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一、前言 

二、探討乳酸菌發酵非洲芥藍菜之最適發酵條件與抑菌活性 

三、利用乳酸菌作為發酵豬肉的保護性培養物防止 Clostridium spp. 生長 

四、利用乳酸菌發酵芝麻生產芝麻木酚素並測定芝麻發酵產物之抗氧化活性 

五、結論 

摘要 

乳酸菌發酵的菌株種類繁多，且會因發酵食物或條件的不同而產生不同的作

用，例如：抑制雜菌、產生抗氧化物質等等。故本篇研究探討三種不同食物各自

最適合的乳酸菌發酵菌株種類，並偵測乳酸菌在發酵過程中的抑菌活性，同時測

定食物發酵前後組成份和酚類化合物等功能性物質之變化。以 Lactobacillus 

plantarum BFE 5092 和 L. fermentum BFE 6620 發酵非洲芥藍菜，結果顯示實驗

組發酵 144 小時的最終 pH 值為 3.6、乳酸濃度為 4.0 g/L；控制組則分別為 pH 

4.4 和  2.5 g/L。在乳酸菌與病源菌共同發酵的挑戰性試驗中， Listeria 

monocytogenes 和 Salmonella Enteritidis 的菌數在 24 小時達到最高值 4 Log 

CFU/mL，之後隨著發酵時間逐漸下降，至 144 小時即偵測不到活的細菌存在。

以 L. plantarum PCS20 和 L. delbrueckii DSM 20074 作為保護性培養物發酵豬

肉，結果顯示與乳酸菌進行液態共培養的 Clostridium perfringens DSM756 和 

Clostridium sp. DSM 1985，兩者的菌數在發酵末期會降至 1.0–2.0 Log CFU/mL。

此外在乳酸菌與亞硝酸鹽共同添加的情況下，發酵豬肉中的梭菌屬菌株於發酵第 

9 天時會降至 1.0–1.5 Log CFU/mL。以 L. plantarum P8、L. acidophilus ATCC 

4356 和 Streptococcus thermophilus S10 發酵芝麻，結果顯示 L. plantarum P8 在

生長速度、產酸量和發酵食物中的芝麻木酚素含量皆為三者中最高者，後續之總

酚含量、DPPH 自由基清除活性和還原力等測試結果也相同。乳酸菌發酵可以有

效抑制食物中病原菌的生長，並能達到產生功能性物質芝麻木酚素及減少食品添

加物使用量的效果，具有極高的商業應用潛力。 

  

http://terms.naer.edu.tw/detail/928071/?index=1
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ㄧ、前言  

