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摘  要 

本研究由乳酸菌與酵母菌發酵過程進行具抗氧化活性物質的篩

選。乳酸菌發酵基質丁香與壯陽草萃取液顯示具有抗氧化的特性，但

是經過乳酸菌發酵後與添加鮮乳皆會造成抗氧化能力降低，可能是抗

氧化物質受到乳酸菌的轉化及與鮮乳的結合後所導致。光誘導後具類

菌孢素產生能力酵母菌的水溶性萃取物，無論是 DPPH 自由基清除試

驗還是還原力試驗皆表現出提升的抗氧化能力，推測與類菌孢素相關。 
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第一章   研究緣起與背景  

抗氧化劑之用途為防止或延緩物質氧化之過程。主要的作用機制

為扮演自由基 (free radical)捕捉者的角色，如捕捉油脂自動氧化

(auto-oxidation)過程所產生的自由基，以阻止油脂繼續氧化。抗氧化

劑依來源可分為合成抗氧化劑與天然物質抗氧化劑。目前，國內外多

使用化學合成抗氧化劑，如二丁基羥基甲苯 (BHT)、丁基羥基茴香醚

(BHA)、沒食子酸丙酯 (PG)和三丁基對苯二酚 (TBHQ)等。至今越來越

多科學研究顯示，大量的 BHT、BHA、TBHQ 會引起動物肝臟腫大，

BHT 還可增加微粒體酶的活性，具有一定的負作用。日本的伊東等人

1983 年報導了 BHA 的致癌性後，各國開始對 BHT、BHA 進行限制使

用或暫停使用的措施。  

天然抗氧化劑可以取自1)天然的食材中，如：蔬菜、水果、中藥

材、海草等，2)農業和食品工業下腳料與3)特定微生物發酵產物等。

天然抗氧化劑目前被廣泛應用於油脂類及含油脂類食品中來減緩脂質

的過氧化。另外，由於人體許多疾病如衰老、癌症、糖尿病與心血管

疾病等與脂肪酸氧化作用反應之間顯示出密切關聯性。因此，抗氧化

物質不僅可以應用在食品工業方面，在人體抵抗氧化破壞的防禦機制

中也佔了重要的角色，隨著人們追求天然產物風潮與對食品安全問題
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的逐漸重視，天然抗氧化劑的研究和應用已經成為醫藥、化妝品與食

品工業重要的課題。  

第二章文獻探討 

第一節  酵母菌抗氧化物質  

酵母菌與酵母菌萃取物長久以來被認為是天然抗氧化物質的主要

來源之一。酵母菌本身能合成或轉化許多天然物質提供抗氧化的活

性，這些活性物質添加在食品中能延緩脂質的氧化，當作保健營養補

充品能改善健康與福祉 (Bastin 等， 2002; Gazi 等，2001; Ok 等，2003)。

與酵母菌本身組成份相關的抗氧化劑包括類胡蘿蔔素、檸檬酸及其鹽

類 、 輔 酵 素 Q (coenzyme Q) 、 麩 胱 苷 肽 (glutathion) 、 生 育 酚

(tocopherols)、核黃素  (riboflavin)及其衍生物與 2-(4-羥基苯 )乙醇

(2,4-hydroxyphenyl ethanol)等。其他與酵母菌發酵產物或發酵後酵母

菌菌體部份抗氧化或具去除活性氧相關物質包括，氧化型的類胡蘿蔔

素、含硒酵母菌、白藜蘆醇 (resveratrol)、二十八烷醇 (1-Octacosanol)、

酵母細胞衍生物，如葡聚醣 (glucan)、含硫胺基酸、未辨識的蛋白質、

細 包 色 素 c (cytochrome c) 、 含 銅 / 鋅 超 氧 化 歧 化 酶 (superoxide 

dismutases; SOD)與其相關基因 CUP1 與  SOD1 (Archibald 2003; 

Becker 等，2003; Combs 等，2002; Farid 與 Azar 2001; Marova 等，2004; 

