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第一章 緒論 

 

1-1 前言 
 
    國內外對高等真菌中地上真菌研究較多，而對地下真菌

研究較少。但近些年來，隨著地下真菌資源及其利用價值的

不斷發現，地下真菌日益受到人們的關注，尤其對塊菇的研

究方興未艾。 

 

   塊菇（ truffles）屬子囊菌類中塊菌目（ Tuberales）、塊

菌科（ Tuberaceae）之塊菌屬（ Tuber），其子實體（ carpophores）

產於腐植質內，其中黑色類塊菇，如麝香塊菇（ Tuber brumale 

Vitt.）、黑孢塊菇（ T.melanosporum Vit t .）、夏塊菇（ T.aest ivum 

Vitt.）及勃根地塊菇（ Tuber uncinatum）為世界最名貴之食品

料理，長久以來即為歐美及中東、北非等民族視為佳餚上品，

其中以黑孢塊菇經濟價值極高。  

 

    黑孢塊菇除了營養豐富，獨特的香味特徵，更倍受人們

青睞，為了更好地開發利用一珍稀食用菇，了解其香味成分，

目前人們藉由現代先進儀器分析鑑定及確認其香味成分後，

進一步以不同培養方式產生出相同之天然香味物質。而利用

微生物方式，既可符合美國食品藥物管理局（ FDA）之法規，

又可以得到天然香味物質，更可結合發酵工程及生物技術。

相信隨著人們對塊菇香味研究的不斷深入和塊菇認識的加

深，塊菇香味化合物分析和產生將會有更進一步的突破性進

展。  
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1-2  微生物產生香味化合物的代謝途徑  
 

一般微生物的代謝產物是因應調節自身生理需求、紓解

外界環境壓力而產生的，在化學結構及生物活性上的變異都

很大（Woodruff,  1980）。一般而言，一級代謝產物是菌體為生

長所產生的必須物質，例如醣類、胺基酸等，而這些物質大

部分具有 taste 和 odor 作用，二級代謝產物是紓解外在逆境

所產生的，一般產生於生長期間的對數期（ log phase）之後，

大量生產則多在定常期（ stat ionary phase），且極易受生長條

件所影響，例如醇類、醛類、酯類、帖烯類、內酯類等香味

化合物（ Scharpf et  al . ,  1986）。  

 

    以微生物的二級代謝產物當作研究生物合成對象遠比植

物有利，主要是因為微生物生長期比植物短，代謝產物較易

獲得，而且可以避免植物二級代謝產物的季節變異與老化等

困擾（劉， 1990）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 3

1-3 本文大綱 
 

    目前塊菇子實體栽培方式仍以傳統的樹木寄生方式為

主，在材料取得不易及價格昂貴考量之下，並不利於研究之

用。因此如能改以液態菌絲體深層培養，不僅可以縮短時間，

生產效益也可大為提昇，對於環境衝擊也能減少，其中仍需

考慮的是以發酵液所得的菌絲或菌液是否和天然的子實體具

有相同的香味化合物。 

 

    本論文研究重點在於以液態培養塊菇菌絲體，首先以自

行分離之組織與培養後之純化菌種，進行實驗。再利用塊菇

Tuber melanosporum 產生香味化合物，對其影響生長與產生香

味的因子－培養時間、初始 pH、溫度、培養基組成、前驅物

添加對菌絲體產量及特徵性香味化合物（如硫化物）等進行

探討，並以實驗設計法去決定塊菇的最佳培養條件。 
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第二章 文獻回顧 

 
2-1  黑孢塊菇簡介  
2 -1 -1 塊 菇 的 形 態 特 徵  

 

黑孢塊菇（ Tuber melanosporum Vitt .）英名 French truff le，

又名廚房的黑色金剛鑽塊菇，為歐洲可食性塊菇之一種，主

要分佈於歐洲南部的法國、義大利等國家。其可能由盤菌屬

（ Peziza）演化而來，子囊盤（ apothecium）原為向上伸出土

表，經演化後，向下深埋土中，而子實層（ hymenium）亦向

內演化成脈狀彎曲狀，最後子囊盤開口漸次縮小，演化成封

閉之黑孢塊菇（ Delmas, 1973）。  

 

黑孢塊菇是一種生長在地下、沒有菌帽（ pileus）與菌柄

（ s t ipe）構造的一年生蕈菇。其子實體（ carpophore）為黑褐

色，直徑 2－ 7 公分，重約 20－ 200 公克，呈圓球狀，外皮有

如鱗片狀分布，形成硬殼。產孢組織（ gleba）暗紫至紅褐色，

菌脈呈網狀薔薇色，稍遲則為黃色，常帶有麝香、蕈菇、溼

地、熟爛的草莓以及濕稻草等氣味。每一子囊（ ascus）內具 2

或 4 個子囊孢子（ ascospore）；子囊孢子橢圓形（ 30~50×20－

30µ m），表面具細刺。子實體多產於初秋至冬季，產量不多（胡
弘道， 1987b；林裕森， 2002； Trappe,  1979）。  

 

黑孢塊菇於春天氣候暖和時開始生長，其冬眠菌根開始

復甦活耀，孢子亦開始發芽 (germinatian)，至四月當其寄主植

物光合作用增加且開花時，新菌根開始產生，夏季雨量增加，

植物枝葉旺盛，菌根亦大量增加，此乃因寄主有大量碳水化

合物合成之故。秋天來臨時，其寄主植物開始落葉，組織內
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醣類被移出，黑孢塊菇亦開始產生子實體，其內孢子亦漸次

成熟。直至冬季來臨，冬季菌根開始萎縮或進入休眠狀態，

以 待 次 年 春 季 到 來 ， 開 始 另 一 次 循 環 （ Delmas,  1973）

（ Fig.2-1）。  

 

黑孢 塊菌為與林木共生之外生菌根菌，必須與寄主共

存 ， 才 能 形 成 子 實 體 。 主 要 的 寄 主 有 歐 洲 水 青 剛 （ Fagus 

sylvat ica）、毛櫟（Quercus pubescens）及一些櫟屬（Quercus）

（ 如 Q. pedunculata ,  Q.  sessi l i f lora ,  Q.  i l lex ）， 樺 木 屬

（ Betula）、榛木屬（ Corylus）與半日花屬（ Cistus）等植物，

均能與黑孢塊菌形成菌根（ Chevalier,  1978b；  Cheval ier  and 

Frochot ,  1981； Chevalier  and Grente,  1978；  Chevalier  e t  a l . ,  

1978；  Giovannetti and Fontana,  1982；  Trappe,  1962）。       

 

黑孢塊菌適應能力極強，於山谷、坡地、高原、林地邊

緣之廢地或石灰質土壤皆生長良好，然其最適於具有豐富有

機質或鈣質土壤上生長，自然狀況下，其子實體多埋於地表

下 1－6公分處，孢子須待子實體成熟腐爛後自然釋出。傳播

時藉子實體強烈氣味，吸引昆蟲產卵其上，待卵孵出成蟲飛

離時將孢子帶走，或經由動物吃食消化後排泄它處，達到傳

播孢子目的（ Trappe,  1980）。故歐洲人常以訓練有素之豬或

狗，藉其靈敏嗅覺， 尋找野生塊菇之分佈（ Delmas,1973；

Trappe,1980）。  

 

人工栽培黑孢塊菇時，多以無菌苗培養，將種子消毒後，

播種於無菌土壤中，待其發芽時再以黑孢塊菇孢子懸浮液，

純培養的菌絲體或攜帶菌根之切根接種於幼根上，促使菌根

形 成。另一方式則將植物幼苗栽植於黑 孢塊菇菌絲之土壤

中，促使幼苗根部形成菌根（ Delmas, 1983）。 
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Fig.2－ 1 塊菇生長循環（ Delmas, 1973）  
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2 -1 -2 黑 孢 塊 菌 之 純 培 養 技 術  

 

大 部份的外生菌根菌研究均需培養菌根菌， 以供接種

用，或為研究外生菌根分類及遺傳。許多外生菌根菌已有生

產純菌絲或營養繁殖體的技術（胡弘道，1976；1987a； Danel l  

and Fries ,  1990；  Zak and Bryam, 1963；  Zak and Marx,  

1964）。有關黑孢塊菇之研究，多著重於形態、生態及人工合

成等方面，對於黑孢塊菌的純培養技術較少描述；然黑孢塊

菌亦為菌根菌之一種，因此其培養試驗或可參考其它菌根菌

培養試驗結果，供作純培養的依據。 

 

所有的外生菌根菌欲得最佳之生長，需要一組合適的環

境狀況，影響外生菌根菌生長之因子有溫度、濕度、通氣、

光照及生長培養基中之養份（尤其是碳源、氮源）、培養基之

型式、培養基 pH值等（胡弘道，1990），茲分述於次： 

1.培養基         

培養基（ medium）為菌落生長基床，外生菌根菌之

生長受到不同配方之培養基及其組成濃度所支配。合成

培養基的養分組成包括碳源、氮源、磷、鉀、鎂、硫、

微量元素及維生素，其種類與濃度對外生菌的生長可能

具有促進或抑制效應。 

 

      (1) 碳源種類  

          碳源種類有單糖、雙糖及多糖體，包括葡萄糖、

果糖、甘露糖、蔗糖、麥芽糖、乳糖、澱粉、纖維素、

果膠及木質素等。許多研究證實，大數的外生菌根菌需

要簡單之溶解碳水化合物作為碳源（ Lewis and Harley, 

1965a； 1965c），但不同菌種對不同碳源之利用不同

（ Ferry and Das,  1968； Lamb,  1974； Lewis and Harley,  
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1965a； 1965c）。  

 
          胡弘道（ 1990）指出：大部份之外生菌根菌利用

木質素與纖維素乃極度受限，在利用澱粉、肝糖、菊糖、

單糖和雙糖之能力，因種內及種間而不同；單糖類中之

葡萄糖、甘露糖及果糖常是良好之碳源，果膠質能被有

些真菌用於生長，有些則不能被利用。因此，對於黑孢

塊菌之純培養試驗，碳源種類的供給應加以考量。  

 
      (2) 氮源種類  

          氮源種類可分為有機態氮及無機態氮。前者包括

氨基酸，酪蛋白水解產物（ casein  hydrolysate）， 月生

月 太（ peptides），蛋白 月東（ peptones） ⋅ ⋅ ⋅ ⋅⋅ ⋅等等，後
者以硝酸態氮及銨態氮為主，不同外生菌根菌對氮素

來源之利用不同（ Hung and Trappe,  1983；Littke et  al . ,  

198 4； Lundeberg,  1970）。大部分菌根菌在無機來源中

以氨化合物生長最佳，一些能利用硝酸鹽，一些則不

能。Littke et  al . ,  （ 1983）發現 Hebeloma crustul ini forme

能有效利用硝酸鹽及銨鹽作為生長，但以銨鹽最佳，

其銨離子之吸收則使 p H 上升（ 5.0→6.0）。 p H 值之改

變會影響媒質成分及 CO 2 之溶解度與細胞表面酵素的

活性（胡弘道， 1990）。外生菌根菌對有機氮之利用，

菌種間與種內有相當大的變異，而對有機氮的種類需

求亦有差異（ Lunderberg,  1970）。  

 

      (3)磷、鉀、鎂、硫等元素及微量元素  

           磷酸鹽對菌根菌之生長極為重要。在人工培養媒

質中一般以無機磷酸鹽存在，但真菌之正常生育地乃

土壤之腐植質層，故磷酸鹽能以機磷酸鹽存在，實驗



 9

的觀察已證實菌根菌能利用有機磷酸鹽（ Theodorou,  

1971）。鉀為菌根代謝必需且可影響菌體內陰、陽離子

的吸收與交換（ Edmondes et  a l . ,  1976；  Har ley  and 

Wilson,  1959）。鎂與酵素系統活性有關，而硫與代謝

有關。微量元素為菌根菌生長不可欠缺的元素，然其

研究最大困難乃菌根菌需求量少而不易測定。上述的

這些養分對黑孢塊菌的培養均可能有所影響。  

 

      (4) 維生素        

菌根菌對維生素的需求至今仍未十分明瞭。不同

菌根菌對維生素 的種類有不同需求（ Laiho,  1970；  

Melin,  1963；  Norkrans,  1950）。Melin（ 1963）曾試驗

維生素對菌根菌生長之影響，發現大多數菌根菌依賴

維生素乙（ thiamine）之供應，或需嘧啶（ pyrimidine）

及 thiazole 之供給，才能生長良好。  

 

      (5) 有關菌根菌不同培養基之試驗結果  

          洪玲玲（ 1977）培養 Pisol i tyhus t inctorius 及 Sui l lus  

bov inus 兩種菌根菌時，以下列不同培養基進行試驗： 

1.  MMN（Melin modified Norkrans agar medium）  

2.  HA（ Hagem agar medium）  

3.  PDA（ Potato dextrose medium）  

4.  PMA（ Palmer’s medium）  

5.  MHA（ modified Hagem agar medium）  

其中， P. t inctorious 以 HA 及 MMN 生長最佳，  

而 S .  b ovinus 除 PDA 以外，皆生長良好。  

 

           Hasija 及 Agarwal（ 1978）培養 Trichothecium  

roseum 菌根菌時，以下列培養基進行：  
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1.  Asthana and Hawker’s medium 

2.  Brown’s medium 

3.  Coon’s medium 

4.  Czapek’s medium 
5.  g lucose－ aspargine medium 

6.  Richard’s medium 

7.  potato dextrose medium 
結果以 pota to  dext rose 及 Brown’s medium 兩種

medium 最佳。  

 

