 2.25×104 6

8% .05 75 

8% .05 100 

8% .05 120 

8% 0.03 100 

 0 0 1.76×10 2.34×106

 0 0 1× 2.35×106

 0 0 1.44×10 2.30×106

 6 2.76×10 3.88×105

4

2.0 104

4

3

8% 0.07 100 

8% 0.08 100 

8% .10 100 

12 .08 100 

 2 7× 6.33×105

 4 1× 4.73×105

 0 0 5.21×10 6.33×105

% 0 4 9.52×10 7.84×105

5.8 103

5.2 103

3

3

16 .08 100 

ee c s 0.050 100 

% 0 4 1.14×10 9.71×105

Fr ell 2.29×10 2.54×106

4

4
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et al., 1999 )以及有當作益菌質的特性(黃等人，2010 )。 

以圖 4-18所示，在稀釋速率 0.050 h-1時，懸浮菌體與固定化菌 

體連續式  i a

組稀釋速 量可大到 4至 6.5倍。 

    因此 用不同的發酵條件得到不同大小之 levan分子量，可依 

照需求以有效應用。而根據上述試驗結果，顯示本試驗所得之 levan

分子 量 分 2 生

瘤、 低膽 及 a n , 1997; 

Yam to et al., 1999; Yoo et al., 2004; 黃等人，2010)。因此，以 Z. 

糖( levan )，具開發為保健食品的潛力，是相當有經

發酵

率，分子

，利

其較

Z. mob lis時，產生之 lev n分子量較大，相較於其他四

量，

降

amo

ilis發酵果聚

益的

大分

固醇

子

以

部

可

( 3

做為

88 k

益菌質有關

Da~ 540 kDa

( C

 )的

laza

理

s e

活性與抗腫

t al.

mob

濟效

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

。 

 110



 

 (a) 
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2500000
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4-18 不同稀釋速率下之 levan分子量(a) 大分子分布； (b) 小分子

布 

ig 4-18 Effect of different dilution rates on molecular weight of levan (a) 

istribution of large molecules; (b) distribution of small molecules 

IM stands for immobilization 

圖

分

F

d
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第五章 結論 

    本研究主要是利用固定化 Z. mobilis菌體進行連續式發酵來生產

levan，以提升 levan的產量及生產速率。 

1. 固定化菌體連續式發酵試驗顯示，饋料基質的蔗糖濃度由50至100 

g/l，濃度越高，所得的產物 levan濃度從 1.29 g/l 上升至 7.70 g/l，

而 levan的生產速率也隨之提升，由 0.11 g/l/h上升至 0.64 g/l/h，

但當饋料基質濃度達 120 g/l時，不利於菌體的生長與 levan的生

料濃度為 100 g/l時，levan產量最高。 

2. 當饋料速度由 36 ml/h提升至 84 ml/h，則 levan產量由 7.82 g/l增

加至 13.30 g/l，提升了 70%；生產速率從 0.65 g/l/h 提高至 1.11 

g/l/h，增加了 71%，饋料速度提升至 100 ml/h時，levan產量下降。

因此，饋料速度為 84 ml/h時，levan產量最高。 

3. 以泡棉為固定化菌體的載體填充量方面，當發酵瓶中的泡棉填充

量從 8%增至 16% ( v/v )，levan產量由 13.30 g/l 降至 6.00 g/l，生

產速率則從 1.11 g/l/h 降至 0.50 g/l/h，泡棉量多時，導致基質與菌

levan產量最高。 

件為饋料的蔗糖濃度 100 g/l、饋料速度為 84 ml/h以及載體泡棉的

成。因此，饋

體傳導速度變慢，連帶影響 levan產量偏低。因此，填充量為 8%

時，

4. 根據固定化 Z. mobilis 連續式發酵試驗，得知生產 levan之最佳條
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填充量 8% ( v/v )，平均 0 g/l，其生產速率為 1.11 

連續式三種發酵方式的結

6. 適條件，同

7. 

a。其中較大分

 

 

 

 

levan濃度為 13.3

g/l/h。 

5. 批次、懸浮菌體連續式以及固定化菌體

果顯示，連續式發酵之 levan產量比批次發酵高，而在二種連續式

發酵試驗結果，又以固定化菌體之 levan產量( 13.30 g/l )比懸浮菌

體( 5.53 g/l )高 140%；生產速率則由 0.46 g/l/h 增加至 1.11 g/l/h，

提高了 141%。 

在固定化 Z. mobilis菌體以連續式發酵生產 levan之最

時也發現其生長在蔗糖環境下，也有酒精生成，平均酒精濃度為

17.16 g/l，生產速率為 1.43 g/l/h，可將酒精作為次級產物收集。 

Z. mobilis生產出的 levan經 GPC分析後，得知此分子量分佈主要

有兩組，分別為 3 kDa~22 kDa及 388 kDa~2540 kD

子量分佈(388 kDa~2540 kDa )，可能具有抗腫瘤、降低膽固醇及做

為益菌質功效的生理活性。 
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