Sakaki 等，2002; Visser 等，2003). 
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酵母菌生長在壓力的條件或是培養基含特定成份，如酚類化合物

或其他影響好氧生長的毒性物質時，也會誘導出抗氧化物質的產生。

Gazi等人 (2001)測試 25株酵母菌菌株生長在 yeast peptone dextrose 

broth (YPD)與  yeast malt extract broth (YMB)培養基於震盪及靜止培

養條件下的抗氧化活性發現，所有的菌株至少在其中一種培養條件下

都能產生抗氧化的活性。其中以Hansenula anomala在YPD震盪培養有

最高抗氧化活性，Rhodotorula glutinis在YMB靜止培養時有最佳抗氧

化活性。在Nishino a與 Ishikawa (1998)的專利中描述了由酵母菌完整細

胞、發酵產物或萃取物所製備的抗氧化物應用在醫藥品、化妝品與食

品部份。這些菌株包括 Candida gropengiesseri, C. parapsilosis, C. 

maltosa, C. stellata, C. tropicalis, Hansenula holstii, Hyphopichia 

burtonii, Pichia membranaefaciens, R. glutinis, R. minuta, R. rubra, S. 

bayanus, S. elegans, S. unisporus, Torulopsis magnoliae 與

Zygosaccharomyces bisporus。這些酵母菌生長在含孟加拉玫瑰紅 (Rose 

Bengal)與不含該染劑的培養基中，在光照的條件下測量菌體的生長狀

況外，也收集菌體所生產的抗氧化物質，測試發現具有抑制低密度脂

肪氧化與抗動脈硬化方面的功能。也能當作乳液中有效的抗氧化配方。 

 

第二節  乳酸菌與抗氧化物質  
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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 ， 具 有 這 些 功 能 的 細 菌 包 括 了 ： 乳 酸 桿 菌

(Lactobacillus)、鍵球菌 (Streptococcus)、念球菌 (Leuconostoc)等。雙歧

桿菌或比菲德菌會產生乳酸及醋酸，但乳酸不到 50%，所以嚴格說來

不應稱為乳酸菌。但若由保健營養觀點而言，雙歧桿菌同樣具有安全、

健康等乳酸菌所標榜之形象，因此目前也是將之納入乳酸菌家族。人

類飲用醱酵乳品歷史非常悠久，所以，乳酸菌一直被認為是非常安全

的菌種（GRAS, generally regarded as safe），是最具代表性的腸內有

益菌。乳酸菌被認為具有許多有益的用途，包括具有抗微生物的活性、

能提升免疫力與抗腫瘤的活性等 (Kullisaar 等， 2002; Saarela 等，

2002)。同時一些 Lactobacilli 菌屬也表現出抗氧化的活性，能夠降低

反應性活性氧在實物代謝分解過程中的累積 (Kaizu 等，1993)，也具有

分解超氧陰離子與過氧化氫的能力 (Korpela 等， 1997; Miller 與  

Britigan 1997; Kullisaar 等，2002)。  

過去一些研究描述了由動物性與植物性來源蛋白質，如牛奶蛋白

(Chen等，  2003)、大麥醇溶蛋白 (Chiue等，  1997)與玉米蛋白 (Chiue

等，1997)的抗氧化活性。由這些水解的食物蛋白中衍生出一些胜肽類

的物質並顯示出對脂質或脂肪酸高度的抗氧化活性 (Saiga等，2003)。

最近一些研究也描述牛奶蛋白水解後所釋放的胜肽類物質的抗氧化活

性 (Suetsuna等，2000; Rival等，2001)。這些抗氧化的活性來自於某些
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胺基酸的序列，並與高濃度的組胺酸 (histidine)及一些非極性的胺基酸