周綠蘋（ 1983）培養松口蘑（ Tricholoma matsutake）

菌根菌時，以下列三種培養基進行：  

1.  Hamada medium 
2.  CMA（ glucose,  yeast  extract  medium）  

3.  MMN 
結果以 CMA 培養基生長最佳。  

  
許碧如（ 1987）培養夏塊菇（ Tuber aest ivum）  

菌根菌時，以下列培養基進行試驗：  

1.  MMN 

2.  HN（ Hagem nutrient agar medium）  

3.  Bonner’s medium 

4.  Oat flake medium 

5.  YpSs medium 
結果以 YpSs 培養基生長之菌落最佳。  

 
卲 佐 謙 （ 1992 ） 培 養 黑 孢 塊 菇 （ Tuber 

melanosporum）菌根菌時，以下列培養基進行試驗：  

1.  MECT（Malt  extract  and Casein hydrolysat  Thiamine 
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agar medium）  

2.  PGA（ Peptone Glucose agar medium）  

3.  MMN 

4.  MMNC 

5.  HM 

6.  HNAM 

7.  Oat（ Oat flake medium）  

8.  YpSs 

結果顯示以 MECT 培養基生長之菌落最佳。  

 

綜合 以上所述， 不同菌根菌之最適培養基亦不相

同，並無特定通用的培養基皆適用於不同菌種生長。  

 
2.溫度影響          

溫度對菌根菌之新陳代謝具有極重大的影響。各菌

種適宜溫度範圍各不相同，而且單一菌種之各品系亦有

極大變異（Hacskaylo et  al . ,  1965； Theodorou and Bowen,  

1971）。  

 
Hacskaylo et  a l . ,（ 1965）研究發現，培養六種菌根

菌之最適生長範圍為 24℃－ 29℃。 Laiho（ 1970）培養

Paxi l lus  involutus 諸品係菌種時，以 5℃－ 32℃範圍進

行，結果以 15℃－ 25℃之生長最佳。Theodorou 及 Bowen

（ 1971）培養 Rhizopogon luteolus,  Sui l lus  granula tus 及

S .  lu teus等松類菌根菌，發現 Rhizopogon luteolus 以 20℃

－ 25℃之生長最佳： Sui l lus  granulatus 之生長以 20℃最

佳； S .  lu teus 則以 25℃之生長最佳。  

 
洪玲玲（ 1977）培養 Pisol i tyhus t inctorius 及 Suil lus  
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bovinus 兩種菌根菌時，發現 P. t inctorius 之生長以 28℃

－ 36℃之 生 長 最 佳 ， 12℃以 下 生 長 開 始 受 限 制。 S.  

bov inus 之生長以 20℃之生長最佳， 8℃以下， 30℃以上

生 長 則 受 抑 制 。 Hasija 及 Agarwal（ 1987） 培 養

Trichothecium roseum 菌根菌時，以 28℃時生長最佳，

10℃以下， 40℃以上則不生長。  

 
周綠蘋（ 1983）培養 Tricholoma matsutake 菌根菌

時，認為 20℃－ 24℃生長最佳， 4℃以下， 32℃以上菌

種則死亡。許碧如（ 1987）培養 Tuber aest ivum 菌根菌

時，其菌落生長以 30℃最佳。卲佐謙（ 1992）培養 Tube 

rmelanosporum 菌根菌時，其菌落生長以 20℃最佳，37℃

以上菌種死亡。  

 

由上述研究可知各菌種最適生長範圍各不相同，大

多於 20℃左右最佳。然而各菌種之生態活動、遺傳性

質、生理特性及其與寄主共生之關係，亦能左右其生長

情形。  

 
3 .  pH 值之影響  

         p H 值代表基值之酸鹼性，影響養分有效性及陰陽離

子的置換，間接影響培養媒質中菌根菌之生長，因此提

供最適宜的媒質 p H 值，對菌根菌接種源的生產極為重

要（ Hung and Trappe, 1983）。  

 

胡弘道（ 1976）培養 P isol i thus  t inctoruns 時，其適

生長於 p H 範圍 3.1－ 7.0，而以 p H 值 6.0－ 7.0 最佳。洪

玲玲（ 1976）培養 Pisol i tyhus  t inctorius 及 Sui l lus  bov inus

兩種菌根菌時，認為 P. t inctorius 以 p H 值 6.6 最佳； S.  
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bovinus 以 p H 值 5.5 生長最佳。  

 
Hung 及  Trappe（ 1983） 培養九種外生菌根菌發

現， Amanita muscaria 以 pH6 生長最佳； Cenococcum 

geophilum 適 生 長 於 pH3 － pH7 之 間 ， Hebelom a  

crustul ini forme 以 pH7 時生長最佳；Laccaria laccata 以

pH4－ 6 生長； Pisol i thus  t inctoruns 以 pH3－ 7 最佳；

Rhizopogon vinicolor 以 pH4－ 6 生長最佳； Suil lus  lakei

以 pH4 及 6 時最佳；Thelepgora ameicana 適生長於 pH3

－ 6 之間。  

 
許碧如（ 1987）以 p H值 4.5－ 8.5培養 Tuber aest ivum

菌種時，認為 pH6.5 及 5.5 最佳。卲佐謙（ 1992）以 p H

值 5.0－ 8.0 培養 Tuber melan osporum 菌種時，以 pH6.0

生長最佳。  

 

由上述研究可知不同菌種之最適生長的 pH 值亦不

同，其忍受範圍亦有差異。而相同菌種的各品系間，在

適宜之 p H 值中，其生長速率亦有很大差異，並且適宜

生長曲線之形式亦不相同（ Laiho, 1970）。  
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2-2  利用生物技術產生香味物質  
 
    所謂生物技術（ bio -technology），根據歐洲生物技術聯盟

（ 1981）的定義是「利用培養的微生物或細胞體的功能，組

合了生物技術，微生物學與化學工程等知識，而達到技術運

用的目的」。廣泛的說：生物技術涵蓋了微生物學，生物化學，

生化工程等領域，例如利用發酵製成食品、藥品、抗生素、

酵素，以及細胞的培養，廢水的處理，能源的製造，轉換等

等，都是生物技術應用於今日文明的例子。（程， 1984）  

     

生物技術應用於香料工業可說是一項頗新的嘗試，於

1980 年以後才逐漸受到重視（Gocho,1984）。目前世界上所有

的香料中，化學合成的香料佔了大部分，其缺點為缺乏天然

香料的複雜與光學選擇性（ S-stereo select ivi ty）。但高價值的

香料乃是以天然植物而來的為主。然而經由農業栽培而來的

香料容易受到季節、供需、品質變異甚至政治因素的影響，

造成潛在不穩定因素。因此生物技術崛起的原因不外乎人類

對於『天然』產品之喜好與日俱增，天然資源日漸減少，因

此利用有限資源提高產量乃成為趨勢，應用生物技術恰好可

以彌補上述兩種香料來源的不足。（程， 1984）  

 

    根據美國食品藥物管理局（ FDA）規定，凡發酵產品可視

之為天然，又文獻記載，一些微生物可產生一些具有特徵的

香氣化合物。若利用微生物發酵產生之香味物質，則可名之

為天然香料。再者，發酵方是深具生物技術應用之潛力。因

此，以微生物發酵生產香味配料，逐為產製天然香料之另一

途徑。  

 
    在自然界或培養基中，某些微生物會在其生長過程中散
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發出許多揮發性香味物質（ Janssens et  al . ,  1992； Omelianski,   

1923）。此種代謝物質若依據感官性質（ sensory propert ies）

則可分為兩大類（ Table 2- 1） odorants 及 tastants。 tastants 包

括鹹、甜、苦及酸味，主要是由胺基酸、月生月太、糖類等貢

獻而來； odorants 則極具揮發性，包括醛、酮、酯、醇、帖烯

類等（ Scharpf et al . ,  1986）。這種感官品評所得的香味性質自

二 十 世 紀 即 被 微 生 物 學 家 作 為 微 生 物 分 類 的 指 標 之 一 ，

Omeli- ansk i（ 1923）為最早以微生物產生之香氣作為各菌株

辨認標準的學者；又 Badcock（ 1939）曾對 wood -destroying 

fung i 所產生之特有氣味加以描述（ Table 2 -2），Nobles 以氣味

的有無及氣味的種類（ sweet,  fruit ,  musty,  ear thy,  antiseptic ,  

miscel- laneous  odor ） 作 為 無 子 實 體 之 擔 子 菌 綱

（ Basidiomycetes）之分類（ Nobles ,  1965）；除外，s kunk— like 

odor 之能否產生也曾被用來作為 Mucor 屬菌分類鑑定的指標

（ Ellis and Hesseltine,  1969）。  

 

學者進行微生物所產生感官上特殊氣味成分之鑑定工作

始於一九四 O 年代。如 Birkinshaw 及 Findlay（ 1940）鑑定出

真菌 Lent inus  lepideus的香味物質為 anisic acid、cinnamic acid

及 p -methoxycinnamic acid 的酯類； Birkinshaw 等人（ 1944）

亦 由 Trametes suaveolens 分 離 鑑 定 其 主 要 香 味 成 份 為

anisaldehyde。  

 

    自此之後，陸續有學者發現各種產香菌，並加以分離鑑

定其香味成份。  
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Table 2－ 1 微生物代謝物質之感官性質（ Scharpf et al . ,  1986） 

Primary                 Tastants   ＆   Primary 

Odorants                 Odorants       Tastants  

Aldehydes               Amines        Amino acids  

  acetaldehyde 

  phenylacetaldehyde 

Ketones                 Fat ty ac ids      Peptides  

  diacetyl 

  acetophenone 

Esters                    Pyrazines      Sugars  

  ethyl butyrate 

Alcohols                  Lactones       Polyols  

  butanol 

Terpenes  

  citronellal 
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Table 2－ 2 一些真菌菌株產生之香味性質 (Badcock ,1939 )  

Fungi                       Odor description 

Coprinus micaceus           strong mushroom 

Daedalea quercina           apples 

Fomes fomentarius           oily,tallow 

Fomes fraxineus             faint fragrant 

Fomes laricis               faintly fragrant 

Fomes lignosus              none 

Fomes noxius                none 

Fomes pinicola              fish,tallow 

Ganoderma applanatum        faint tallow 

Ganoderma oregonense        faintly fragrant 

Ganoderma resinaceum        none 

Lentinus cochleatus         anisaldehyde 

Lentinus lepideus           anisaldehyd 

Lenzites abietina           none 

Lenzites betulina           fish,tallow 

Lenzites flaccida           tallow 

Lenzites repanda            none 

Lenzites sepiaria           slightly spicy 

Lenzites striata            iodine 

Lenzites trabea             rubber,iodine,bitter 

Lenzites tricolor           slight pepper 

Marasmium alliaceus         carlic 

Merulius confluens          moderately fragrant 

Merulius himantioides       iodine,rubber,bitter 

Merulius lacrymans          very slight fungus odor 

Merulius rufus              faint mushroom 

Merulius tremellosus        burnt toffee 
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Table 2－2 （續） 

Fungi                       Odor description 

Paxillus atrotomentosus     unbleached calico 

Paxillus panuoides          slight fragrance 

Pholiota adiposa            earthy 

Pholiota lucifera           earthy 

Pholiota murabilis          earthy 

Pholiota spectabilis        slickly sweet 

Pholiota squarrosa          strong,earthy 

Pleurotus euosmus           fragrant 

Pleurotus lignatius         new meal 

Pleurotus ostreatus         slightly fragrant,mushrooms 

Pleurotus sapidus           fragrant 

Pleurotus ulmarius          slightly fragrant 

Polyporus adustus           slightly fragrant(terpenoid) 

Polyporus anceps            none 

Polyporus bensoinus         benzaldehyde,anisaldehyde 

Polyporus croceus           narcissus 

Polyporus dyrus             pleasant,fruity,quince 

Polyporus frondosus         hydrocyanic acid,cherry laurel 

Polyporus fumosus           none 

Polyporus graveolens        unpleasant 

Polyporus mollis            none 

Polyporus mikadoi           none 

Polyporus obducens          hydrocyanic acid,cherry laurel 

Polyporus obtusus           moderately fragrant,jasmine 

Polyporus picipes           slightly fragrant 

Polyporus butilans          slightly fragrant 

Polyporus schweinitzii      pleasant,anise 
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Table 2－2 （續） 

Fungi                       Odor description 

Polyporus squamosus         none 

Polyporus sulphureus        none 

Polystictus tabacinus       none 

Polystictus versicolor      fish,tallow 

Poria vaillantii            faint mushroom 

Poria xantha                limonene,lemon 

Stereum frustulosum         fruity,rotting apples 

Stereum hirsutum            faintly fragrant 

Stereum illudens            sweet,banana 

Stereum lobatum             faintly sweet 

Stereum murrayi             vanilla 

Stereum purpureum           moderately fragrant 

Stereum rugosum             fruity,banana 

Stereum sanquinolentum      fragrant 

Stereum spadileum           faintly fragrant 

Trametes malicola           faintly fragrant 

Trametes odorata            fruity 

Trametes pini               none 

Trametes rubescens          faint tallow 

Trametes suaveolens         strong,anisaldehyde 

Trametes tenuis             none 

Ustulina vulgare            none 

Xylaria hypoxylon           nitrous 

Xylaria polymorpha          none 
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2 -2 -1  揮 發 性 物 質 於 微 生 物 界 的 功 能  

 
    微生物產生的香味物質屬於二級代謝產物，不為生長所

必須，多於生長曲線的靜止期內蓄積。而既不為生長所必須，

則它們於微生物界是否扮演著其他角色？根據文獻記載，這

些揮發性物質可能具有以下的功能：  

 
1.  解毒機制  

    將細胞或培養液中的醇類及酸類進行酯化，以免蓄積過

多，對微生物造成毒害（ Collins ,  1976）。  

 
2.  生存競爭的武器  

    微生物分泌這些物質，期能利用化學方法抑制其他競爭

者的生長，而使本身存活，有如高等植物的 alleopathy 現 象。

如 Fomes annosus 產生 t r iace-ty lene、 hexa-1 -3- 5-t r iyne，而能

有效地抑制其他五種真菌的生長。Kurita 等人（ 1981）亦發現

精油中的某些成分（如 cinnamaldehyde）具有抑制真菌生長的

效果。  

 
3.  促進真菌孢子發芽  

    French 等 人 n-nonanal 可 促 進 Puccinia graminis 之

uredospore 發 芽 （ French and Gall imore,  1971,  1972）、 又

Agaricus  b isporus 的菌絲產生 isovaleric acid，以誘導附近的

孢子發芽（ Fries ,  1973）。  

 