發酵是一種可以保證食品安全的欄柵方法 (Leroy et al., 2013)，能用於保存

食物、最大限度減少收穫後損失，同時去除原料毒性、增加主要營養物質和微量

元素的攝入量 (Holzapfel, 2002)。尤其在非洲等資源較不足的地區，發酵扮演著

減少食物的腐敗和食源性疾病的發生這兩項重要的作用。早在數千年前，乳酸菌

便被廣泛地運用於各種食品或飲品中，如乾酪、乳酪、泡菜、酸乳等。在所有食

品發酵的種類中，乳酸發酵為最古老而且簡單安全的食品保藏方式，是ㄧ種以家

庭為基礎的食品製造過程 (Oyewole, 1997)，現今已經被世界各地廣泛地接受。 

乳酸菌 (Lactic acid bacteria, LAB) 是指能夠代謝糖類、產生 50% 以上乳酸

之細菌，常見的乳酸菌包括 Lactobacillus、Streptococcus 和 Leuconostoc 等三大

類。乳酸菌是益生菌 (Probiotics) 中最重要的一群，益生菌的定義為某一種或複

數種微生物當施以足夠的用量時能賦予宿主健康的益處。而某些特定的保護性乳

酸菌在發酵的過程中可以產生抗微生物的胜肽，例如殺細菌素 (bacteriocin)、有

機化合物和代謝化合物等，進而抑制食源性病源菌的生長 (Varsha et al., 2015)。

在使用保護性培養物 (protective culture) 的方面，與用於食品中的保護性培養物

相關之研究中，科學家對於以乳酸菌作為對抗食品病源菌的研究展現出了極大的

興趣 (Comi et al., 2015; Gaggia et al., 2011; Galvez et al., 2010)。作為保護性培養

物使用的乳酸菌以及大多數的乳酸菌對人類來說都是安全無虞的，因為它們被美

國食品藥品管理局和歐洲食品安全局認定為 GRAS (Generally Recognized As 

Safe) 及 QPS (Qualified Presumption of Safety)。 

現今常用於乳酸發酵的菌株，例如 L. plantarum 和 L. fermentum，通常都具

有產酸快速和可生產殺細菌素等特點 (Cho et al., 2010)。此外 L. plantarum、L. 

acidophilus 和  S. thermophilus 在發酵過程中都會產生  β-葡萄糖苷酶 

(β-glucosidase)，此種酵素能夠水解葡萄糖苷鍵產生小分子的糖類或其它功能性

物質。 

故本篇報告的主要目的為探討三種不同食物各自最適合的乳酸菌發酵菌株

種類，並偵測乳酸菌在食物發酵過程中的抑菌活性，同時測定食物發酵前後組成

份和酚類化合物等功能性物質之變化。 

  

http://www.lawbank.com.tw/treatise/pl_article.aspx?AID=P000216816
http://terms.naer.edu.tw/detail/54709/
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二、 探討乳酸菌發酵非洲芥藍菜之最適發酵條件與抑菌活性 

將 700 g 的非洲芥藍菜葉片置於發酵缸中，加入 2.1 L 的 2.5% 食鹽水溶

液，於 25℃ 下進行浸沈發酵。發酵組別可分為自發發酵 (控制組)、接種發酵 (實

驗組) 及挑戰性試驗發酵三種。接種發酵為同時接種菌株 L. plantarum BFE 5092 

和 L. fermentum BFE 6620 各 7 Log CFU/mL。挑戰性試驗發酵為同時接種上述

兩種菌株各 7 Log CFU/mL 與 Listeria monocytogenes 和 Salmonella Enteritidis 

各 4 Log CFU/mL。分別於 0、24、48、72 和 144 小時取樣並進行微生物量、

pH 值、乳酸濃度和基因型分析。此外，將發酵前後的非洲芥藍菜於避光條件下

凍乾並均質後，進行維生素、組成份和可溶性糖類分析。  

在微生物試驗中，實驗組每個發酵階段的總好氧菌平板計數與乳酸菌平板計

數結果兩者極為相似 (Fig. 1)。因此判斷在實驗組中，生長在好氧菌平板上的主

要菌種可能為實驗所接種的乳酸菌。反之在控制組中，好氧菌平板和乳酸菌平板

間的菌數差異較大，顯示在好氧菌平板中生長的細菌可能不是乳酸菌，而是與其

數值較為相近的腸內菌平板。另外從圖中也可以看出控制組的酵母菌和黴菌菌數

降低速率會較實驗組慢 (Fig. 1)。在發酵期間 pH 值變化圖中，控制組和實驗組

的起始 pH 值皆在 6.0 左右，而後在發酵終點時會分別降至 pH 4.4 和 3.6 (Fig. 

