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摘要 

多醣體（polysaccharides）是由單醣類聚合而成的高分子，其分子量分布廣泛。乳酸菌胞外多醣體是

乳酸菌在生長時會分泌到胞外的一種糖類複合物。因其具有抗氧化、抑菌等特性，可作為保健品、保濕

劑、穩定劑、增稠劑、凝膠劑外和醫療用血漿替代品等。魏斯氏菌所生產之胞外多醣體主要成份為右旋

醣酐（dextran），在食品、生醫與化妝品產業中具有高度商業應用價值。為能提升胞外多醣體生產量，

本研究以回應曲面法分別探討菌種生產胞外多醣體的培養條件與培養基組成。藉由中心混成法的進行最

適化設計研究，結果顯示將菌株使用最適化培養基（酵母萃取物 8.4%和蔗糖 11.2%）靜置培養於 24.5 oC

和 pH 6.45 的環境，其胞外多醣體產量可達 64.79± 0.24 g/L。總體而言，本研究成功以最適化培養環境和

簡單培養基提升魏斯氏菌的胞外多醣體產量。 
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Abstract 

Polysaccharides (EPS) are polymers that are polymerized from monosaccharides and have a wide molecular 

weight distribution. Exopolysaccharide (EPS) from lactic acid bacteria (LAB) is a carbohydrate compound, which 

is synthesized and secreted to outside of the cell during the cell growth process. Due to its anti-oxidation, 

antibacterial, and other characteristics, EPS can be used as health care products, water-retaining agent, stabilizer, 

thickener, gel and medical plasma alternatives.The main component of EPS secreted from Weissellacibaria 27 is 

dextran and has a high potential of commercial application value in the fields of food, cosmetics, and medical 

industries.To improve the production of EPS, the response surface methodology was used to study the culture 

conditions and medium composition.The research of optimization design was carried out by using the method of 

central composite design.The results showed that the yield of EPS could reach 64.79 ± 0.24 g / L when the strain 

was cultured in an environment of 24.5 oC and pH 6.45 using an optimized medium (8.4% of yeast extract and 

11.2% of sucrose).Overall, the production of EPS was successfully improved by W.cibaria27 with an optimized 

culture environment and simple medium. 

Keywords: Exopolysaccharide, Weissellacibaria, Response Surface Methodology, Central Composite 