4.  作為吸引物質  

    某 些 真 菌 可 產 生 揮 發 性 物 質 作 為 昆 蟲 吸 引 劑 ， 如

Cer-tocys t ic  fagacearum 及 Phel l inus spp.（ Collins ,  1976；

Hutchinson,  1971）。  
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2 -2 -2  影 響 微 生 物 生 合 成 香 味 物 質 之 因 子  

 
    自然界中可散發出某種特殊香味物質的微生物，於實驗

室培養時，可經由各種培養條件的控制改變其香味組成或含

量，因此微生物之香味化合物的產生會受到一些因素（包括

內在因子與外在因子）之影響。謹列述如下：  

 

1.Strain  

    當一般的形態、生理差異性無法作為微生物菌株間之辨

認指引時，微生物學家尚可以其產生之揮發性代謝物作為不

同 species，不同 strains 的分類標準（ Badcock, 1939）。因此

菌株間的揮發性香味成份會因 species、甚或 strain 之不同而

有所差異。  

 

    如 Ceratocyst is  f imbriata 的兩個 strain 835c 與 856，在相

同的生長條件下所產生的香味成份完全不同，其中 835c 這一

株菌可大量製備 terpene alcohol，而 856 這一株則毫無此種能

力（ Hanssen and Sprecher,  1981）。而此種特性已被微生物分

類學家應用在微生物分類上（ Scharpf et al . ,  1986）。  

 

2.菌體的生理狀態  

    於培養產香菌時，大多使用振盪培養，而於生長靜止期

產生其特殊香味（Halim et  al . ,  1975b）。但有些菌株只能靜置

培養於液體或固體培養基中，待其產孢出現，方有風味物質

的形成，此可能是有產香菌需於菌絲狀態方能產生其特有香

氣，而有些菌株只有孢子方具有產香能力。如利用 Penicil l ium 

roquefort i 產生 blue cheese 風味物質時，因為孢子遠較菌絲具

有 水解乳脂及 β -oxidat ion 的 能 力 而 能 產 生 methyl ketones
（ Kinsella,  1976a），故接種大量孢子於基質上，進行固體發
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酵，可產生 blue cheese 的主要風味物質 （ methyl ketones）

（ Larroche,  1988）。  

 

    另 P.decumbens 及 I .benzonium 亦需靜置培養，方有風味

物質出現（ Halim et al. ,  1975b； Berger et  al . ,  1987）。  

 

3.碳源  

    碳水化合物一般是提供菌體生物質量（ biomass）及生長

所需之能量，而文獻記載碳源種類亦會影響產生之香氣組成

及含量。  

 
    Lanza 等人（ 1976）發現當培養液之碳源種類改變時，

Ceratocyst is  moni l i formis 會產生各種不同的水果香 ，當 以

glucose 為碳源時，可產生香蕉香味，以 glycero l 為碳源時，

則培養液有桃子味，若改以 oleic acid 為碳源時，反而產生了

黴味。  

 
    除了碳源種類會影響微生物產香種類，碳源濃度亦對菌

種產生之香氣含量有所影響。如對 Sporobolomyces odorus 而

言， mannitol 於 3％濃度時，可得到最高之香氣產量，而當濃

度提高至 6％時，產量反而下降（李秀鈴等人， 1992）。  

 
4.氮源  

    一般微生物利用氮源（包括無機態氮、有機態氮）來作

為細胞體構之來源。而由文獻中可發現微生物於不同的氮源

培養時，不僅菌體生長率（乾重）有所改變，亦會影響其產

生香氣組成和含量。如 Sporobolomyces odorus 培養液中含相

同碳源，而以其他氮源如 alanine、 arginine 或 asparagine 代替

peptone 時，則所測得之揮發性香味成份化合物之種類大致上
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均比以 peptone 為氮源時少。（李秀鈴等人， 1992）。  

 
5.酸鹼值（ p H）  

培養基中之氫離子濃度，對微生物增殖發育有很大的影

響。而菌體生長之最適 pH 值不一定是所欲生成代謝產物之最

適 p H 值，如 Clostr idium butyricum 生產丙酮、丁醇之發酵過

程中，若 pH 維持中性，菌體生長情形甚佳，代謝產物的量甚

少（蘇和黃， 1971）。  

 
6.培養時間（ incubation period）  

香味化合物是微生物二級代謝產物，所產生時間也極易

受生長條件的影響（蕭， 1985），如 Ceratocyst is  variospora

產生最大量的帖烯香味化合物是在培養 4-6 天（ Hubbal and 

Collins,  1978）。  
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2-3 香味之分析技術     
 
    食品中香味之組成，有其主要的特徵，即有其特殊之香

氣（ aroma）成分，可讓人立即判別出何種產品會具有這種香

味，有時在這些複雜的香氣成分中，有某些化合物具有主要

貢 獻 ， 是 賦 予 該 項 產 品 香 味 特 徵 之 主 要 因 子（ Emberger,  

1985）。但是絕大部分天然產品中香味物質之含量僅在數 ppm

到 100ppm 之間（也有低至 10 - 2  ~ 10 - 3 ppb 濃度者），且香氣成

分平均由 300 ~ 400 個 化合物構成（ Schre ier  and Ids te in ,  

1985； Emberger ,  1985），甚至有些產品，例如咖啡，含有超

過 700 個化合物的組成（ Emberger,  1985），而化合物個別的

濃度從數 ppm 到 1/100ppb，化學官能基即結構式亦大部分不

相同；沸點亦甚廣泛，由 20 ~ 300℃ ℃不等。且一般僅有相當

少量的化合物經鑑定後對香料結構（ f lavor profi le）具有重要

性；可見香味分析具有複雜性及艱難性。以下將針對香味成

分有關之分析方法及步驟做介紹。  

 
2 -3 -1 分 析 步 驟  

 
如何決定香味 分析的方法 ，而達成鑑定其成分之目標

呢？有 5 項一般常用的方法與步驟（ Emberger,  1985）： (1)選

擇 具 有 代 表 性 的 產 品 做 為 分 析 樣 品 。 (2)選 擇 適 當 的 單 離

（ isolat ion）方法，分離（ separat ion）並濃縮香味物質，以確

認 有 最 佳 之 結 果 。 (3)由 複 雜 的 香 味 化 合 物 預 先 分 離

（ pre-separa t ion ） 形 成 更 為 均 一 的 區 分 物 （ uniform 

fract ions ）。 (4)高 效 能 分 離 法 ： 使 用 氣 相 層 析 法 （ gas 

chromatography,  GC ）、 毛 細 管 層 析 法 （ capil lary 

chromatography）。 (5)以 氣 相 層 析 （ GC） － 質 譜 儀 （ mass 

spectrophotometer ,  MS）作結構之鑑定。  
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2 -3 -2  選 擇 樣 品  

 
欲獲得天然原型產品（ natural  prototype）的香味物質，

必須選擇正確的且品質最佳的原型產品做為分析樣品，才能

獲得目標物的香味（ target  f lavor）。例如：新鮮濃郁的塊菇子

實體與以深層培養方式培養的塊菇菌絲體，具有不同的香味

特徵，不同產品會因樣品來源或型式之不同，而有不同的香

味特徵，因此欲得目標物特有的香味，必須針對該型式之產

品加以分析。  

 

2 -3 -3  單 離 及 濃 縮  

 

單離之方法之選擇主要是依香味物質具有的性質而定，

例如揮發性之大小，是否是親脂性的，而有不同的方法進行

蒸餾或萃取，並無一套通用的方法，以下將介紹目前文獻與

工業中常用的方法。  

 
1.蒸汽蒸餾法（ steam distill-at ion）  

使用低沸點的溶劑進行萃取，此方法可用於從非揮發性

物質（例如臘質）中分離香味物質；但是對熱敏感性之香味

物質會遭受破壞，而產生人為的香味成分（ artefacts）。此外

廣泛被使用的操作為利用 Likens－ Nickerson 裝置，此方法於

1964 年由上述兩位發明，目前已有多種改良之型式（Maarse 

and Belz ,1981）；使用低沸點的溶劑（如正戊烷、二氯甲氟甲

烷、三氯甲氟甲烷、乙醚）於 20 ~ 40℃下進行萃取的工作，

但使用於對熱敏感性的香味物質時（例如水果香味物質），亦

產生人為的香味成分，可改用減壓蒸餾方式，以改良不利之

因素。其缺點為同時萃取非揮發性物質，若溶劑不純或溶劑

選擇性不適當會影響準確度，以及濃縮過程中造成揮發性物
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質的露失等，惟其缺點可加以改進。  

 
2.吸附法（ adsorp t ion）  

係使用吸附劑如 Chromosorb 100 系列、Porapak Q、Tenax 

GC 及 活 性 碳（ charcoal） 等 （ Nursten,1982） 以 上 部 空 隙

（ headsapce）方式，將揮發性物質吸著於吸附劑，再使用溶

劑萃取，或利用氮、氦氣於加熱狀態下帶出，其優點為可獲

得與樣品極接近的香味物質，但是吸附劑容量低（或容量有

限），並且對於不同揮發性化合物的吸附能力，具有差異性的

選擇性（ Emberger,1985； Stewart and Whitaker,1984）。  

 
3.直接萃取法  

Emberger（ 1985）認為特別適用於液體，尤其是果汁，此

乃果汁香味物質不能曝露於極高溫度中的緣故。其缺點是會

同時萃取親脂性的物質，如油脂、臘質即色素等，而需要再

一次的將這些物質分離。最適用的溶劑的沸點範圍從 25  ~ ℃

40℃。  

 

4.其他方法  

超臨界二氧化碳萃取法（ cri t ical  CO 2  extract ion）：此法之

優點為無殘留溶劑、無溶劑不純而造成的不良影響，適於官

能分析（ sensory analysis），有良好的選擇性，尤其適用於果

汁香味物質之萃取（操作溫度低）等，萃取之能力可由壓力

及溫度控制，目前雖已逐漸受商業界之重視，但因設備之投

資成本過高，且尚無連續操作之設備，以致應用的較少，僅

於實驗室之研究或中間工廠（ pilot  plant）之生產高價值產品

時應用的較廣（郭，1985；Caragay and Lit t le ,  1981；Reineccius  

and Anandaraman,  1981）。冷凍濃縮法（ f reeze concentra t ion）：

此法是利用溶質與溶劑結晶速率不同之原理，將溶質與溶劑
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分離（ Kepner et  a l . ,  1969），在果汁之濃縮應用較多，此法之

優點為低溫下之操作，不使用溶劑萃取，可減少人為產生之

物質，但回收率不高。  

 
2 -3 -4  預 先 分 離  

 

雖然毛細管柱層析法，具有高效能之分析能力，然而仍

不足以有效地分離－複雜的香味濃縮物質成個別的化合物，

因為組成中有不同的濃度，是分析的一大障礙，此外經常可

發現含量大的化合物，對香味貢獻僅是零或為次要的，反而

是有些微量成分才具有顯著之香味特徵，為有效地分析微量

香味成分，並簡化香味成分的複雜性實有預先分離之必要。  

 
化學官能基、極性、沸點或分子量等均可做為預先分離

之準據，並利用一些方法：如衍生、液相層析（ LC）、篩分層

析（ exclusion chromatography）、矽膠層析法、逆相層析法、

蒸餾法及製備型氣相層析法（ preparative GC）等幫助分析。  

 

2 -3 -5  毛 細 管 氣 相 層 析 （ Capil lary GC）  

 

毛細管層析法是香味研究中最重要的分離方法，可提供

定量的資料及鑑定工作的線索，因為在一定條件下，化合物

有一定的滯留時間（ retention t ime），藉著比較已知化合物與

未知混合物的滯留時間，可以將未知混合物予以分類，同時

可利用 ”Kovats－ Index”做輔助之鑑定，對結果有相當的幫助。 

 
2 -3 -6  氣 相 層 析 及 質 譜 儀 分 析 鑑 定 結 構 式 之 利 用  

 
以質譜分析連接到氣相層析，對於香味的分析相當的理
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想。因為現時之質譜儀具有相當的靈敏度（ seneit ivi ty），可用

於鑑定由毛細管分離出來的個別物質，且可提供典型的分子

碎片圖形，並給予有關結構式的資料，但是經常未能始終具

有專一性（ specif ic i ty），如果結合有氣相層析所得的 ” Kovats

－ Index”值，對照下將變為更有意義（ Emberger,  1985），在大

多數的情況下可由自然界中訂出的化合物的質譜，鑑定出香

味混合物中的各個成分。欲鑑定全然未知的物質，則需使用

紅外線光譜分析法（ inf rared spect-roscopy, IR），尤其是核磁

共振儀（ nuclear magnet ic  resonance,  NMR）光譜分析法，可

獲得其他的資料。  

      
Emberger（ 1985）認為由於一些已被鑑定出的香味物質，

大多數濃度範圍在 10~100ppb，而一般又希望達到較高的濃

度，則需要某些物質具有理想的純度，故可使用有效的微量

製備方法（ micropreparat ion），能分離樣品中的成分，具有足

夠的含量，再用官能的篩選及評判，將更為有效，直接的用

嗅覺來聞經由毛細管分離出來的區分做判斷，雖然是很敏銳

的方法，但需要非常專心及有足夠的訓練，因為感官的印象

一般僅能維持 0.5 ~ 2 秒，而且許多的化合物濃度極低（ ng 範

圍 ）， 僅 些 微 超 過 嗅 覺 閥 值 濃 度 （ threshold level  

concentra t ion），又因係連續地分離化合物，必須在極短時間

內立即判斷及紀錄，相當困難，惟有經過特別訓練者，方能

勝任。  

 
    由於結構式之鑑定工作頗為費時費力， 在大多數例子

中，需結合 GC、MS 或 IR、NMR 的片斷消息，做最可能的推

論。因此除了樣品製備過程需小心處理外，欲結合儀器之分

析及結果的判定，對有關的知識應有基礎的瞭解。  
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2-4 塊菇香味研究文獻  
 