有高度相關 (Suetsuna等，2000)。Herna´ndez-Ledesma等 (2005)證實一

條胜肽鏈 (Trp-Tyr-Ser-Leu-Ala-Met-Ala-Ser-Asp-Ile)具有比丁基羟基

茴香醚 (butylated hydroxyanisole; BHA)較佳的清除活性氧的能力。除

此之外，一些具環狀結構的胺基酸也具抗氧化的特性 (Rajalakshmi與

Narasimhan 1996)。食物在發酵的過程中，透過微生物菌體或是酵素的

作用經常可以使食物在風味與質地上產生明顯的生化或修飾反應以提

升食品品質與產生更佳的風味。乳酸菌是食品中重要的發酵微生物，

傳統上在發酵牛奶與優格的過程會形成大量的益生物質，然而隨著已

開發國家中素食主義或是提倡蔬食消費者的增加，與乳糖不耐症及發

酵乳製品高膽固醇的缺點，因此對於相關以植物為主的乳酸菌發酵益

生物質的開發產生明顯的需求，將發酵原料由傳統的牛奶延伸至蔬菜

與水果等植物性來源材料。  

乳酸菌一般存在於蔬菜、水果、乳製品、肉製品、水產品與各類

發酵食品中。如果由食物來源的方向進行篩選具有抗氧化活性的乳酸

菌，並進一步應用於生產功能性的發酵食品、保健食品或是開發為抗

衰老的保養品或藥品，對於益生菌產業的發展與人體健康的促進都具

有機高的應用價值，具高度發展與應用潛力。本研究的主要目的為利

用酵母菌與乳酸菌為發酵菌株，進行發酵產物中具抗氧化活性成份的

篩選，1)酵母菌部分 :利用光照與黑暗培養發酵的方式，收集菌體水溶
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性萃取液為樣品進行抗氧化活性的篩選。2)乳酸菌部分 :利用乳酸菌在

牛奶與其它植物來源原料進行發酵後，收集發酵液為樣品進行抗氧化

活性的篩選。  

 

第三章研究方法 

一、測試材料  

1.天然抗氧化成份來源 :  

(1) 乳酸菌發酵液  

(2) 酵母菌發酵液  

2.測試菌株  

酵母菌 : Rhodotorula keelungensis SN2、Rhodotorula mucilaginosa 

LA1S09 、 Rhodosporidium toruloides NU10S03 、

Sporobolomyces carnicolor NF21S07 、 Sporidiobolus 

pararoseus NF18S10 

乳酸菌 : 天賜爾生技提供  

 

二、微生物發酵液製備  

1.酵母菌發酵液製備  

本次試驗主要挑選紅色酵母菌作為發酵試驗菌株，分黑暗組與光
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照組培養進行測試。酵母菌主要培養在含 0.1% (NH4)2SO4 的 PD 液態

培養基中在 25°C 下震盪培養。黑暗組不照光，光照組生長期間以

12:12 小時的光 :暗週期循環照射紫外光，紫外光光源主要由 2 支 15 W

的 UV-A 燈管與 1 支  15 W UV-B 燈管來提供  (UVA: 11 Wm−1; UVB: 

0.88 Wm−1)。培養 4 天後取 2 ml 菌液進行離心去除上清液，加入與菌

體等量的 0.45 μm 大小玻璃珠與 1 mL 的萃取液 (0.2% acetic acid + 

0.5% methanol, v/v)，高速震盪 3 分鐘後於 4°C 下震盪 12 小時。最後

再經 14 000 × g 5 min 離心收集上清液進行測試。  

 

2.乳酸菌發酵液製備  

乳酸菌相關發酵液分為下列組別  

組別代號 內容物 

A TS-2L(乳酸菌發酵液 ) 

B 壯陽草發酵液  

C 丁香發酵液  

D 壯陽草萃取液  

E 丁香萃取液  

F 丁香鮮奶液  

G 壯陽草鮮奶液  

 

三、抗氧化活性測試  

1. 總酚酸含量測定  
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總 酚 酸 含 量 利 用 Folin-Ciocalteu 分 析 法 測 定 (Julkunen-Tiitto ，