Design 
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壹、前言 

生物性高分子是由活的生物體所生產出的聚合物，此類聚合物能以溶解或懸浮方式存在於溶液中而

提升液體濃稠度。生物性聚合物來源相當多元[1]。多醣體（polysaccharides）是由單醣類聚合而成的高分

子，其分子量分佈廣泛。自 1950 年代，科學家開始對於多醣的結構、物化特性與功能進行研究。由於這

些的研究，使得細菌多醣體在化妝品、藥物、生物醫學等多個領域具有極大的市場潛力。許多細菌會生

產多醣體，可幫助細菌在惡劣的環境下生存或抵抗宿主的免疫攻擊。多醣體在特性上將隨著醱酵菌種、

單醣種類、分子量大小和鍵結位置不同而產生許多差異。一般來說，微生物所生產的多醣體可區分為三

種: （1）胞內多醣體（intracellular polysaccharides）:供應微生物生長所需的碳源和能量來源；（2）結構

多醣體 （structural polysaccharides）: 該類多醣體將構成微生物菌體的多醣基本型態；（3）胞外多醣體 

（extracellular polysaccharides; exopolysaccharides）:生產在微生物細胞外部的非結晶黏性物[2]。胞外多醣

體（exopolysaccharides, EPS）是自然界中一些特定微生物在生長過程中分泌到胞外的水溶性多醣體，通

常附著在細胞表面或者是分泌到培養基中。 

乳酸菌（Lactic acid bacteria; LAB）是一種能夠生產乳酸之兼性厭氧菌，該族群均屬於革蘭氏陽性菌，

無孢子與無遷移特性[3]。乳酸菌的應用相當廣泛且大部分的乳酸菌屬於 GRAS （generally regarded as safe）

安全菌株。他們所生產許多高價值二次代謝產物普遍應用於各種領域，如乳酸、抗菌成份以及胞外多醣

體等[4]。乳酸菌的胞外多醣體是乳酸菌在生長時，分泌到胞外的一種多醣物質，主要可分為會附著在細

菌表面的莢膜多醣體（capsular; CPS）和生產到胞外但並未與細胞膜產生連結的黏絲型多醣體（ropy EPS）

或非黏絲型多醣體（non-ropy EPS） [2, 5]。產自食用級乳酸菌的胞外多醣體用乳製品的製作上可改變乳

製品的質感、增加黏性和其他性質[5–8]。按照多醣鍵結位點和鍵結方式的不同，胞外多醣會因菌種不同

而在不同生長階段或環境條件產生[9]。因此，有許多研究專注在將乳酸菌胞外多醣體的特性分析與醱酵

生產[7, 10–13]。乳酸菌所生產的多醣體，依照其組成成份可大致分成同質多醣體和異質多醣體兩種，均

屬於單醣或其衍生物所組成的高分子結構[5, 14]。同質多醣體是僅由一種類型的單醣（葡萄糖或果糖）所

組成的巨分子物質，依照其結構上的差異性，可歸納成四種類型: （1）α-D-葡聚醣，此型態的多醣體以

α-（1→6）糖苷鍵結方式構成高分子結構[13, 15]；（2） β-D-葡聚醣，此類多醣體通常以 β-（1→3）糖

苷鍵結方式組成高分子結構[16–18]；（3）果聚醣，此類型的胞外多醣體主要為左聚醣所組成；（4）其

他類型多醣體，如半乳聚醣[9]。在異質多醣體方面，通常是由兩種以上單醣所組成的高分子[12]。胞外多

醣體可溶解或分散在水中，以增加黏稠度或膠凝性能且研究指出它也具有抗腫瘤、抗氧化、自由基移除

與提升免疫力等功能，在保健食品上具有高度發展潛力[2]。目前社會上崇尚天然製品的浪潮中，多醣體

所衍生的相關原料與產品，逐漸廣泛被應用於各項商業用途中，如食品、製藥、醫療和化妝品等產業。 

魏斯氏菌屬（Weissella sp.）屬於革蘭氏陽性菌、無孢子型態的球狀或桿狀乳酸菌可生產出胞外多醣

體、乳酸和乙酸等二次代謝物[12-13]。目前已知的魏斯氏菌屬大部分從食物相關的發酵物中分離出來[16, 

19]。此外，魏斯氏菌可提供各式傳統食品，如泡菜、醱酵乳製品、乳酪或其他醱酵食品特殊風味，此可

提升醱酵食品獨特性[20]。此外，魏斯氏菌也具有潛在的益生功能，可用於牙周病、預防齲齒等疾病的預

防並可作為飲品，因此近年來在研究上受到矚目[12–13, 16, 19, 21]。此外，來自 W.cibaria 的多醣體也應

用在臨床與化妝品產業開發成維持體重與保濕劑等相關商品。 

本實驗室從傳統醃製泡菜中成功篩選到一株可分泌胞外多醣體的魏斯氏菌，經菌種鑑定後，命名為

W. cibaria 27。該菌株在含有蔗糖的環境下會生產胞外多醣，其所生產之 EPS 經 1D NMR 與 2D NMR 分

析，確認其結構為 α-（1→6）-葡聚醣[22]。與其他乳酸菌相較，魏斯氏菌屬可生產出較高產量的胞外多

醣體，如 W. confusa Cab3[23]和 W. cibaria MG1[24]的胞外多醣體的生產量可達 29 和 36 g/L[25]。由於魏

斯氏菌屬所分泌的胞外多醣體方面在食品、生醫與化妝品產業中具有商業應用價值。為使其胞外多醣體

生產量可達商業用途之目的，我們以回應曲面法來進一步提升 W. cibaria 27 胞外多醣體生產量。 
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貳、實驗材料與方法 