塊菇除了當作食材之外，最引人注意之處是它的香味，

這種香味係一種含硫化合物，有一種特殊的芳香味，經由研

究證明：塊菇香味中含有某種性激素，這也許是它特別受西

方人青睞的原因之一。  

 
在 1987 年 Talou 等人從法國產地 Perigord 及 Cahors 取得

黑孢塊菇子實體，利用 HRGC－MS 與上部空隙吸附（ dynamic 

headspace）法，與吸附劑 Tenax 使用下，分析出黑孢塊菇子

實體中所含有的香味成分共有 14 種， 6 種醇類（ e thanol、

2-butanol 、 1-propanol 、 2-methyl-1-propanol 、

2-methy l- 1-but a n o l 、 3- methyl-1-b u t a n o l ）、 4 種 醛 類

（ acetaldehyde 、 2-methylpropanal 、 2-methylbutanal 、

3-methylbutanal）、 1 種醚類（ anisole）、 2 種酮類（ acetone、

2-butanone）以及 1 種硫化物（ dimethyl sulf ide）。其中醇類含

量佔 60％－ 85％，主要的原因，可能是與塊菇子實體的冷藏

時間有關，而醇類含量的增減，並不會影響塊菇香味。從此

次研究分析出的揮發性成分中，並沒有確定可以成為黑孢塊

菇子實體的特徵性香味成分。  

 

同 年 Inst i tut  Nat ional  Polytechnique de Toulose

（ Toulose,FR）；Pebeyre S.A.（ Cahors  ,FR）兩家公司使用 Talou

等人分析之 14 種香味化合物，進行香味合成研究，在 1990

年 3 月申請到美國專利（ United States Patent），成功的進行適

當比例的調配後，合成出類似 天然塊菇子實體所散發的香

味。但在調配成功之後，指出仍有些許與天然塊菇子實體不

同的香味，表示此配方仍需進一步的研究與改進。  
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在 1989 年 Talou 等人從法國產地 Cahors 取得黑孢塊菇子

實體，使用 1987 年研究之相同條件與儀器的分析下，分析出

19 種成分，其中有 14 種成分與 1987 年所分析出的成分相同，

其他 5 種成分，分別為 propanal、 i sopropyl  formate、 ethyl  

acetate、 1- methyl-propyl  formate、 acetic acid。其中所含的醇

類與醛類之含量仍然佔據相當大的比例，主要原因是成熟的

黑孢塊菇中含有大量的胺基酸（ amino acids），而這些胺基酸

就是醇類與醛類的前軀體（ precursors）物質，藉由胺基酸降

解（ d egradation）可產生這些揮發性物質（ Kulifaj,1984）。  

 

研究中所分析出的硫化物成分，由文獻證明在很多植物

中含有此微量成份，但卻是重要香味的貢獻來源。其中 DMS

（ dimethyl  sulphide）成分，根據 Andreotti  及  Casol i（ 1968）

研究顯示賦予黑孢塊菇硫磺味（ sulphurous note）。而 DMS 產

生 的 來 源 ， 可 能 是 菌 類 在 代 謝 過 程 中 ， 無 機 硫 酸 鹽 類

（ sulphates）在還原反應下或 S -methylmethioninesulphonium 

salt 水解（ hydroly sis）產生。另外分析出的 acetic acid 與 anisole

兩種成分，賦予塊菇刺激性（ pungent）味道。經由官能品評

的分析，確定 DMS（ dimethyl  sulf ide）為黑孢塊菇的特徵性

香味成分， 2-butanone 及 anisole 則為過熟塊菇所散發出的香

味成分。  

 
1989 年 Talou 等人於 American Chemical  Society 發表的

論文中，由法國產地 Perigord 取得黑孢塊菇子實體以及調整

分 析 條 件 與 儀 器 設 計 後 ， 再 利 用 官 能 品 評 （ sensory 

assessment），一共分析出 26 種香味成分。最主要的硫化物成

分 ， 除 了 dimethyl  sulphide（ DMS） 之 外 ， 還 有 dimethyl  

d isulphide（ DMDS）成分。而 DMS 在官能品評分析下，確定

為黑孢塊菇香味的特徵性成分。  
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根據以上 Talou 等人所分析出的黑孢塊菇成分，從原先的

１４種到２６種成分，可以發現在不同的分析條件與儀器的

進步下，發現更多賦予黑孢塊菇的揮發性香味成分。  

 
1995 年 Pelusio 等人報告顯示使用 HS－ SPME（ Headspace 

Solid -Phase  Microextract ion ） GC － ITMS （ Gas 

Chromatography-Ion Trap Mass spectrometry） 及 Headspace 

Tenax Adsorpt ion 等 儀 器 與 技 術 進 行 分 析 白 塊 菇 （ Tuber 

Magnatum）及黑孢塊菇（ Tuber melanosporum）的揮發性成分，

發現使用 HS-SPME GC-ITMS 分析 1993 年 10 月 white t ruff le 

含 有 7 種 硫 化 物 為 S 1： dimethyl sulf ide 、 S 2： dimethyl  

disulf ide、 S 3： bis （ methylthio ） methane、 S 4： dimethyl  

t r isulf ide、 S 5： 1,2 ,4-t r i thiolane、 S 6： methyl（ methylthio）

methyl  disulf ide、 S 7： tris（ methylthio） methane 及兩種含氧

的化合物為 O 1： 2-butanone 和 O 2： 2-butanol，分析 1993 年

10 月 black t ruff le 中含有 S 1、 S 3、 O 1、 O 2 等。分析 1994 年

10 月 white truffle 只含有 S 1、 S 2、S 3 及 S 4，分析 1994 年 10

月 black truffle 中發現多了 S 2 與 S 4 成分。由此兩年塊菇的分

析，發現硫化物成分不同的原因為 1994 年的塊菇先儲藏 1 個

月後才進行分析，造成白塊菇過熟，使得含有的硫化物 S 5、

S 6、 S 7 等物質消失，對於黑孢塊菇而言，反而增加其硫化物

的成分。當使用 Headspace Tenax Adsorpt ion 分析後，最後可

以確定 dimethyl sulf ide 和 bis（ methy lthio） methane 為此兩

種塊菇的特徵性香味成分。  

 

在 2000 年 Tri l l in i 等人研究中採用白塊菇中的 Tuber 

borchii 所分離出的菌絲，在無菌的 Melin－ Norkrans 液態培養

中生長，取其發酵液進行揮發性有機物質分析，共有 29 種及

含量為 172.2 ng/l 的揮發性有機物質。主要成份 1,3-ditertbu ty l  
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benzene （ 16.1 ng/ l）、3-methylheptane（ 9.2 ng/ l）、butan-2 -one

（ 8.8 ng/l）、 ethynylbenzene（ 5.6 ng/ l）及 octan-3-o n e（ 4.9 

ng / l），其中發現硫化物成分為 dimethyltr isulphide ，此成分

在 1998 年 Bellesia 等人研究白塊菇中的 Tuber magnatum，也

發現此成分，產生的原因為 2,4-dithiapentane 在 hydrolyt ic  

oxidative 中轉化成 dimethyl  disulphide 時，同時也衍生出

dimethyl t r isulphide。證實了 dimethyl t r isulphide 除了是 Tuber 

magnatum 的特徵性香味成分之外，也是 Tuber borchii 的特徵

性香味成分。  
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第三章 實驗材料與分析方法 

 

3-1  菌種來源與培養  
 
    研究中黑孢塊菌（ Tuber  melanosporum）BLCC217 由本實

驗室係透過台灣馥恩公司於 2001 年 12 月自法國西南部的佩

里哥 (Perigord)引進成熟且具有濃郁香味的塊菇子實體，進行

組織分離後，將母菌絲接種於 PDA（ Potato Dextrose Agar）

培養基上，於室溫下置於培養箱內培養，經 7－ 10 天，待菌

落直徑長至 4－ 6 公分，且無雜菌感染時，即可做為接種源使

用。  
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3-2 實驗藥品  
實驗藥品可分為一般藥品與 GC 用標準藥品。  

（ 1）一般藥品如 Table 3－ 1。  

 

Table  3－ 1 一般藥品 

藥品名稱  廠牌  附註  

葡萄糖   食品級  

可溶性澱粉  石津製藥株式會社  試藥一級  

麥芽萃出物  MERCK 防潮  

酵母萃出物  D IFCO 防潮  

酪蛋白水解產物  林  純藥工業株式會社  試藥一級  

消化蛋白質  D IFCO 防潮  

Toluene  TEDIA  

Thiamine  SIGMA  

DL－Methionine  ACROS 冷藏  

L－ Cyste ine  SIGMA  

洋菜  D IFCO  

C a C l2 •2H2 O  林  純藥工業株式會社  試藥一級  

F e C l3 •6H2 O  林  純藥工業株式會社  試藥一級  

K H2 P O 4  聯工  EP 級  

MgSO 4 •7H2 O  聯工  EP 級  

N a C l 聯工  EP 級  

N a 2 S O 4  聯工  EP 級  

N a 2 HPO 4 •12H2 O  聯工  EP 級  

N H4 C l 聯工  EP 級  

鹽酸  聯工  EP 級  

氫氧化鈉  聯工  EP 級  

二次蒸餾水   微電腦蒸餾水製造機  
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（2）GC 用標準藥品如 Table 3－ 2。  

 

Table 3－ 2 GC 用標準藥品  

藥品名稱  廠牌  

Ethyl ether PHARMCO 

2 - Methyl- 1 - butanol ACROS 

Methyl sulfide ACROS 

Methyl d isulfide ACROS 

2 - Methylbutyraldehyde ACROS 

Methyl e thyl ketone  TEDIA 
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3-3 實驗儀器與設備  
實驗儀器與設備如 Table 3－ 3。  

 

Table  3－ 3 實驗儀器與設備  

儀 器 設 備  廠牌  附註  

無 塵 無 菌 操 作 台  造鑫  附紫外光與抽氣設備  

殺 菌 釜  新光精機  HL- 350  

殺 菌 釜 (直 立 式 )  HUXLEY HL- 340  

電 磁 攪 拌 機  C O R N I N G St i r rer /Heater  

烘 箱  Risen DV- 452  

光 學 顯 微 鏡  Nikon 附照相設備  

振 管 振 盪 器  Thermolyne  37600 Mixer  

均 質 機  oster ixer  Cycle blend  

恆 溫 培 養 箱  (迴 轉 式 )  TKS O S I - 500  

冷 凍 乾 燥 機  進階  附高真空油式幫浦  

空 氣 壓 縮 機  復盛  1 /4  HP  

低 溫 冷 藏 櫃  TKS K c c - 3  

高 速 離 心 機  HITACHI 0 5 P - 21  

微 電 腦 蒸 餾 水 製 造 機  SANYO  WSC044 .MH3.4  

電 子 天 平   Sartorius   

超 音 波 清 潔 器         B R A N S O N  5 2 1 0   

往復式恆溫振盪水浴箱  TKS SB302  

超 純 水 製 造 機  MILLIPORE  

pH  m e t e r  SUNTEX 2 0 0 0 A 

生化反應槽體及控制器  頂生  BTF - A- 5 L 

低 溫 冷 凍 循 環 水 槽  YIH- DER BL- 30  

S P M E所 用 之 f ibe r  Supelco 
型號為 100µm 

polydimethylsiloxane(PDMS) 
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3-4  分析方法  
 
3 -4 -1 pH 值 測 定  

使用 pH meter 測定發酵液之 p H 值。  

 

3 -4 -2  菌 絲 長 度 測 定  

利用直尺測量固態菌絲生長長度。單位為㎝。  

 

3 -4 -3  菌 體 濃 度 測 定  

 將濾紙放入烘箱以 70℃乾燥 8 小時，稱重所得重量為 W1。

將培養 14 天的培養液（菌體與菌液），用上述乾燥濾紙過濾，

再將過濾後的濾紙放入烘箱，以 70℃乾燥 48 小時後，取出稱

重，所得重量為 W2。將 W2 減去 W1 後所得的重量即為菌體

重。菌體濃度單位為 mg/100ml。  

 

3 -4 -4  香 味 成 分 分 析  

(一 )  Likens－ Nickerson 蒸氣蒸餾溶劑萃取法  (劉， 1990) 

Likens － Nickerson 裝 置 如 Fig.3- 1 將 培 養 14 天 T. 

melanosporum 培養液用濾紙（乾燥過）過濾，取其濾液至於 1

公升之圓底燒瓶內（ A），直接以加熱包加熱方式蒸餾，溶劑

（ CH2 C l2）受熱（水浴 42℃）揮發，則蒸氣所攜帶的香味成

分被溶劑連續萃取，經冷凝後液相水層經（ C）回到（A），而

含有香氣成分之溶劑經（D）回到（ B），如此循環萃取，連續

萃取 2 小時。含香味成分之溶劑以無水硫酸鈉去水、過濾、

收集濾液，以減壓濃縮機進行濃縮，濃縮至 1 毫升左右，再

分裝到內徑 3 毫米、長度 8 公分之單端封口毛細管中，置於

34 ~ 35℃水溶液中繼續去除溶劑，濃縮至管內液面約 0.5 公分

高度，得到的香味濃縮液，即可進行定性定量分析。  
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(二 )  SPME(solid phase microextraction)萃取法  