1985)。0.1 ml樣品、8.4 ml蒸餾水、0.5 ml Folin-Ciocalteu試劑與1 ml 

20% (w/v)碳酸鈉溶液 (sodium carbonate)置於15 ml試管中。震盪混合均

勻並於室溫下避光靜置1小時後測量波長765 nm吸光值。標準曲線係利

用沒食子酸 (gallic acid，GA)當作標準品，利用甲醇配製0.25、0.5、1.0、

2.0與4.0 mg/ml的濃度，依照上述方法進行測量。結果以mg/g表示。  

 

2. DPPH自由基清除率 (DPPH radicals scavenging activity，RSA) 

參 考 Gyamfi 等 試 驗 方 法 (1999) ： 取 0.152 mM 的 DPPH 

(1,1-Diphenyl-2- picrylhydrazyl)甲醇溶液2.5 ml及0.5 ml樣品，震盪混

合均勻後於室溫下避光靜置30分鐘後，測量波長515 nm吸光值。結果

以下式計算之 : 

自由基清除率  (%) (RSA%) = (1－樣品吸光值 /控制組吸光值 ) × 

100 

 

3.還原力測定  

配 置 0.2 M sodium phosphate buffer 與 1% potassium 

hexacyanoferrate (II)(K3FeCN6)。取 0.25 mL 不同稀釋濃度之樣品萃取

液，加入 0.25 毫升  0.2 M sodium phosphate buffer pH 6.6 及 0.25 mL 1% 

K3FeCN6 混合均勻後，於 50oC 水浴 20 min。冷卻後，加入 0.25 mL 10% 
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trichloroacetic acid (TCA) 混合均勻後，加入 1 mL 蒸餾水及 0.2 mL 

0.1% FeCl3 混合均勻後，於 3000 rpm 離心 10 分鐘。使用分光光度計

分析 700 nm 吸光值。以 10 mg/mL 或不同稀釋濃度抗壞血酸 (ascorbic 

acid)做為對照組 (Oyaizu，1986)。  

 

第四章 研究內容與結果 

一、乳酸菌抗氧化活性篩選  

(一 )總酚含量測定  

乳酸菌與不同基質發酵後的總酚含量測定如表 1 所示。在總酚含

量測試試驗中，利用沒食子酸當作標準品進行檢量線試驗結果如圖 1

所示。根據檢量線換算各組總酚含量高低依序為 :E>D>F>C>G>B>A。

最高為 E 組 6.76±0.05 mg/ml，  

最低為 A 組 0.19±0.02，相差 35.6 倍。總酚類化合物包括類黃酮

(isoflavone) 、黃酮類 (flavone) 、黃醇酮類 (flavonol) 、黃烷酮醇類

(flavanols)與花青素 (anthocyanidin)等，廣泛存在植物組織中，依據結

構與官能基組成的不同，分別具有不同的抗氧化活性。表 1 中萃取液

中 (DEFG)的總酚含量相較於發酵液 (ABC)有相對較高的總酚含量，推

測可能是由於乳酸菌將酚類化合物進行生物轉化後改變其結構或是分

泌酵素分解酚類化合物而造成 (Otieno 等，2006)。  
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(二 )DPPH 自由基清除率試驗  

乳酸菌與不同基質發酵後的 DPPH 自由基清除率測定如表 1 所

示。DPPH 試驗中，自由基清除活性高低依序為 :F>C>B>G>D>A>E。

最高為 F 組 131±2 %，最低為 A 組 98±3，僅相差 1.3 倍。過去文獻指

出，總酚酸含量與抗氧化活性之間有明顯的相關性 (Alothman 等，

2009)，但也有持相反結果的研究 (Bozan 與 Karakaplan，2007)。乳酸

菌發酵試驗的結果相較於 5 mg/ml 維生素 C 的自由基清除率結果，在

統計上並沒有明顯的差異性，也證明了這些發酵液組別都具有一定程

度的抗氧化能力。  

 