一、菌種培養與培養基 

W.cibaria 27 是從傳統手工泡菜中篩選而來[22]。從-80℃冰箱中取出 W.cibaria 27 之凍菌管，使用已

滅菌的竹籤沾取凍菌管中菌液，在 MRS 固態培養基上劃四區畫線進行培養，培養於溫度 30℃培養箱。

待菌種生長至適當大小時，從 MRS 固態培養基上沾取單一菌落接入含有 MRS 液態培養基中（20 ml）的

三角錐形瓶中（125 ml），接著放入 30℃培養箱中進行 16 小時靜置培養，之後再將菌液用於後續實驗，

菌液濃度使用分光光度計進行測定，測定波長為 600 nm。MRS 培養基每公升含有 5 克酵母萃取物、20

克葡萄糖、2 克磷酸氫二鉀、5 克醋酸鈉、0.05 克硫酸鎂、2 克檸檬酸銨、10 克牛肉萃取物、10 克蛋白

腖。 

二、胞外多醣體之純化與分析 

胞外多醣體的純化程序依據先前文獻所提供的方法經小部分修改後進行[25–26]。菌株 W.cibaria 27

在靜置培養 24 小時後，將三角錐形瓶中之培養菌液倒入 50 ml 離心管中，使用高速低溫離心機進行離心，

離心條件為轉速 7100 xg，4℃，10 min，之後將離心後上清液取出並加入等被體積的三氯乙酸（10%）混

合均勻後放入 4 oC 冰箱中靜置 6 小時。隨後將靜置後液體以上述離心條件進行低溫高速離心將蛋白質去

除，取得含有胞外多醣體的上清液。上清液加入兩倍體積之預冷 95%乙醇進行充分混合，混合完成後將

其放置在 4℃環境進行酒精沉澱（24 小時）。將酒精沉澱後之樣品進行離心，離心條件為轉速 7100 xg，

4 ℃，10 min。離心完成後將離心管上方之溶液去除，並使用超純水將沉澱物潤洗，潤洗 3～5 次後加入

約 15 ml 超純水將多醣體回溶成液體，最後在以冷凍乾燥機（冷凍機溫度:-50℃，乾燥時間 72 小時）將

多醣體進行冷凍乾燥和秤重。 

三、使用中心混成法進行 EPS 產量最佳化 

回應曲面法是進行最適化實驗設計的有用工具，它可以同時探討主要效應（main effect）和不同因子

之間的交互作用。使用中心混成法（central composite design）在三個水準因子設定下使用兩個變量並在

中央點進行三個重複實驗，進行 11 個實驗。在本實驗設計中，選擇 X1 和 X2 或作為因子，EPS 產量用 Y

表示。統計分析系統軟體 JMP5.1 （SAS Institute Inc.）用於實驗組數設計與實驗數據的回歸分析。 CCD

將變量表示為以下形式的二階多項式模型： 

Y = β
0

+ β
1

X1 + β
2

X2 + β
11

X1
2 + β

22
X2

2 +  β
12

X1X2 +  ε 

其中 β0 是常數，β0 和 β2 是每次過程的主要效應變量，β12 是變量之間的交互效應 β11 和 β22 是變量平方的

效應，Y 是 EPS 產量，X1 和 X2 代表獨立變數因子，ε 是隨機誤差。使用軟體 JMP5.1 對結果進行分析方

差（ANOVA）函數。回應曲面三維圖是使用統計分析軟體 STATSTICA 6.0 （StatSoft Inc.）繪製。 

參、結果與討論 

一、初始接種量對 EPS 產量的影響 

當微生物進行繼代培養，其接種濃度將會影響到菌體醱酵狀態和多醣體生產量。將菌株 W. cibaria 27

接種在 MRS 培養基中靜置隔夜培養（30℃、16 小時）。培養後菌液依照六組不同起始接種濃度設定分別

接種入含有 2 % 蔗糖的 MRS 培養基進行多醣體生產，培養時間為 24 小時，每個實驗均進行三重覆。實

驗結果顯示（Table 1），當起始接種濃度為 0.03 （OD600）時，多醣體濃度可達到 8.37± 0.18 g/L，但隨著

接種量越來越高時，其多醣體的生產量也逐漸降低。因此，在後續實驗中 W. cibaria 27 的起始接種濃度

設定為 0.03。 
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表 1  菌種起始接種濃度對於 EPS生產量之評估 

實驗組別 初始接種濃度 (OD600) EPS 生產量 (g/L) 

1 0.01 7.65±0.12 

2 0.03 8.37± 0.18 

3 0.05 7.61± 0.21 

4 0.08 6.81± 0.15 

5 0.1 6.98± 0.23 

6 0.3 4.96± 0.17 

二、培養溫度與 pH最適化之探討 

除培養基組成外，乳酸菌的培養環境也是影響多醣體生產量的重要因素，如初始 pH 值、培養溫度都

會影響多醣體的生產量。為探討最適化培養環境，我們選擇培養溫度和初始 pH 值作為環境因子並分別

設定了三個水準因子來進行設評估（表 2）。使用中心混成實驗設計法（Central Composite Design; CCD）

設計 11 組實驗組別來生產胞外多醣體（表 3）。將經隔夜培養的菌液以初始菌液濃度為 0.03 （OD600）轉

入 11 支含有 2 % 蔗糖的 MRS 培養基（30 mL）的 125 mL 三角錐形瓶中。再依照實驗組別設計分別放

入不同環境設計的培養箱中進行靜置培養 24 小時，之後將樣品進行多醣體純化程序並把分析數據帶入表

3 並使用統計軟體 JMP5.1 進行統計分析，得到方差分析表（Analysis of Variance, ANOVA）（表 4）並依

據變異數參數數據（表 5）得到二階多項式模型如下: 