    SPME 裝置如 Fig.3- 2 所示，其處理為 (1)將培養 14 天 T. 

melanosporum 培養液用濾紙（乾燥過）過濾，取其濾液 40ml

置於 125mL 三角瓶中，添加適當 Toluene 溶液當內標準，放

入 攪 拌 石 攪 拌 ， 並 用 封 口 膜 封 住 瓶 口 。 (2) 於 室 溫 以

S PME(sol id  phase microextract ion)吸 附 20 分 鐘 後 ， 注 入

GC/MS 進行分析。  

 
Fig.3－ 1 Likens－ Nickerson 蒸氣蒸餾溶劑萃取裝置 (劉，1990) 
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Fig.3 － 2 揮 發 性 成 分 分 析 使 用 之 SPME(solid phase 

microextraction) 裝置  
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(三 )  揮發性成分之定性分析  

(1) 氣相層析之滯留指數 (Retention index； R.I . )的測定：  

    由 氣相層析 儀中分析所得各尖端之滯留時間 (retention 

t ime)皆換算為滯留指數，滯留指數之計算 (Van Den Dool & 

kratz,  1963；  Schomburg & Dielman,  1973)乃以含 7 碳至 25

碳的正烷標準品混合液，於線性升溫時 ，在 DB-5 毛細管

(Capil lary column)的滯留時間，換算成各化合物之氣相層析滯

留指數。  

計算式如下：  

( )
( ) ( )

n
nmtinmt

ntxt
iIR 100

loglog
loglog

100.. +







′−+′

′−′
=  

上式中各代號表示如下：  

t  ’ ：滯留時間   

i  ：正烷碳數差  

x  ：未知物  

m ：參考物 (正烷 )  

n ,n+i：正烷碳數  

100n：碳數為 n 之正烷滯留指數  
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(2) Likens -Nickerson 蒸氣蒸餾溶劑萃取法之 GC/MS 分析

條件  

 

本實驗由交通大學貴儀中心進行氣相層析質譜儀 (GC－

MS)之分析。而揮發性成分之儀器分析及鑑定條件如下：  

 

氣 相 層 析 質 譜 儀 (Gas Chromatograph － Mass 

Spectormetry； GC－ MS)硬 體 為 Hewlett－ Packard 之 5890  

series  II 系統分析條件如下：  

 

管柱： Chrompack fused s i l ica  DB－ 5； 30M×0.25mm( I.D. )；

0.25µm(film thickness)之毛細管柱  

檢測器：火焰離子檢測器 (flame ionization detector,  FID) 

載體流速： He(1.0ml/min) 

檢測器 /注射器溫度： 200℃  

介面溫度： 150℃  

管柱升溫條件：初溫 35℃（ 2min），升溫速度 5 /min℃ ，終溫

160℃  

質譜儀條件：  

離子源溫度： 150℃  

檢測器： photo multiplier 

電子束能量（ electron current）： 70 V 

電子束加速電壓（ electron multiplier voltage）： 720V 

發射電流（ emission current）： 200µA 

積分時間（ integration time）： 1ms/uma 
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(3)  SPME 萃取法之 GC/MS 分析條件  

 

本實驗由弘光科大食品營養系進行氣相層析質譜儀 (GC

－MS)之分析。而揮發性成分之儀器分析及鑑定條件如下：  

 

氣 相 層 析 質 譜 儀 (Gas Chromatograph － Mass 

Spectormetry； GC－ MS)硬體為 Angilent  6890GC－ Angilent  

5973N/MS D 系統分析條件如下：  

 
管柱： Chrompack fused si l ica DB－ 1； 60M×0.25mm( I.D. )；

0.25µm(film thickness)之毛細管柱  

檢測器：火焰離子檢測器 (flame ionization detector,  FID) 

載體流速： He(1.0ml/min) 

檢測器 /注射器溫度： 250℃  

介面溫度： 280℃  

管柱升溫條件：初溫 40℃（ 1min），以 5 /min℃ 升溫至 150℃，

再以 10 /min℃ 升溫至 200℃  

質譜儀條件：  

離子源溫度： 230℃  

檢測器：MSD 

電子束能量（ electron current）： 70 V 

電子束加速電壓（ electron multiplier voltage）： 1400V 

積分時間（ integration time）： 1ms/uma 
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3-5  攪拌式反應器  
 

玻璃槽體，工作體積 5 公升，面板部分可控制溫度，氣體
流量計可控制通氣量，頂部有溫度電極、p H 電極、溶氧電極、
液位電極等插孔。  

 
 

 
 

Fig.3－ 3 攪拌式發酵槽體(黃， 2001) 
 

 

 

 

 

 

 

 

攪拌葉  

取樣口  

通氣

消泡劑
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第四章 實驗方法 

4-1 斜面培養  
4 -1 -1  PDA 斜 面 培 養  

（ 1）以 39 g /L 濃度的馬鈴薯－葡萄糖洋菜培養基 (Potato 

Dextrose Agar， PDA)溶於蒸餾水，置於水浴加熱溶解。 

（ 2）每支試管趁熱裝入適量之 PDA 溶液。  

（ 3）將試管以矽膠塞塞住並在外層以鋁箔紙包覆，放入殺菌

釜中殺菌 20 分鐘。（操作壓力 1.2 kg /  cm2，溫度 121℃） 

（ 4）將殺菌後之試管取出，使之適當傾斜，放置 1-2 天確定

無污染發生，接塊菇菌於斜面上並置於 20℃恆溫箱培養

或置於冰箱備用。  

 
4 -1 -2 培 養 皿 平 面 培 養  

（ 1）配製 120ml 39 g /L 濃度的 PDA 溶液於 250 ml 三角瓶。  

（ 2）將三角瓶以矽膠塞塞住並以鋁箔紙包覆，放入殺菌釜中

殺菌 20 分鐘。（操作壓力 1.2 kg /  cm2，溫度 121℃）  

（ 3）取 4 個培養皿（塑膠製，不可加熱）置於無塵無菌操作

台，噴撒 75﹪酒精，並打開紫外線燈殺菌 20 分鐘以上。 

（ 4）將殺菌後之三角瓶取出，趁熱平均分配於 4 個培養皿。  

（ 5）待培養基冷卻凝固後立刻接 1 單位（ 5mm ×5mm）塊菇

菌於培養皿中央。  

（ 6）最後將培養皿倒置，放入 20℃恆溫箱培養。  

 
4 -1 -3  菌 體 活 化  

為維持菌體的活性必須將菌體活化，將菌種接種於 PDA

斜面培養基上 20℃培養 14 日後即更換新的 PDA 斜面繼續做

培養。  
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4-2  液態基礎培養基組成  
 
    本實驗研究所採用之液態基礎培養基係參考 1992 年邵左

謙培養黑孢塊菌之培養基。  

液態基礎培養基成分如下：  

      Malt extract                10g 

      Casein hydro lysat           0.2g 

      Thiamine               2×10 - 4 g 

     Deionized water          1000ml 
並利用 0.1NHCl 和 0.1NaOH 將液態培養基之 p H 調成 5.5。  

 

4-3  種菌培養與製備  
 

為了控制接菌量的穩定度，以免干擾後續的試驗因子。

將塊菇菌絲體接種於 PDA 培養皿，以自製之菌體切割器－將

鋁罐切開，裁取一片 2 ㎝ × 5 c m 鋁片，在較短的一邊分成 4 等

分，並折成一長柱體，中空部分的面積則為 5×5mm2，即定義

為一單位面積的接菌量依所需的接菌量，將培養皿中最外圍

的塊菇菌絲體切成 4 單位菌絲塊，再以白金鉤將菌絲塊接入

液態培養基中。置於 20℃、 100rpm 的迴轉式恆溫培養箱中培

養 14 天作為種菌。  

 
將培養 14 天的液態種菌，利用滅過菌的均質機打碎，以

作為 250ml 三角瓶培養試驗的接種源。  
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4-4  培養基試驗  
 
    黑孢塊菇菌絲體分別以 MECT(Malt  extract  and Casein 

hydrolysat  Thiamine Agar Medium)、 PGA(Peptone Glucose 

Agar Medium) 、 MMN(Melin Modified Norkrans Agar 

Medium)、 MMNC(Melin Modif ied Norkrans Agar Medium +  

Casein hydrolysat)、 HM(Hamada Medium)、 HNAM(Hamada 

Nutr ient  Agar  Modif ied)及 PDA(Potato  Dextrose Agar Medium)

洋菜培養基等進行試驗，各培養基配方 (卲， 1992)如下：  

1.MECT Agar Medium (MECT) 

Malt extract           10 g 

Casein hydrolysat        2 g 

Thiamine           200 µ g 
Agar                 20 g 

Deionized water    1000 ml 

 

2.Peptone Glucose Agar Medium (PGA) 

   Glucose                10g 

   Peptone               10g 

   Na2 HPO 4 •12H2 O      0.96g 

   KH2 PO 4                    1.45g 

   Agar                 20 g 

   Deionized water     1000ml 

 

3.Melin Modified Norkrans Agar Medium  (MMN) 

   CaCl2                      0.05g 

   NaCl               0.025g 

   KH2 PO 4                     0.5g 

   NH4 Cl              0.25 g 
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   Malt extract            3g 

   FeCl3  (1%)          1.2 ml 

   Thiamine           100 µ g 

   Glucose                10g 

   Agar                 15 g 

   Deionized water     1000ml 

 

4.Melin Modified Norkrans Agar Medium + Casein hydrolysat  

(MMNC) 

   CaCl2                       0.05 g 

   NaCl               0.025 g 

   KH2 PO 4                      0.5 g 

   NH4 Cl               0.25 g 

   MgSO 4 •7H2 O         0.15 g 

   FeCl3  (1%)           1.2 ml 

   Thiamine            100 µ g 

   Malt extract             3g 

   Glucose                10 g 

   Casein hydrolysat         1g 

   Agar                  15g 

   Deionized water     1000 ml 

 

5.Hamada Medium(HM)  

   Glucose                 10g 

   Yeast extract             5g 

   HCl (0.5N)             1ml 

   Agar                  20 g 

   Deionized water      1000ml 
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6.Hamada Medium Hamada Nutrient Agar Modified (HNAM)  

   KH2 PO 4                      0.5g 

   MgSO 4 •7H2 O         0.15 g 

   NH4 C l                0.5g   

   FeCl3  (1%)           1.2 ml 

   Malt extract             5g 

   Glucose                 5 g 

   Thiamine            100 µ g  

   Agar                  15 g 

   Deionized water     1000 ml 

 

7.Potatao Dextrose Agar Medium (PDA) 

   Pota to Dextrose Agar    39 g 

   Deionized water     1000 ml 

 

 

(一 )  塊菇子實體組織分離與培養之形態觀察  

目的：利用組織分離的方式，培養塊菇母菌絲及觀察生長形

態。  

方法：  

1.  將選擇好的種菇，放在乾淨的燒杯中，用無菌水沖洗幾次，

用 75﹪酒精擦拭表面，然後再用無菌水沖洗幾次，用無菌

濾紙吸乾，放於無菌培養皿中，用消毒過後的小刀把塊菇

子實體縱切為二。  

2.  用解剖刀取內部 0.5 立方厘米的一小塊菌肉，移植到新鮮、

適宜的培養基（ PDA）上，於 20℃左右的恒溫箱內培養。  

3.  約 1 周至 10 天的時間，即可用肉眼觀察到組織塊的四周有

白色絨毛狀菌絲出現。  
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(二 )  不同固態基礎培養基對塊菇菌絲體生長之影響  

目的：利用固態培養的方式，尋找出菌絲體生長最佳的基礎

培養基。  

方法：  

1.  依上述培養基配方，各配製 100ml 於錐形瓶 (flask)中，經

高溫、高壓殺菌後，取出錐形瓶置於通氣無菌箱中，待其

滅菌 20 分鐘後，溫度降至 60－ 70℃且溶液尚未凝固前倒

入無菌培養皿中，待培養基凝固後，即可接種。  

2.  將活化後的塊菇菌絲培養皿以自製的菌絲切割器，切成一

個單位的菌絲塊，分別接種於上述配方之培養基中，於 20℃

恆溫培養箱中靜置培養，每天觀察菌絲變化及檢視是否受

雜菌感染。  

3.  接種 14 天後，利用直尺以接菌的地方為中心，量測菌絲生

長直徑，選取生長最佳之培養基，作為接種之培養基。  

 
(三 )  溫度 (20℃ )對塊菇固態培養皿（ PDA）生長之影響  

目的：探討 20℃下塊菇於培養皿 (PDA)之生長曲線。  

方法：  

1.  依上述 PDA 培養配方配製，待滅菌 20 分鐘後，溫度降至

60－ 70℃且溶液尚未凝固前倒入無菌培養皿中，待培養基

凝固後，即可接種。  

2.  以自製的菌絲切割器，切成一個單位的菌絲塊，置於平面

培養中央。  

3.  將平面培養基分別於 20℃，恆溫培養箱中靜置培養。  

4.  利用直尺以接菌的地方為圓心，每 24 小時量測一次菌絲生

長直徑。  
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(四 )  溫度對塊菇菌絲體固態培養皿（Oat Medium）生長形態

之觀察  

目的：觀察在 Oat Medium 與 PDA 固態培養基間之形態差異。 

方法：  

1.   Oat Medium 培養基分如下：  

 Oat  flake             30g 

 Agar                 15g 

 Deionized Water    1000ml 

2.  依上述 Oat Medium 培養配方配製，待滅菌 20 分鐘後，溫

度降至 60－ 70℃且溶液尚未凝固前倒入無菌培養皿中，待

培養基凝固後，即可接種  

3.  以自製的菌絲切割器，切成一個單位的菌絲塊，置於平面

培養中央。  

4.  將平面培養基分別於 20℃、 25℃、 30℃，恆溫培養箱中靜

置培養。  

5. 每星期觀察菌絲變化。 

 