(三 )還原能力試驗  

乳酸菌與不同基質發酵後的還原能力試驗測定如表 1 所示。還原

力試驗中，還原能力高低依序為 :D>E>C>B>F>G>A。最高為 D 組

102±0.6 %，最低為 A 組 2±0.6 %，僅相差 51 倍。還原力主要是樣品

提供電子，將  Fe3+還原成  Fe2+，當還原力越強，  則吸光值越高，

因此在  620 nm 吸光值高者，即為良好之電子供應者，利用電子的提

供使自由基還原成較穩定之物質。本實驗以維他命 C 作為還原力試驗

之參考指標。  

綜合以上結果顯示，乳酸菌發酵液在三種試驗中都顯示出最低值

的結果，表示該乳酸菌在單獨培養時並不會有抗氧化活性的產生。壯
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陽草與丁香萃取液無論在總酚含量、DPPH 自由基清除率與還原力部

分皆有明顯的抗氧化表現，說明該種植物具有一定的多酚含量與抗氧

化能力。而在鮮奶中添加萃取液後，總酚含量的降低推測可能是酚類

化合物與牛奶中的蛋白質結合的結果。抗氧化劑可以分為一級、二級

抗氧化劑，一級抗氧化劑是與自由電子反應提供氫給自由基，使其轉

成熱力學上較穩定之產物，如 BHA；二級抗氧化劑依功能可分為：還

原、清除或螯和型，如  Vit.C、EDTA(11) 。DPPH 的結果在此實驗中

只能顯示各組別具抗氧化能力但並無法明顯區隔出不同組別間抗氧化

能力的強弱，可能是由於抗氧化物質的相關機制所至，但由總酚與還

原力試驗的結果顯示發酵後並無明顯提升整體的抗氧化能力，並且總

酚含量有降低的情形，說明該菌株與基質間需要在進行調整。  

 

二、酵母菌發酵液抗氧化能力測試  

挑選 5 種不同的紅色酵母菌進行黑暗組與光照組發酵培養後，水

溶性萃取物抗氧化活性的測試結果如表二所示。  

 (一 )總酚含量測定  

不同酵母菌發酵後的總酚含量測定如表 2 所示。在總酚含量測試

試驗中，利用沒食子酸當作標準品進行檢量線試驗結果如圖 1 所示。

黑暗組培養部分，總酚含量藉於 0.11-0.20 mg/ml 之間，而經過光照培

養後的總酚含量皆有明顯的增加，藉於 0.20-0.44 mg/ml 之間，增加
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1.2-4.1 倍。其中以 NU10S03 與 LA1S09 分別增加 2.8-4.1 倍為最多。  

 

 

 

 

 

表 1. 乳酸菌發酵液抗氧化能力測試  

品項  總酚 (mg/ml) DPPH(%) 還原力 (% of vit 

C) 

A 0.19±0.02 98±3 2±0.6 

B 0.73±0.01 121±0 60±7.3 

C 1.30±0.05 123±9 90±1.0 

D 4.13±0.01 109±10 102±0.6 

E 6.76±0.05 94±5 95±0.9 

F 3.16±0.05 131±2 17±2.0 

G 1.05±0.01 115±2 17±3.0 

Ascorbic acid  

(5 mg/mL) 

*Gallic acid 

Standard 

curve 

120±3 100±0.0 

 

 



 18

 

圖 1.沒食子酸檢量線  

(二 )DPPH 自由基清除率試驗  

不同酵母菌發酵後的 DPPH 自由基清除率測定如表 2 所示。黑暗

組培養部分，DPPH 自由基清除率藉於 21-39%之間，以 LA1S09 為最

低、NU10S03 為最高。光照培養後，DPPH 自由基清除率藉於 6-122%

之間，其中以 NF21S07 與 SN2 在清除率部分有大幅度的增加，分別增

加 4.5 與 3.7 倍，顯示在光照後誘導了某類具抗氧化物質的產生。  

 