2a)。許多文獻指出，將 pH 值降到 4.2 以下可以有效確保發酵食品的安全性 

(Leroy & De Vuyst, 2004; Motarjemi et al., 1996)。由於控制組的 pH 值降低速度

較緩慢，所以相應地其乳酸濃度上升的速度也會較慢。在發酵期間乳酸濃度變化

圖中，控制組的乳酸濃度於 48 小時後才達到可偵測極限，且發酵終點測得的乳

酸濃度為 2.5 g/L，明顯低於實驗組的 4.0 g/L (Fig. 2b)。在挑戰性試驗發酵圖中，

List. monocytogenes 和 Salmonella Enteritidis 的菌數會隨時間增加而逐漸降低，

且發酵 144 小時過後即偵測不到活的細菌 (Fig. 3)。另外，腸內菌平板上的菌數

和沙門氏菌平板極為接近，故推斷 Salmonella Enteritidis 很可能是生長在腸內菌

平板上的主要菌種。基因型分析會將樣品以 RAPD-PCR 擴增後進行變性梯度電

泳分析。從結果可以看出，控制組的微生物生物多樣性直到發酵 48 小時後才有

明顯增加；而實驗組則是在整個發酵期間都保持ㄧ致，且整個發酵期間都能明顯

觀察到與乳酸菌菌株樣品相同的條帶 (Fig. 4)。 

由於維生素 C、B1 和 B2 為水溶性，所以非洲芥藍菜在發酵過後維生素的

含量會明顯降低 (Fig. 5a)。發酵時添加的食鹽水溶液造成了產品灰份含量的增加，

而蛋白質則作為微生物的營養來源而減少，另外脂肪和總膳食纖維含量並無顯著

的差異 (Fig. 5b)。測定發酵前後可溶性糖類含量後發現僅有 0.01 g/100 g 的果糖

殘留，其餘幾乎都在發酵過程中被利用殆盡，因此可以確定非洲芥藍菜含有 1.5% 

的發酵糖，且這些糖類足以提供足夠的營養來源以支持發酵菌的生長 (Fig. 5c)。 

由上述結果可以得知，接種發酵中的兩個乳酸菌菌株可以有效抑制革蘭氏陰

性細菌和病原菌的生長，並能主導發酵的進行。  
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三、利用乳酸菌作為發酵豬肉的保護性培養物防止 Clostridium spp. 

生長 

肉製品多會添加亞硝酸鹽用以抑制 Clostridium spp. 和其他病源菌的生長，

但由於亞硝酸鹽具有潛在的危害，現代的研究多致力於尋找天然的替代物取代亞

硝酸鹽的使用。以 Spot agar test 和液態共培養法測試乳酸菌菌株對梭菌屬菌株

的抑制活性。隨後將 L. plantarum PCS20 和 L. delbrueckii DSM 20074 作為保護

性培養物接種至豬絞肉中，以平板計數法、Real time RCR 和 RAPD-PCR 偵測

發酵期間乳酸菌菌株的生長情形。最後進行挑戰性試驗，觀察 L. plantarum 

PCS20 和亞硝酸鹽  (NaNO2) 對肉品中  Clostridium perfringens DSM756 和 

Clostridium sp. DSM 1985 的抑制作用 (Table. 1)。 

Spot agar test 所有測試組合的抑菌環直徑皆在 2.5–3.5 cm 的範圍內，代表

兩種乳酸菌菌株都有抑制實驗中兩種梭菌屬菌株生長的能力 (Fig. 6)。在液態培

養法中，Clostridium sp. DSM 1985 和 C. perfringens DSM756 的存在並不會影響

與其共培養之 L. plantarum PCS20 菌株的生長 (Fig. 7)，對 L. delbrueckii DSM 

20074 也是相同的結果 (Fig. 8)。反之，兩種梭菌屬菌株的生長皆會被與其共培

養的乳酸菌菌株大幅抑制 (Fig. 7 and 8)。總結來說，L. plantarum PCS20 具有相

對較佳的抑制活性，而 Clostridium sp. DSM 1985 對乳酸菌的存在相對較敏感。

肉品中的乳酸菌平板計數結果顯示，在接種兩天後所有組別的乳酸菌菌數都有 

1.5–2.0 Log CFU/g 的增加；而在第六天時，所有組別的乳酸菌菌數皆上升到約 9 

Log CFU/g (Table. 2)。進ㄧ步以 RAPD-PCR 分析保護性培養物在豬絞肉中的存

活率。可以從圖中得知 L. plantarum PCS20 的生長情形較佳，在第六天時仍占

有 47% 的比例 (Fig. 9A)，而 L. delbrueckii DSM 20074 卻僅剩下 11% (Fig. 9B)。

挑戰性試驗的結果顯示，同時添加 L. plantarum PCS20 和 NaNO2 可使肉品中

的 C. perfringens DSM756 在第二到五天顯著下降，第九天時降至  1.5 Log 

CFU/g (Fig. 10A)。上述條件對 Clostridium sp. DSM 1985 也有相同的趨勢，而在

實驗第九天時，添加 L. plantarum PCS20 的組別無論 NaNO2 存在與否，皆能

使 Clostridium sp. DSM 1985 降至1 Log CFU/g (Fig. 10B)。 

由上述結果可以得知，使用乳酸菌作為保護性培養物的生物性防腐方式可以

做為減少發酵肉製品中亞硝酸鹽含量的有效方法。 

  