Y = 6.97 − 3.86X1 − 3.63X2 − 1.52X1
2 − 2.72X2

2 − 0.58X1X2 

其中，溫度（X1）和二階初始 pH 值（X2
2）的參數具有顯著意義（P value<0.05），但溫度與初始 pH 值

間並無顯著的交互作用（X1X2，P value=0.4576）。將溫度與初始 pH 值的回歸模型繪製成回應曲面三維

圖（圖 1），結果顯示，胞外多醣體的最高產量有局限在本次實驗範圍中。本次實驗數據在決定係數

（coefficient of determination; R2）為 R2=0.92 的水平下預測溫度為 24℃和 pH 6.45 的培養環境下 EPS 可

達到最大產量為 10.19 g/L。將此預測條件進行多醣體生產測試，實驗結果為 9.82 ± 0.23 g/L，與預測多醣

體產量誤差約為 3.6%，該結果相當接近預測值，代表此次實驗模型具有合理性。本次實驗結果與先前研

究使用 W. cibaria 27 生產 EPS 的培養條件接近（22℃、pH 6.2）[22]。因此，後續實驗便依照實驗結果的

培養條件（24℃、pH 6.45）來進行探討多醣體生產培養基。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 1  回應曲面圖呈現培養溫度和初始 pH值對 W.cibaria 27胞外多醣體產量的影響 
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表 2  用於 CCD之環境篩選因子設計基準 

環境因子 
水準因子設定 

-1 0 +1 

溫度 (oC) (X1) 25 30 35 

初始 pH 值 (X2) 5 6 7 

表 3  使用 CCD進行培養環境最適化結果 

實驗組別 培養溫度 (oC)(X1) 初始 pH 值(X2) 多醣體生產量(g/L)(Y) 

1 25 6 9.27 

2 25 5 5.44 

3 30 6 8.33 

4 35 6 1.947 

5 30 6 8.31 

6 30 5 1.14 

7 35 5 0.447 

8 25 7 8.75 

9 30 6 8.5 

10 35 7 1.427 

11 30 7 7.68 

表 4  溫度與 pH之模型回歸方差分析表（ANOVA） 

Source of 

variation 

Sum of 

squares 

Degree of 

freedom 

Mean 

square 

F-Ratio Prob>F 

Model 117.66 5 23.53 11.239 0.0095 

Error 10.48289 5 2.10   

Lack of fit 10.46 3 3.49 319.91  

Pure error 0.02 2 0.01   

C. Total  128.14 10    

表 5  溫度與 pH之模型回歸參數估計 

Factor Estimate Standard error P value 

Intercept 6.97 1.03 0.0011 

X1 -3.86 0.93 0.0091 

X2 -3.63 1.91 0.1161 

X1
2 -1.52 0.91 0.1556 

X2
2 -2.72 0.91 0.0305 

X1X2 -0.58 0.72 0.4576 

三、多醣體生產培養基質配方最適化 

先前測試顯示（data not shown），蔗糖（sucrose）與酵母萃取物（yeast extract）是影響多醣體生產

的關鍵營養因子。將此兩營養成分設定出三個不同濃度的水準因子（表6），再使用中心混成實驗設計

法設計10組不同培養基組成（表7）。將經隔夜培養的菌液以初始濃度為0.03 （OD600）分別轉入10支含

有不同培養基組成設計（30 mL）的125 mL三角錐形瓶中進行靜置培養（24小時），培養溫度為24oC和

初始pH為6.45，經靜置培養後菌液以離心機進行菌液分離和後續多醣體純化程序。將分析後數據帶入表

7使用統計軟體JMP5.1進行統計分析，得到方差分析表（表8）並依據變異數參數數據（表9）得到二階
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多項式模型如下: 