(三 )還原能力試驗  

不同酵母菌發酵後的還原能力測定如表 2 所示。黑暗組培養部

分，還原能力藉於 4.3-6.2%之間，以 LA1S09 為最低、NU10S03 為最

高。光照培養後，還原能力藉於 7-31.1%之間，其中以 NF21S07 與 SN2
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在還原能力部分有大幅度的增加，分別增 6.1 與 6.7 倍，顯示在光照後

誘導了某類具抗氧化物質的產生。  

 

(四 )類菌孢素測定  

不同酵母菌發酵後類菌孢素產生能力測定如表 2 所示。過去研究

發現某些酵母菌在經過光誘導後的水溶性萃取物相較於黑暗組培養在

波長 310 nm 會產生明顯吸收波峰，經 HPLC 與質譜的分析確認該化合

物屬於類菌孢素的ㄧ類 (Libkind et al., 2004; Sommaruga et al., 2004; 

Libkind et al., 2006)。本試驗中，黑暗組培養時 5 株菌的水溶性萃取物

在波長 310 nm 無吸光值被偵測到。光照組部分僅有 NF21S07 與 SN2

在波長 310 nm 有明顯的吸收波峰被偵測到 (圖 2)，顯示菌株 NF21S07

與 SN2 具有在供誘導後產生類菌孢素的能力。  

 

總酚含量在經過光照培養後都有增加的情形，增加最明顯的菌株

NU10S03 與 LA1S09 在其它抗氧化能力測試方面並無隨光照而明顯增

加，反而有略微減少的情形。總酚含量測試的是磷鎢鉬酸與總多酚化

合物反應，磷鎢鉬酸被還原，生成藍色化合物，藍色的深淺與總多酚

含量呈正相關，但是經常性的總酚含量並無法代表抗氧化的能力，過

去的研究中也產生過相似的情況 (Bozan 與 Karakaplan，2007)，菌株

NU10S03 與 LA1S09 光誘導後也無偵測到類菌孢素的產生。光誘導後
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偵測到類菌孢素產生的 NF21S07 與 SN2 兩菌株，其在 DPPH 與還原力

試驗部分皆有明顯的隨光誘導後增加抗氧化力的情形，這也顯示類菌

孢素除了具有紫外線波長的吸收能力外，也可能具有抗氧化的能力表

現。  

 

 

 

 

 

表 2. 酵母菌發酵液抗氧化活性測試  

菌株代

號  

黑暗培養組  光照培養組  

總酚  DPPH(%) 

還原

力  

(%) 

MAA 總酚  DPPH(%) 
還原力

(%) 
MAA

NF18S10 
0.15±

0.01 
30±2 

5.1±

0.2 
X 

0.28±

0.01 
26±4 9.6±3.5 X 

NF21S07 
0.20±

0.03 
26±3 

4.9±

0.1 
X 

0.29±

0.01 
118±8 

30.1±

0.4 
○  

SN2 
0.16±

0.01 
33±3 

4.6±

0.2 
X 

0.20±

0.01 
122±1 

31.1±

0.4 
○  

NU10S03 
0.14±

0.01 
39±1 

6.2±

0.1 
X 

0.39±

0.04 
6±2 9.3±0.3 X 

LA1S09 0.11± 21±1 4.3± X 0.44± 13±5 7.0±0.3 X 



 21

0.01 0.2 0.04 

 Ascorbic acid (5 mg/mL)   120±3 100±0.0  

 

 

圖 2. 酵母菌光誘導後波長 310 nm 下的吸收波峰  

第五章 結論 

本研究由乳酸菌與酵母菌發酵過程進行具抗氧化活性物質的篩

選。乳酸菌發酵基質丁香與壯陽草萃取液顯示具有抗氧化的特性，但

是經過乳酸菌發酵後與添加鮮乳皆會造成抗氧化能力降低，可能是抗

氧化物質受到乳酸菌的轉化及與鮮乳的結合後所導致。光誘導後具類

菌孢素產生能力酵母菌的水溶性萃取物，無論是 DPPH 自由基清除試

驗還是還原力試驗皆表現出提升的抗氧化能力，推測與類菌孢素相關。 
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