http://terms.naer.edu.tw/detail/928071/?index=1
http://terms.naer.edu.tw/detail/928071/?index=1
http://terms.naer.edu.tw/detail/928071/?index=1
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四、利用乳酸菌發酵芝麻生產芝麻木酚素並測定芝麻發酵產物之抗氧

化活性 

    三醣基芝麻木酚素 (Sesaminol triglucoside, STG) 為芝麻中最主要之木聚糖 

(lignan)，經  β-glucosidase 水解後可產生芝麻木酚素  (sesaminol) 和配糖基 

(aglycone) 而展現良好的抗氧化活性。脫脂過後的芝麻經浸泡、煮沸、研磨、過

濾等步驟萃取出芝麻汁，再將其以 121℃ 滅菌 15 分鐘後冷藏備用。芝麻汁分

別接種  1% v/v 的  L. plantarum P8 (LP)、S. thermophilus S10 (ST) 和  L. 

acidophilus ATCC 4356 (LA) 等可產生 β-glucosidase 的菌株，以 37℃ 發酵 24 

小時。每隔 4–6 小時取樣進行微生物平板計數、pH 值、可滴定酸、木聚糖含

量、總酚類含量、DPPH 自由基清除活性和還原力測試等分析。另外，取發酵前

後的芝麻汁樣品進行組成份分析。最後結果將以統計分析數據表示。 

    樣品的起始 pH 值為 6.44–6.52，經過 24 小時發酵後顯著地 (p<0.05) 降

低至 pH 4.69–5.34，其中以 LP 發酵的芝麻樣品具有最低的最終 pH 值 (Fig. 

11)。樣品的起始可滴定酸度為 0.26–0.28%，經過 24 小時發酵後增加至 0.61–

0.83% (Fig. 11)。從圖中可以看出，發酵芝麻的可滴定酸度會隨著發酵時間顯著

地 (p<0.05) 增加，其中以 LP 發酵的樣品展現出的高上升幅度。而在發酵過程

中，乳酸菌的菌數會從 7.1–7.3 Log CFU/mL 逐漸增加至 8.1–8.6 Log CFU/mL 

(Fig. 12)。發酵產品的最低可接受微生物量為 6–9 Log CFU/mL，因此芝麻也適

合乳酸菌生長。組成份分析結果顯示，發酵前後芝麻的粗脂肪和碳水化合物含量

並無顯著變化，而以 LP 發酵的樣品粗蛋白含量則有顯著的增加 (p<0.05) (Table. 

3)。發酵芝麻樣品的木聚糖 HPLC 分析結果以 STG 和芝麻木酚素的含量變化

來表示。從結果中可以看出 STG 的濃度有顯著地下降 (p<0.05)，相對來說芝麻

木酚素的濃度有顯著地上升 (p<0.05)，尤其以 LP 發酵的芝麻其芝麻木酚素上

升的含量最高，達到 35.1 mg/10 g (Table. 4)。這樣的結果顯示 L. plantarum 可

以做為芝麻發酵產生芝麻木酚素的菌酛菌株，且有研究顯示 STG 可以做為適合

腸道微生物群利用的基質 (Zhu et al., 2013)。植物的抗氧化活性取決於其酚類化

合物的含量 (Ferreira et al., 2007)。發酵芝麻的總酚含量明顯高於未發酵者，且會

隨者發酵時間增加而上升，其中以 LP發酵的芝麻在 24 小時有最高的含量，即 

14.79 mg/10 g GAE (Fig. 13)。最高的 DPPH 清除活性為 80.56%，顯示於以 LP 

發酵 24 小時的芝麻樣品中 (Fig. 14)。最後，還原力與抗氧化活性有密切的相關

性。最高的還原力為吸光值 (OD700) 2.16，顯示於以 LP 發酵 24 小時的芝麻樣

品中 (Fig. 14)。 

    由上述結果可以得知，在發酵期間 STG 可以經由微生物水解轉化成芝麻木

酚素，且 L. plantarum P8 可以作為最有效生產功能性發酵芝麻的菌株。 

  