(五 )  不同液態基礎培養基對塊菇菌絲體生長之影響  

目的：利用液態培養的方式，尋找出菌絲體生長最佳的基礎

培養基。  

方法：  

1.  除了 PDA 培養基之外及其他培養基在不添加 Agar 下，依

上述培養基配方，各配製 100ml 於錐形瓶 (flask)中，調整

p H 值為 5.5，經高溫、高壓殺菌後，取出錐形瓶置於通氣

無菌箱中，待溫度降至室溫後，即可接種。  

2.  將液態種源經由均質機處理後，接入 5﹪比例的接菌量。  

3.  在 20℃、 100rpm 迴轉式恆溫控制箱中震盪培養，於 14 天

後測量 p H 及菌體濃度。選取菌體濃度最高之培養基，作

為液態培養之用。  
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4-5  三角瓶培養試驗－物理因素  
 
(一 )  不同培養溫度對塊菇菌絲體生長之影響  

目的：探討溫度的變化對塊菇菌絲體生長的影響，並求最適

的培養溫度。  

方法：  

1.  配製基礎液態培養基，分別以每一瓶 100 毫升的量倒入數

個 250 毫升的三角瓶中，待其滅菌 20 分鐘後冷卻備用。  

2.  將液態種菌以均質機打碎，以 5％比例的接菌量接入。  

3.  分別置於 20℃、 25℃、 30℃， pH5.5 及轉速 100rpm 下的迴

轉式恆溫培養箱中培養。  

4. 在培養第 14 天時測量 p H 及菌體濃度。 

 

(二 )  p H 值對塊菇菌絲體生長之影響  

目的：探討不同初始 p H 值對塊菇菌絲體生長的影響，並求最

適當的初始 p H 值。  

方法：  

1.  配製基礎液態培養基，分別以每一瓶 100 毫升的量倒入數

個 250 毫升的三角瓶中，待其滅菌 20 分鐘後冷卻備用。  

2.  將液態種菌以均質機打碎，以 5％比例的接菌量接入。  

3.  分別置於 p H 為 3、 4、 5、 6、 7、 8 的培養基中，在 20℃及

轉速 100rpm 下的迴轉式恆溫培養箱中培養。  

4.  在培養第 14 天時測量 p H 值及菌體濃度。  

 
(三 )  接菌量對塊菇菌絲體生長之影響  

目的：探討接菌量多寡對塊菇菌絲體生長的影響，並求最適

當的接菌比例。  

方法：  

1.  配製基礎液態培養基，分別以每一瓶 100 毫升的量倒入數
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個 250 毫升的三角瓶中，待其滅菌 20 分鐘後冷卻備用。  

2.  將液態種菌以均質機打碎，以 1％、 3％、 5％、 9％、 11％

比例的接菌量接入。  

3.  分別置於 pH5 的培養基中，在溫度 20℃及轉速 100rpm 下

的迴轉式恆溫培養箱中培養。  

4.  在培養第 14 天時測量 p H 及菌體濃度。  

 
(四 )  時間變化對塊菇菌絲體生長之影響  

目的：探討時間變化對塊菇菌絲體生長的影響，並求最佳的

培養天數。  

方法：  

1.  配製基礎液態培養基，分別以每一瓶 100 毫升的量倒入數

個 250 毫升的三角瓶中，待其滅菌 20 分鐘後冷卻備用。  

2.  將液態種菌以均質機打碎，以 9％比例的接菌量接入。  

3.  分別置於 pH5 的培養基中，在溫度 20℃及轉速 100rpm 下

的迴轉式恆溫培養箱中培養。  

4. 每隔 2 天測量 p H 及菌體濃度，直至 20 天為止。 

 

4-6 三角瓶培養試驗－香味成分生成之探討  
 
4 -6 -1  SPME(s olid phase microextraction)萃取法  

(一 )  添加 Methionine 對 T.melanosporum 產生香味化合物的影

響  

目的：由文獻指出塊菇特徵性香味成分硫化物可由 Methionine

生 化 轉 變 產 生 ， 故 探 討 添 加 Methionine 對

T.melanosporum 產生香味成分硫化物及菌體濃度的影

響。   

方法：  

1.  製 MECT 基礎液態培養液，再分別配製 Blank 及添加 0.05
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％比例的 Methionine。  

2.  以每一瓶 100 毫升的量倒入 250 毫升的三角瓶中，利用

0.1NHCl 或 0.1NaOH 分別將 p H 調成 5，待其滅菌 20 分鐘

後冷卻備用。  

3.  將液態種菌以均質機打碎，以 9％比例的接菌量接入。  

4.  置於溫度 20℃及轉速 100rpm 下的迴轉式恆溫培養箱中培

養。  

5.  取 0%、0.05％之培養 14 天菌液以萃取 SPME 及 GC-MS 分

析。  

 
4 -6 -2  Likens－ Nickerson 蒸 氣 蒸 餾 溶 劑 萃 取 法  

(一 )  不同濃度 Malt extract 對 T.melanosporum 生長與產生香

味化合物的影響  

目的：探討添加不同濃度 Malt extract  對塊菇菌絲體產生香味  

成分硫化物及菌體濃度的影響。  

方法：  

1.  配製 MECT 基礎液態培養液，原培養基中之 Malt extract

含量改為添加 0％、 1％、 2％、 3％、 4％、 5％、 6％、 7％、

8％、 9％、 10％，其他組成含量不變。  

2.  以每一瓶 100 毫升的量倒入 250 毫升的三角瓶中，利用

0.1NHCl 或 0.1NaOH 分別將 p H 調成 5，待其滅菌 20 分鐘

後冷卻備用。  

3.  將液態種菌以均質機打碎，以 9％比例的接菌量接入。  

4.  置於溫度 20℃及轉速 100rpm 下的迴轉式恆溫培養箱中培

養。  

5.  在 14 天時測量 p H 及菌體濃度。  

6.  取 10％及 Blank 之菌液進行香味萃取與 GC-MS 分析。  

 

 



 54 

(二 )  添加 Methionine 對 T.melanosporum 生長與產生香味化合

物的影響  

目的：由文獻指出塊菇特徵性香味成分硫化物可由 Methionine

生 化 轉 變 產 生 ， 故 探 討 添 加 Methionine 對

T.melanosporum 產生香味成分硫化物及菌體濃度的影

響。  

方法：  

1.  配製 MECT 基礎液態培養液，再分別添加 0％、 0.05％、

0.1％、 0.15％、 0.2％比例的 Methionine。  

2.  以每一瓶 100 毫升的量倒入 250 毫升的三角瓶中，利用

0.1NHCl 或 0.1NaOH 分別將 p H 調成 5，待其滅菌 20 分鐘

後冷卻備用。  

3.  將液態種菌以均質機打碎，以 9％比例的接菌量接入。  

4.  置於溫度 20℃及轉速 100rpm 下的迴轉式恆溫培養箱中培

養。  

5.  在 14 天時測量 p H、菌體濃度及進行 0.05%及 Blank 菌液

之 L-N 裝置溶劑萃取與 GC-MS 分析。  

 

4-7 發酵槽培養試驗  
 
(一 )  5 公升批式攪拌式發酵槽塊菇菌絲體培養試驗  
目的：探討規模放大至 4 公升批式攪拌式發酵槽之塊菇菌絲

體生成情形，並觀察發酵狀況。  
方法：  
1.  配 製 基 礎 液 態 培 養 基 4 公 升 置 入 發 酵 槽 中， 調 整 起 始  

pH5.0。將槽體置於殺菌釜中滅菌 20 分鐘後冷卻備用。  
2.  將液態種源以均質機打碎，接入發酵槽液態種源 100ml。  
3.  培養條件設定：溫度 20℃、轉速 100rpm、通氣量 0.5vvm。 
4.  定時取樣，測量其 p H、菌體濃度，並記錄之。  
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第五章  結果與討論  
 

5-1  培養基試驗  
 
(一 )  塊菇子實體組織分離與培養之形態觀察  

 

由照片 5-1 所示為塊菇子實體進行組織分離，於 20℃及

平面固態洋菜培養基（ PDA）上培養 7-10 天之菌絲型態，菌

絲生長方向是以接菌點以輻射狀沿著洋菜基平面向外生長。  

 

約 1 周到 10 天的時間，由編號 T 1、 T 1-1、 T 2、 T 2-1 照

片中，即可用肉眼觀察到組織塊的四周有白色絨毛狀菌絲出

現，最後經過連續幾次移接到新鮮和適宜的培養基後，最後

所得到的純種，即為經過純化後的母種。  

 

 
照片 5－ 1  塊菇子實體組織分離之菌絲生長形態  
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培養條件：  

1.  在直徑 8.6 公分的培養皿中裝入 30 毫升的基礎培養基。  

2.  培養基： PDA 

3.  培養溫度為 20℃。  

4.   接菌量：一個單位的菌絲塊（ 0.5 ㎝ × 0 . 5 ㎝）。  

5.   培養時間為 7-10 天。  

 
註：照片 5-1中之編號 T1-1為 T1之近照，編號 T2-1為 T2

之近照。 
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(二 )  不同固態基礎培養基對塊菇菌絲體生長之影響  

 
黑孢塊菌菌絲體在七種不同固態基礎培養基中，於 20℃

恆溫箱下培養 14 天後，其形態變化（照片 5-2）與菌落生長

量示於 Table 5-1。由於塊菇菌落多呈較規則圓形，故以直尺

直接測量菌落長度代表生長量 (cm)。  

 

 
照片 5－ 2  塊菇在不同固態基礎培養基上生長之型態  

 
照片 5-2 中顯示黑孢塊菌在培養基 HM、MMN 與 MMNC

菌絲形態為黃紅色，推測可能是培養基中含有 FeCl3 成分造

成，而其他培養基皆呈現白色絨毛狀菌絲。然而在其培養基

菌絲外觀上有類似年輪之形態，此乃為子囊菌類之特徵，可

以經由此年輪的生成，推算出長滿培養皿之時間，在照片中

之各培養基中僅有些可觀察到年輪，而有些卻沒有，可能是

菌絲在生長過程中覆蓋已經生成的年輪，因此造成年輪數目
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不均一與不明顯。  

 

Table 5- 1  黑孢塊菌菌絲在不同培養基中之生長量 (cm)  (14 天 )  

 

培養  

基  

重複  

MECT PGA MMN  HM M M N C  HNAM PDA 

1  8 .5  7 .4  2 .3  8 .6  2 .9  2 .5  8 .6  

2  8 .3  7 .5  2 .5  8 .4  3  2 .8  8 .6  

3  8 .3  7 .8  2 .6  8 .5  2 .8  2 .6  8 .5  

X 8 .37  7 .57  2 .47  8 .5  2 .9  2 .63  8 .57  

 

Table 5-1資料經變方分析後如 Table5-2所示，由 Table5- 2

知 F 值為極顯著，乃進行 t 測驗。由 Table5-3 可知黑孢塊菌菌

落於不同培養基間， PDA、 HM 與 MECT 呈不顯著、MMNC

與 HNAM 呈不顯著外，其他各媒質間之菌落生長皆呈極顯著

差異。  

 

Table 5- 2  黑孢塊菌菌絲體菌落大小在不同培養基中之變方分析  

 

理論 F 值  
變異來源  

自由度  

d f 

平方和  

S S  

均方  

MS 
實測 F 值  

5% 1% 

處     理  6  162 .5381  27 .0897  1497 .061 * *  2 . 845  4 .4558  

機     差  14  0 .2533  0 .01809     

總     合  20  162 .7914      
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Table 5- 3  黑孢塊菌菌絲體菌落大小在不同培養基中之梯形比較  

 

培養基 菌落生長量        均            數              差 

PDA 8 .57              

HM 8 .5  0 .07            

MECT 8 .37  0 .2  0 .13          

PGA 7 .57  1 .0**  0 .93**  0 .8**        

M M N C  2 .9  5 .67**  5 .6**  5 .47**  4 .67**      

HNAM 2 .63  5 .94**  5 .87**  5 .74**  4 .94**  0 .27    

MMN  2 .47  6 .1**  6 .03**  5 .9**  5 .1**  0 .43  0 .16  

 

6882.0
3
018095.02

98.2201.0..

4942.0
3
018095.02

14.2205.0..