Y = 63.74 + 7.40X1 + 5.09X2 − 17.18X1
2 − 8.92X2

2 + 3.15X1X2 

其中，蔗糖（X1）、酵母萃取物（X1）、二階蔗糖（X1
2）和二階酵母萃取物（X2

2）的參數具有顯著意義（P 

value<0.05），但蔗糖與酵母萃取物彼此之間的交互作用並不顯著（X1X2，P value=0.1161）。將蔗糖與酵

母萃取物的回歸模型繪製成回應曲面三維圖（圖2），結果顯示，胞外多醣體的最高產量有局限在本次實

驗範圍中。依據本次統計分析結果，預測當蔗糖與酵母萃取物的濃度分別達到11.2%和8.4%時，多醣體

產量可達65.01 g/L的回應預測數據依照上面預測建議條件進行多醣體生產評估，實驗結果顯示多醣體

產量為64.79 ± 0.24 g/L與預測值相當接近，誤差僅有0.33%。。將此結果對應至本次實驗數據決定係數

（R2），在R2=0.98的統計水平下，顯示本次實驗具有合理性。先前研究中，使用W. cibaria菌株都使用

MRS添加蔗糖來探討EPS生產，產量分別為9.8 （W. cibaria）, 25.66 （W. cibaria 27）和36.4 （W. cibaria 

MG1） g/L之間，培養環境件也不相同，如表10所示。然而，MRS的組成複雜且成本昂貴，但若作為EPS

生產培養基將不具有經濟效應。本研究中，我們使用W. cibaria 27以最適化培養基來生產EPS，除產量

可提升至64.79 ± 0.24 g/L與使用先前文獻使用含有6%蔗糖的MRS培養基相比，產量可高出約2.5倍（表

10）。若再與W. cibariaMG1和W.cibaria相較，產量分別約可高出1.77和6.6倍，培養基也僅需要酵母萃取

物和蔗糖作為營養源，其培養基組成簡單且成本相對也低廉。 

 

 

 

 

 

 

圖 2  回應曲面圖呈現蔗糖和酵母萃取物對 W.cibaria 27胞外多醣體產量的影響 

表 6  用於 Central Composite Design 之營養因子設計基準 

營養因子 
營養因子設定 

-1 0 +1 

蔗糖 (%) (X1) 5 10 15 

酵母萃取物 (%) (X2) 5 7.5 10 

表 7  使用 CCD進行培養環境最適化結果 

實驗組別 蔗糖(%)(X1) 酵母萃取物%)(X2) 多醣體生產量(g/L) 

1 15 5 35.31 

2 5 5 28.71 

3 5 7.5 35.99 

4 10 7.5 64.24 

5 15 10 54.13 
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實驗組別 蔗糖(%)(X1) 酵母萃取物%)(X2) 多醣體生產量(g/L) 

6 10 7.5 65.74 

7 10 10 56.31 

8 15 7.5 54.62 

9 10 5 50.82 

10 5 10 34.94 

表 8  培養基之模型回歸方差分析（ANOVA） 

Source of 

variation 

Sum of 

squares 

Degree of 

freedom 

Mean 

square 
F-Ratio Prob>F 

Model 1545.12 5 309.03 31.21 0.0027 

Error 39.61 4 9.90   

Lack of fit 38.49 3 12.83   

Pure error 1.125 1 1.13   

C. Total  1584.73 9    

表 9  培養基之模型回歸參數估計 

Factor Estimate Standard error P value 

Intercept 63.74 1.88 <0.0001 

X1 7.40 1.28 0.0045 

X2 5.09 1.28 0.0166 

X1
2 -17.18 2.06 0.0011 

X2
2 -8.92 2.06 0.0124 

X1X2 3.15 1.57 0.1161 

表10  文獻中W. cibaria菌株在不同條件下所生產的胞外多醣體產量 

菌種 溫度(oC) pH 培養基 EPS 產量(g/L) 文獻 

W. cibaria 27 24 6.45 8.4%酵母萃取物+11.2%蔗糖 64.79  本研究 

W. cibaria 27 22 6.2 MRS+6%蔗糖 25.66  [22] 

W. cibaria MG1 30 ND MRS+10%蔗糖 36.4  [24] 

W. cibaria 37 7.3 MRS+8%蔗糖 9.8  [12] 

肆、結論 

多醣體的應用廣泛，可運用在食品、醫療和化妝品等產業。W.cibaria 27是一株可藉由蔗糖來誘導生產多

醣體的乳酸菌。為了提升胞外多醣體生產量，我們採用中心混成實驗設計法將W.cibaria 27的EPS生產條

件與產量進行最適化測試與評估。實驗結果顯示W.cibaria 27最佳生產EPS條件為溫度24℃和初始pH 6.45。

而當培養基組成為蔗糖11.2%和酵母萃取物8.4%時，多醣體產量可達64.79± 0.24 g/L。與先前文獻魏斯氏

菌數最高產量相比（W. cibaria MG1; 36 g/L） [25]，產量高出1.77倍。結果說明，使用中心混成實驗設計

法可以推估出最佳的培養環境和培養基組成。最終，本研究策略說明乳酸菌W.cibaria 27結合多醣體生產

策略可大幅提升多醣體生產量，使其可達到工業化之應用潛力。 
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