 

7 
 

五、結論 

1. L. plantarum BFE 5092 和 L. fermentum BFE 6620 具有快速生長和產

酸的特性，適合作為菌酛菌株發酵非洲芥藍菜。 

2. L. plantarum PCS20可以做為有效的保護性培養物，將發酵肉製品中的 

梭菌屬菌株抑制在 1.5 Log CFU/g 以下。 

3. L. plantarum P8 的生長及芝麻木酚素產量皆優於 S. thermophilus S10 

和 L. acidophilus ATCC 4356 兩株菌株，最適合作為菌酛菌株發酵芝麻

並有效生產功能性的抗氧化物質。 

4. 乳酸菌發酵可以有效抑制食物中革蘭氏陰性菌和病原菌的生長，並能達

到產生功能性物質及減少食品添加物 (例如：亞硝酸鹽) 使用量的效果，

具有極高的商業應用潛力。 

  

http://terms.naer.edu.tw/detail/928071/?index=1
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Table. 1. Experimental study design of the Challenge test. 

 

   

(Di Gioia et al., 2016) 
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Table. 2. Microbial counts on MRS agar plates of the two meat batters considered in the work 

inoculated with L. plantarum PCS20 or with L. delbrueckii DSM200074 and not inoculated with any 

culture (Control). Counts on meat batter 2 have also been performed with real time PCR using 

primers targeted to the Lactobacillus genus. 

 
 

  (Di Gioia et al., 2016) 
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Table. 3. Proximate component of fermented and non-fermented sesame (unit: g/100 g) 

 

 

(Bae et al., 2016) 
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Table. 4. Changes in lignan contents of sesame with and without fermentation with LAB (unit: 

mg/10 g) 

 

 

(Bae et al., 2016) 
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Fig. 1. Lactic acid bacteria counts, aerobic mesophilic plate counts, enterobacteria counts and yeast and mold counts of kale fermentations 

without starter bacteria (control) or inoculated with L. plantarum BFE 5092 and L. fermentum BFE 6620 starter bacteria (starter) for 144 h. 

Counts were determined in triplicate, the standard deviations are indicated.  

 

(Oguntoyinbo et al., 2016) 
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Fig. 2. Development of pH (a) and lactic acid (D and L isomers) concentration (b) during 

fermentation of kale without starter bacteria added (control) or with added L. plantarum BFE 5092 

and L. fermentum BFE 6620 starter bacteria (starter) for 144 h. Determinations were done in 

triplicate, the standard deviations are indicated. 

(Oguntoyinbo et al., 2016)  
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Fig. 3. Lactic acid bacteria counts, aerobic mesophilic plate counts, enterobacteria counts, 

Salmonella Enteritidis counts and Listeria monocytogenes counts of kale fermentations without 

starter bacteria (control) or inoculated with L. plantarum BFE 5092 and L. fermentum BFE 6620 

starter bacteria (starter) for 144 h. Counts were determined in triplicate, the standard deviations are 

indicated. 

 

(Oguntoyinbo et al., 2016) 
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Fig. 4. DGGE profiles of PCR amplified 16S rRNA gene fragments of fermented kale samples for up 

to 144 h without starter bacteria or inoculated with starter bacteria showing major eubacterial 

amplicons. As a comparison, the DGGE profiles of PCR amplified amplicons of the starter strains L. 

plantarum BFE 5092 (Lp) and L. fermentum BFE 6620 (Lf) are also shown. 

 

(Oguntoyinbo et al., 2016) 
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Fig. 5. Vitamin concentrations in fresh and fermented kale (a), proximate nutrient composition of 

fresh and fermented kale (b) and concentration of soluble sugars in fresh and fermented kale. Results 

of triplicate determinations are shown. 