=
×

××=

=
×

××=

DSL

DSL
 

 

Fig.  5- 1 為黑孢塊菌菌落於不同培養基之平均生長。其

中以 PDA 培養基上之菌落平均生長量最高，HM 培養基次之，

然後依序為 MECT、PGA、MMNC、HNAM 培養基，而以 MMN

培養基生長量最低。  

 

綜合以上分析結果，則可以確定上述七種培養基質中，

以 PDA 為最適於黑孢塊菇菌絲體之培養，故可選取 PDA 培養

基進行溫度 20℃下之生長曲線試驗。  



 60 

Medium

MECT PGA M M N HM MMNC HNAM PDA

D
ia

m
et

er
(c

m
)

0

2

4

6

8

10

 

Fig.5－ 1 不同固態基礎培養基對塊菇生長之影響  

 

培養條件： 

1.  在直徑 8.6 公分的培養皿中裝入 30 毫升的基礎培養基。  

2.  培養溫度為 20℃、培養時間為 14 天。  

3.   接菌量：一個單位的菌絲塊（ 0.5 ㎝ × 0 . 5 ㎝）。  

 
註： Fig.5-1 中所代表之各培養基如下所示：  

a.  MECT (MECT Agar Medium) 

b . PGA (Peptone Glucose Agar Medium) 

c . MMN (Melin Modified Norkrans Agar Medium) 

d . HM (Hamada Medium) 

e.  MMNC  (Melin Modified Norkrans Agar Medium + Casein      

hydrolysat) 

f.  HNAM (Hamada Medium Hamada Nutrient Agar Modified ) 

g.  PDA (Potatao Dextrose Agar Medium) 
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(三 )  溫度 (20℃ )對塊菇固態培養皿（ PDA）生長之影響  

 
根據卲左謙（ 1992）研究黑孢塊菇顯示最佳生長溫度為

20℃，以此做為塊菇固態培養皿生長之試驗溫度。  

 

塊菇此株菌，在直徑 8.6 公分的培養皿生長，前 3 天菌絲

生長速率較慢，到了第 4 天之後，以穩定的生長速率生長，

直到第 13~14 天時，菌絲生長長度已經開始受到限制，由於

還有培養基養分，所以要到 60 天左右才會把養分完全耗盡。

在菌絲外觀上，最初為白色，後轉為灰白色，隨著培養時間

的延長，逐漸變為深灰色、灰褐色。  

 

最後將量測得到的菌絲生長直徑除上天數，便可得到每

天的生長速率，在 20℃下培養的生長速率為 0.614 cm/day。  
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Fig.5－ 2  20℃對塊菇固態培養皿 (PDA)生長之影響  

 

培養條件：  

1.  在直徑 8.6 公分的培養皿中裝入 30 毫升的基礎培養基。  

2.  培養基： PDA 

3.  培養溫度為 20℃。  

4.   接菌量：一個單位的菌絲塊（ 0.5 ㎝ × 0 . 5 ㎝）。  

5.   培養時間為 15 天。  
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(四 )  溫度對塊菇菌絲體固態培養皿（ Oat Medium）生長形態

之觀察  

 

塊菇在 Oat medium 之生長形態，由照片 5-3 中可以觀察

到塊菇在 20℃、 25℃、 30℃及各在 14 天下培養之形態有很大

的差異，在 20℃培養皿中僅看到菌絲平貼著培養基生長，在

25℃與 30℃之培養皿中，除了看見菌絲平貼於培養基生長外，

接種處周圍有凸起之白黑色菌絲形態，其白色部分為菌絲，

黑色部分推測可能為子實體原基部分。在 14 天所培養之各溫

度培養皿之原基部份尚未很多，隨著天數增加，原基數目隨

著增加，照片 5-3 之各溫度 28 天之培養皿中，接種處周圍之

原基數目比 14 天時增加許多。因此 Oat 與 PDA 培養基塊菇菌

絲形態上的差別在於原基的產生。  

 

 

 

照片 5－ 3 溫度對塊菇菌絲體固態培養皿  

（ Oat Medium）生長形態之觀察（ 1/2） 
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照片 5 - 3 溫度對塊菇菌絲體固態培養皿  

（ Oat Medium）生長形態之觀察（ 2/2） 

 

為了觀察其原基之形態，取 20℃之原基部分，經由處裡

後，由照片 5-4（ 1/2）所示，可以看到生殖菌絲與孢子部分，

至於骨骼菌絲在此並不明顯，可能是被生殖菌絲遮住，故在

此倍數下，並未發現。由照片 5-4（ 2/2）所示，可以看到孢子

形態，證明了此原基中已經產有孢子，表示此株塊菇菌已具

有產孢能力，因此以後可經由挑單孢或以孢子懸浮液至培養

皿純種培養。  
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照片 5－ 4  20℃之原基顯微鏡形態（ 1/2）  

 

 
照片 5－ 4  20℃之原基顯微鏡形態（ 2/2）  
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(五 )  不同液態基礎培養基對塊菇菌絲體生長之影響  

 
    實驗結果可得（ Fig.5- 3），MECT 液態培養基之菌體量最

高，MMNC 液態培養基次之，然後依序為 HM、MMN、HNAM

液態培養基，而以 PGA 液態培養基菌體量最低。  

 

在不同固態培養基菌落生長試驗中，菌落生長以 MECT、

HM、 PDA 固態培養基最高，PGA 固態培養基次之，然後依序

為 MMNC、 HNAM 固態培養基，而以 MMN 固態培養基生長

最差。  

 
經由液態與固態培養基比較下，除了 MECT 之外，其餘

培養基，在固態培養基下生長良好，在液態下生長不好，表

示 MECT 培養基對於塊菇這株菌，固、液態皆可生長良好，

故選擇此培養基作為液態基礎培養基。  

 

由 Fig.5-3 發現，MECT、 PGA、 HM 液態培養基之 pH 值

由初始 pH5.0 上升至 pH6.0 以上，而 MMN、MMNC、 HNAM

液態培養基由初始 pH5.0 下降至 pH3.0 以下，其原因推測可能

是 培 養 基 中 之 有 機 態 氮 與 無 基 態 氮 的 差 別， 無 機 態 氮 如

NH4 C l，由歷屆學長姊研究中顯示無機氮源添加至培養基中，

Final  p H 會呈現下降趨勢，推測可能是銨離子之吸收導致培養

基變酸。而有機氮源是否會造成 p H 下降或上升，則有待探討。 
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Fig.5－ 3 不同液態基礎培養基對塊菇生長之影響  

 

培養條件：  

1.  培養基：MECT、 PGA、MMN、 HM、MMNC、 HNAM。  

2.  接菌量 -液態種源 5％接菌量。  

3.  培養溫度為 20℃、初始 PH5.5、轉速 100rpm、培養 14 天。 

 

註： Fig.5-3 中所代表之各培養基如下所示：  

a.  MECT (MECT Agar Medium) 

b . PGA (Peptone Glucose Agar Medium) 

c . MMN (Melin Modified Norkrans Agar Medium) 

d . HM (Hamada Medium) 

e.  MMNC  (Melin Modified Norkrans Agar Medium + Casein   

hydrolysat) 

f.  HNAM (Hamada Medium Hamada Nutrient Agar Modified ) 
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5-2  三角瓶培養試驗－物理因素  
 
(一 )  不同培養溫度對塊菇菌絲體生長之影響  

 
由實驗結果（ Fig.5- 4）顯示，當培養溫度在 20℃時可達

到最大菌體量（ 421.3mg/d L）。由 Fig.5-4 發現隨著溫度增加，

菌體濃度減少，測得的 p H 值越高，推測可能的原因為菌體隨

著溫度越高，其生長過快，在 25℃及 30℃溫度下，菌體產生

自溶狀態，使發酵液中產生鹼性物質，故最後 pH 值上升至 7.8

左右，且此時的發酵液顏色也比 20℃深。  
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Fig.5－ 4 不同培養溫度對塊菇生長之影響  

培養條件：  

1.  培養基：MECT 

2.  培養溫度為 20℃、 25℃、 30℃。  

3.  接菌量 -液態種源 5％接菌量。  

4.  初始 PH5.5、轉速 100rpm、培養 14 天。  
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(二 )  p H 值對塊菇菌絲體生長之影響  

 
為了能瞭解塊菇菌絲體所適應的酸鹼值範圍 ，故選擇

pH3~8 做測試，找出塊菇菌絲體適合的酸鹼條件。  

 

結果顯示（ Fig.5-5），發現塊菇菌絲體對於 pH3~8 範圍皆

能適應。在菌體量方面，除了 pH8 菌體量（ 409.5mg/d L）稍

低之外，其他 pH 值皆無相差太多。但是仍以塊菇菌絲體在初

始 pH5.0 時，會得到最大的菌體量 460.8mg/d L。  

 

    在培養後之 p H值，初始 pH3~6 之最後 p H上升幅度不大，

但在初始 pH7~8 之最後 p H 下降至 pH6 以下，其原因可能是

初期（ 3~7 天）培養中之酪蛋白水解產物含量多時，造成 p H

值下降很多，隨著天數增加， p H 值隨之增加，不過當上升至

某一 p H 值範圍，其值不再上升，因此大部分 Final p H 值都在

pH5~6 左右。  
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Fig.5－ 5  初始 p H 值對塊菇生長之影響  

 

培養條件：  

1.  培養基：MECT 

2.  初始 p H 為 3、 4、 5、 6、 7、 8。  

3.   接菌量 -液態種源 5％接菌量。  

4. 培養溫度為 20℃、轉速 100rpm、培養 14 天。 
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(三 )  接菌量對塊菇菌絲體生長之影響  

 
    由結果顯示（ Fig.5-6），菌絲體隨著接菌量增加而增加，

當接菌量為 9%時，其菌體量達到最大值（ 451.4mg/d L），當接

菌量增加到 11％，推測可能是菌體自身開始產生競爭，有抑

制的效應生成，由菌體量（ 398.8mg/d L）大幅度下降產生，就

可以知道接菌量過多，反而不利於生長。  

 

    以 p H 的曲線來觀察，接菌量 1％ ~9％之 p H 值改變不大，

當接菌量 11％時， p H 值急速上升至 7 左右，推測可能接菌量

過多，菌體間開始有死亡現象，釋放出鹼性物質，故由初始

pH5 上升至 pH7 左右。  
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Fig.5－ 6 接菌量對塊菇生長之影響  

 

培養條件：  

1.  培養基：MECT 

2.  接菌量 -液態種源為 1％、 3％、 5％、 7％、 9％、 11％接菌

量。  

3.  培養溫度為 20℃。  

4.  初始 p H 為 5、轉速 100rpm、培養 14 天。  
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(四 )  時間變化對塊菇菌絲體生長之影響  

 
    從生長曲線（ Fig.5-7），可看出，菌體濃度隨著天數增加

而增加，在第 10、 12、 14 天之菌體濃度分別為 420.2、 418.6、

416.1mg/d L，其中以第 10 天之菌體濃度最高，但是由於第 10

及 12 天培養基中之酪蛋白水解產物尚有殘量，為避免其誤

差，選擇已無殘量的第 14 天，作為接下來試驗之最適培養時

間。  

 
以  p H 的曲線來觀察，隨著天數增加先降後升，直到 20

天，其培養液顏色也比之前略深，推測可能是塊菇菌絲體開

始產生自溶狀態，使得發酵液中產生出鹼性的物質。  
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Fig.5－ 7 時間變化對塊菇生長之影響  

 

培養條件：  

1.  培養基：MECT 

2.  培養時間為 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20 天。  

3.  培養溫度為 20℃。  

4.  接菌量 -液態種源為 9％接菌量。  

5.  初始 p H 為 5、轉速 100rpm。  
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5-3  三角瓶培養試驗－香味成分生成之探討  
 
5 -3 -1  SPME(solid phase microextraction)萃取法  

(一 )  添加 Methionine 對 T.melanosporum 產生香味化合物的影

響  

 

   Tuber melanosporum 在 1% Malt  extract 及 0.2% Casein 

hydrolysat 基礎培養基中添加 0.05% Methionine，分別作為

Blank 及振盪培養 14 天，進行 GC-MS 分析鑑定後可得 Fig.5-8

和 Fig.5-9 之氣相層析圖。經由比對發酵前與發酵後之氣相層

析圖，發現滯留時間在 8.76min 的標準品 Toluene 及 29.48min

的 2,4-bis(1 ,1-d imethyle thy l )phenol 成分外，並無發現其他成

分，推測可能有 (1)在處理樣品過程中，其樣品置於溫度較低

之下，不利於香味成分揮發出來，故使用 SPME 吸附過程中

之濃度不夠，造成吸附量不足  (2)在使用 SPME 吸附的時間太

短，因此吸附量未能達飽和 (3)標準品濃度太高 (200ppm) ，導

致尚未吸附其他香味物質時，其吸附量已近飽和。因此將來

若要使用 SPME 進行吸附，應朝向樣品置於更高溫度下處理，

以及吸附時間更久，使其吸附量能足夠以進行 GC-MS 分析。

相信在改進以上之處理步驟後，對於香味物質的分析，一定

能夠更加完善。  
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Fig.5－ 8   Methionine 之 Blank 培養液香味成分氣相層析圖  

 

 

 
 

Fig.5－ 9  添加 0.05% Methionine 培養液香味成分氣相層析圖  

 

(a )發 酵 前  

 

(b)發 酵 後  
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5-3 -2  Likens－ Nickerson 蒸氣蒸餾溶劑萃取法  

 
(一 )  培養基成分－氮源 Malt extract 對塊菇菌絲體生長與香

味生成之影響  

 

由結果顯示（ Fig.5-10），隨著氮源含量增加，菌體濃度

隨之增加，由 0％時可看出其菌體濃度（ 75.1mg/d L）相當低，

其 Final  pH 相當高，可能是菌體在無營養物質提供下，產生

死亡現象，最後導致 p H 值由 5.0 上升至 8.6。當添加 1％濃度

氮源時，其菌體濃度（ 384.8mg/d L）遠比 0％時之菌體濃度高

出許多，最後 10%時之菌體濃度為 1550 mg/dL，表示氮源 Malt 

ext rac t 的添加，有利於菌體生長。雖然可以獲得高菌體量，

不過 Malt extract 價格昂貴，考量其經濟與成本下，若由三角

瓶放大至發酵槽階段，則需謹慎評估  

 
    Tuber melanosporum 分別在 1% Malt  extract 和 0.2% 

Casein hydrolysat 的基礎培養基作為 Blank， 10% Malt  extract

和 0.2% Casein hydrolysat 的基礎培養基振盪培養 14 天，進行

GC-MS 分析鑑定可得 Fig.5-11 及 Fig.5-12 之氣相層析圖和整

理分析鑑定後之各揮發性成分 Table 5-4。  

 

由 Table5-4 比對發酵前後之香味成分，發酵前與發酵後

香味成分皆有不同，發酵前偵測的香味成分在發酵後皆無偵

測到，相對的發酵後香味成分在發酵前皆無偵測到，推測可

能是在處理樣品過程中之減壓濃縮階段造成發酵前香味成分

散失或是菌體在培養過程中代謝轉換成其他香味成分。  

 

發酵後之香味成分比對 MS 圖庫 (Nist、Wiley)後發現共有

11 種，其中 2-methyl-1-propanol、 3- methyl-1-b u t a n o l與 Talou
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等人 (1987)分析 Tuber melanosporum 成分相符合，以及這兩種

成分可能是由胺基酸 (valine,  isoleucine)降 解 (degradation)所

產生的香味物質。而 phenethyl  a lcohol 此成分之生成機制根據

文 獻 (Akita, 1990 )指 出 可 經 由 芳 香 族 胺 基 酸 (phenylalanine,  

tyrosine,  t ryptophan)生合成路徑 (biosynthetic pathway)產生。  
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Fig.5－ 10  不同初始 Malt  extract  濃度對塊菇生長之影響  

 

培養條件：  

1.  培養基： malt extract 0~10%、 casein hydrolysat  0.2%、

thiamine 2 ×10 - 5 %。  

2.  培養時間為 14 天。  

3.  培養溫度為 20℃。  

4.  接菌量 -液態種源為 9％接菌量。  

5.  初始 p H 為 5、轉速 100rpm。  
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Fig.5－ 11  Malt  extract  之 Blank 培養液香味成分氣相層析圖  
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Fig.5－ 12 添加 10% Malt  extract 培養液香味成分氣相層析圖  
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(b)發 酵 後  
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Table5- 4  MECT 培養基發酵前後之揮發性成分  

 

面積 ( × 1 0 3 )  

化合物名稱  化學式 發酵前  

( b l a n k )  

發酵後  

( 1 0 %  M E )  

CAS  

R e g .  N o .  

滯留  

指數  

( R . I . )  

2 - m e t h y l- 1 - p r o p a n o l  C4 H 1 0 O －  33 .78  78- 83- 1   

c y c l o h e x a n e  C6 H 1 2  －  5 .36  110- 82- 7   

3 - m e t h y l- 1 - b u t a n o l  C5 H 1 2 O －  132 .64  123- 51- 3  747  

c y c l o p e n t a n o n e  C5 H 8 O －  S  120- 92- 3  791  

2 - f u r a l d e h y d e  C5 H 4 O 2  8 .32  －  98- 01- 1  823  

2 - m e t h o x y - 2 - m e t h y l - b u t a n e  C6 H 1 4 O S  －  994- 05- 8  831  

3 - e t h y l - 4 ,5 - d i h y d r o - 1 ,4 -  

d i m e t h y l- 1H- p y r a z o l e  

 

 
－  S   1024  

p h e n o l  C6 H 6 O －  S  108- 98- 2  1031  

p h e n y l e t h a n a l  C8 H 8 O 9 .43  －  122- 78- 1  1031  

2 , 2 , 4 , 6 , 6 - p e n t a m e t h y l h e p t a n e  C1 2 H 2 6  －  S  2051- 30- 1  1042  

2 - (2 - b u t o x y e t h o x y ) e t h a n o l C8 H 1 8 O 3  12 .59  －  112- 34- 5  1175  

p h e n e t h y l  a l c o h o l  C8 H 1 0 O －  34 .684  60- 12- 8  1210  

2 - m e t h y l- 2 - h e p t e n a l  C8 H 1 4 O 3 .83  －  30567- 26- 1  1211  

2 - b u t o x y - e t h a n o l  C6 H 1 4 O 2  －  1 .14  111- 76- 2  1320  

4 - e t h y l - 2 - m e t h o x y - p h e n o l  C9 H 1 2 O 2  －  S  2785- 89- 9  1455  

1 - o c t a d e c a n o l  C8 H 3 8 O 8 .17  －  112- 92- 5  1459  

h e n e i c o s y l- c y c l o p e n t a n e  C2 6 H 5 2  10 .28  －  6703- 82- 8  1561  

1 - d o d e c a n o l  C1 2 H 2 6 O －  S  112- 53- 8  1767  

註： (1 )  “S ”表 示 面 積 小 於 1 × 1 0 3  ( 2 )  “－ ”表 示 無 偵 測 到  ( 3 )  “M E”表 示 M a l t  e x t ra c t  
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(二 )  添加 Methionine 對塊菇菌絲體生長與香味生成之影響  

 
由結果顯示（ Fig.5-13），甲硫胺酸（Methionine）含量增

加，其菌體濃度有逐漸下降的趨勢，從含量 0.05~0.1%之菌體

下降不多，但是當添加到 0.15%時，其菌體量下降的很多，因

此甲硫胺酸的添加，有抑制菌體濃度的現象。  

 
以 p H 的曲線來看，當未添加甲硫胺酸前之 p H 為 8 左右，

當添加 0.05％時，其 p H 值產生極大下降趨勢，由 pH8 下降至

pH3.49，表示甲硫胺酸的添加，可能會抑制菌體生長，造成

p H 值下降，這樣的現象在 0. 2％時，最後 pH 值下降不多，可

能是其濃度過濃，影響 p H 值的效應就已經不那麼明顯了。   

 
    Tuber melanosporum 在 1% Malt  extract 及 0.2% Casein 

hydrolysat 基礎培養基中添加 0.05% Methionine，分別作為

Blank 及振盪培養 14天，進行 GC-MS分析鑑定後可得 Fig.5-14

和 Fig.5-1 5 之氣相層析圖及整理分析鑑定後之揮發性成分

Table 5-5。  

 
由 Table5-5 比對發酵前後之香味成分，發酵前與發酵後

香味成分皆有不同，發酵前偵測的香味成分在發酵後皆無偵

測到，相對的發酵後香味成分在發酵前皆無偵測到，推測可

能是在處理樣品過程中之減壓濃縮階段造成發酵前香味成分

散失或是菌體在培養過程中代謝轉換成其他香味成分。  

 

在發酵後之香味成分中發現 Tuber melanosporum 之特徵

性香味成分 dimethyl  disulf ide 及 t r isulf ide，此結果與文獻中

之 Talou等人 (1989)提出 Methionine為硫化物前驅物之添加劑

會產生硫化物成分相符合。  
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Fig. 5－ 13  不同初始 Methionine 濃度對塊菇生長之影響  

 

培養條件：  

1.  培養基：MECT。   

2.  添加 Methionine： 0%~0.2%  

3.  培養時間為 14 天。  

4.  培養溫度為 20℃。  

5.  接菌量 -液態種源為 9％接菌量。  

6.  初始 p H 為 5、轉速 100rpm。  
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Fig.5－ 14  Methionine 之 Blank 培養液香味成分氣相層析圖  
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Fig.5－ 15 添加 0 .05% Methionine 培養液香味成分氣相層析圖  
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Table 5- 5 添加 Methionine 之培養基發酵前後揮發性成分  

 

面積 ( × 1 0 3 )  

化合物名稱  化學式  發酵前

( b l a n k )  

發酵後  

( 0 . 0 5 %  M e )  

CAS  

R e g .  N o .  

滯留  

指數  

( R . I . )  

d i m e t h y l  d i s u l f i d e  C2 H 6 S 2  －  S  624- 92- 0  746  

2 - f u r a l d e h y d e  C5 H 4 O 2  6 .1  －  98- 01- 1  826  

3 - m e t h o x y - 3 - m e t h y l - 2 - b u t a n o n e  C6 H 1 2 O 2  －  1 .84  36687- 98- 6  849  

2 - f u r a n m e t h a n o l C5 H 6 O 2  2 .73  －  98- 00- 0  853  

m e t h i o n a l C4 H 8 O S  62 .41  －  3268- 49- 3  898  

d i m e t h y l  t r i s u l f i d e  C2 H 6 S 3  －  S  3658- 80- 8  1003  

p h e n y l e t h a n a l  C8 H 8 O 7 .93  －  122- 78- 1  1033  

2 - c h l o r o c r o t o n a l d e h y d e   －  S   1059  

2 - f u r y l  e t h y l  k e t o n e  C7 H 8 O 2  6 .52  －  3194- 15- 8  1065  

3 - h y d r o x y - 2- m e t h y l-  

4H- p y r a n -  4 - o n e  
C6 H 6 O 3  4 .75  －  118- 71- 8  1099  

2 - (2 - b u t o x y e t h o x y ) e t h a n o l C8 H 1 8 O 3  8 .51  －  112- 34- 5  1178  

5 - m e t h y l- 4 - h e p t e n - 3- o n e  C8 H 1 4 O 120 .96  －  1447- 26- 3  1214  

c e t y l p y r i d i n i u m  c h l o r i d e  C 2 1 H 4 0 O N C l  S  －  6004- 24- 6  1462  

註 ： (1 )  “S ”表 示 面 積 小 於 1 × 1 03  ( 2 )  “－ ”表 示 無 偵 測 到  ( 3 )  “M e ”表 示 M e t h io n i n e  
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5-4 發酵槽培養試驗  
 
(一) 5公升批式攪拌式發酵槽塊菇菌絲體培養試驗 

 

黑孢塊菇為世界珍稀菇類，由於栽培困難，有關黑孢塊

菇之研究，多注重於形態、生態及人工合成等方面，對於黑

孢塊菌的純培養技術較少描述。對於塊菇菌絲體放大規模發

酵槽培養文獻更是未見有報告發表，因此在此將針對塊菇菌

絲體放大規模發酵槽培養，觀察塊菇菌絲體生成情形與發酵

狀況。  

 
    結果如 Fig.5-16 顯示，第 1 天至第 9 天的平均比生長速

率 µ 約 為 0.338day - 1 。 當 培 養 至 第 9 天 時 菌 體 濃 度 為
446mg/dL，與三角瓶培養至第 14 天菌體濃度為 416.1mg/dL

相較下，培養時間及菌體濃度皆以發酵槽較佳。推測可能是

攪拌式發酵槽中葉片攪拌比恆溫培養箱震盪培養更容易達到

培養液均勻混合，故利於菌體吸收營養物質與生長。發酵槽

的培養過程中，菌體呈現鬆散、白色狀態。  
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Fig.5－ 16  5 公升攪拌式發酵槽時間對塊菇菌絲體生成之變化  

 

培養基成分：Malt extract               1% 

            C asein hydrolysat         0.02%  

            Thiamine             2×10 - 5  % 
培養條件：  

1.  菌種 -BLCC 217 

2.  接菌量 -液態種源 100ml。  

3.  初始 pH5、培養溫度 20℃、轉速 100rpm、通氣量 0.5vvm。 
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第六章  結論與展望  

6-1  結論  
本研究重點在於利用三角瓶液態培養，探討不同物理及

化學環境因子，對塊菇菌絲體菌體濃度及香味化合物生成之

影響，希望藉由培養因子的調整與控制提高菌絲生長速率、

菌體濃度及特徵性香味成分之生成。  

整體而言，主要結果與討論如下：  

一、影響塊菇菌菌落生長之純培養環境極多，所採用之

培養基質亦直接控制菌落生長，黑孢塊菌於不同固態

培養基上，其生長量不同，以 PDA 培養基最適其生

長，而 MMN 則不適合，只有 Oat Medium 可產生子

實體原基部份。在不同液態培養基上，其菌體濃度不

同，以 MECT 培養基最高，而 PGA 則不適合。  

 
二、培養溫度與初始 pH 值方面：在最適生長溫度與初始

p H 值探討上，本實驗結果顯示在 20℃及 pH5 為最

佳，由之前實驗室培養菇類經驗發現，此 p H 質會隨

著不同培養基成分有所改變。  

 

三、培養時間方面：在塊菇液態天數上選擇 14 天為較切

合的時間，但此時間應會隨選用培養基和溫度等因子

不同而有所調整。  

 
四、接菌量方面：以培養 14 天的種菌打碎接入法，塊菇

菌體濃度會隨著接菌量的增加而增加，在 9％比例

下，可獲的最高菌體濃度，但當 11％接菌量會對菌

體濃度有所抑制。  
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五、塊菇菌絲體生長與香味生成研究方面：發現隨著 Malt 

ext rac t 含量增加，菌體濃度隨之增加，雖然可以獲

得高菌體量，不過 Malt  extract 價格昂貴，考量其經

濟與成本下，若由三角瓶放大至發酵槽階段，則需謹

慎評估。  

     

培養 Tuber melan osporum 在氮源 Malt extract  

10%濃度實驗中，經由 GC-MS 定性分析有 phenethyl  

a lcohol、 2- methyl-1-p r o p a n o l、 3-methy l- 1-b u t a n o l

等 11 種成分。  

 
六、添加前驅物方面：使用 SPME 萃取法與 L-N 蒸氣蒸

餾溶劑萃取裝置進行添加 Methionine 於基礎培養液

培養，雖然在 SPME 萃取法上並無分析鑑定出很多香

味成分，若改進其萃取步驟與過程，相信將來分析出

的物質會最接近天然的塊菇香味成分。而以 L-N 萃

取裝置萃取分析鑑定後有 Tuber melanosporum 之特

徵性香味成分  d imethyl  disulf ide 及 t r isulf ide 生成，

但是香味成分仍然未見有如文獻中的 26 種之多，表

示此分析方法仍需進一步改進。  

 

七、發酵槽方面：發酵槽培養下之菌體濃度以培養第 9

天時最高為 446.1mg/dL，比三角瓶培養至第 14 天之

菌體濃度 416.1mg/dL 高，表示發酵槽以葉片攪拌方

式有利於菌體生長。  
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6-2未來展望 
 

    此次研究世界上稀有的菌種－黑孢塊菇，由於純培養技

術參考文獻較少，實驗中之液態培養基成分則參考紹佐謙

(1992)培養 Tuber melanosporum 之培養基。將來可以針對不同

之物理因素與化學因素探討，決定出屬於 Tuber melanosporum

株菌之培養基。  

 

由於本實驗採用液態培養方式產生出硫化物成分，但塊

菇最原始生活模式乃是與樹木共生於土壤內生長，因此將來

可以固態培養方式培養 Tuber melanosporum，朝向生成特徵性

香味成分 -硫化物。  

 

    對於香味分析方面，受限於時間影響，並未建立出最佳

的分析方法，目前僅定性分析，將來可以朝向定性與定量分

析同步以及建立更完善的分析過程。 
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