 

(Oguntoyinbo et al., 2016)  
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Fig. 6. Spot agar text showing growth inhibition of C. perfringens DSM756 by L. delbrueckii DSM 

20074 (left) and L. plantarum PCS20 (right) strains. 

 

(Di Gioia et al., 2016) 
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Fig. 7. Antagonistic activity of L. plantarum PCS20 in liquid cultures against Clostridium sp. 

DSM1985 (Fig. 2A): a) L. plantarum PCS20 single culture, b) Clostridium sp. single culture, c) L. 

plantarum PCS20 co-culture, d) Clostridium sp. in co-culture; and C. perfringens DSM 756 (Fig. 

2B): e) L. plantarum PCS20 single culture, f) C. perfringens single culture, g) L. plantarum PCS20 

co-culture, h) C. perfringens in co-culture. 

 

(Di Gioia et al., 2016) 
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Fig. 8. Antagonistic activity of L. delbrueckii DSM 20074 in liquid cultures against Clostridium sp. 

DSM 1985 (Fig. 3A): A) L. delbrueckii DSM 20074 single culture, B) Clostridium sp. single culture, 

C) L. delbrueckii DSM 20074 co-culture, D) Clostridium sp. in co-culture; and C. perfringens DSM 

756 (Fig. 3B): E) L. delbrueckii DSM 20074 single culture, F) C. perfringens single culture; G) L. 

delbrueckii DSM 20074 co-culture, H) C. perfringens in co-culture. 

  

  (Di Gioia et al., 2016) 
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Fig. 9. RAPD profiles of the DNA obtained from 18=colonies isolated from batch inoculated with L. 

plantarum PCS20 to 20=colonies isolated from batch inoculated with L. delbrueckii DSM 20074 

picked colonies. Colonies were obtained from plates resulting from microbial counts of the meat 

inoculated with protective cultures L. plantarum PCS 20 (Fig. 4A) and L. delbrueckii DSM 20074 

(Fig. 4B). Molecular weight ladder (100 bp); protective culture profile (M); the other lines indicate 

the profile obtained from the isolated colonies. 

 

(Di Gioia et al., 2016) 
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Fig. 10. Clostridium counts of pork ground meat challenged with C. perfringens DSM 756 (Fig. 5A) 

and with Clostridium sp. DSM 1985 (Fig. 5B) in the presence and absence of L. lantarum PCS20 

and 150 mg/kg nitrite. 

 

(Di Gioia et al., 2016) 
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Fig. 11. Changes in acid production in fermented sesame during different fermentation time. Con, 

control, non-fermented sesame; LP, fermented sesame with Lactobacillus plantarum P8; ST, 

fermented sesame with Streptococcus thermophilus S10; LA, fermented sesame with Lactobacillus 

acidophilus ATCC4356. 

 

(Bae et al., 2016) 
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Fig. 12. Changes in cell viability of LAB in fermented sesame during different fermentation time. 

Con, control, non-fermented sesame; LP, fermented sesame with Lactobacillus plantarum P8; ST, 

fermented sesame with Streptococcus thermophilus S10; LA, fermented sesame with Lactobacillus 

acidophilus ATCC4356. 

 

(Bae et al., 2016) 
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Fig. 13. Change in total phenol contents in fermented sesame during different fermentation time. Con, 

control, non-fermented sesame; LP, fermented sesame with Lactobacillus plantarum P8; ST, 

fermented sesame with Streptococcus thermophilus S10; LA, fermented sesame with Lactobacillus 

acidophilus ATCC4356. 

 

(Bae et al., 2016) 
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Fig. 14. Changes in antioxidant activities of fermented sesame during different fermentation time. 

Con, control, non-fermented sesame; LP, fermented sesame with Lactobacillus plantarum P8; ST, 

fermented sesame with Streptococcus thermophilus S10; LA, fermented sesame with Lactobacillus 

acidophilus ATCC4356. 

 

(Bae et al., 2016) 

 


