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摘要 

 

本研究以台灣產的可可豆為原料，採用木箱天然發酵，探討

發酵過程中微生物的菌相隨發酵時間的變化情形，藉此瞭解微

生物在發酵過程中的消長變化情形，並進行分子層次的鑑定，

利用 PCR 擴增核糖體基因（ribosomal DNA）或其內轉錄間隔區

(ITS)，進行序列分析，利用 GeneBank database 進行序列比對，

來確認分離之菌種。研究結果顯示發酵開始時(0 hour) 即在可

可豆中檢測到絲狀真菌，並在24小時內生長達到最高峰，此後

即逐步死滅，發酵後第72小時已幾乎無法檢測到絲狀真菌。對

酵母菌來說，在發酵的最初階段，可可豆中即可檢測到酵母菌

的存在，並在整個發酵過程中維持穩定的數量。Candida 

nivariensis 是整個發酵過程中主要的優勢菌種，而未知的

Candida 屬菌株(Candida sp.)也對可可豆最初的發酵做出了貢

獻。Saccharomyces cerevisiae 則在發酵第48小時出現，並在

96小時生長至最大數量。對乳酸菌而言，發酵一開始即可檢測

到乳酸菌，菌數在第48小時達到最高，之後開始逐漸減少。

Fructobacillus tropaeoli 是最主要的菌種。發酵的第72小時，

可可豆中即可檢測到醋酸菌的存在，並在第120小時數量達到最

高量，主要菌株包括未知的醋桿菌屬菌株(Acetobacter sp.)及

未知的駒形桿菌屬菌株(Komagataeibacter sp.)，其中未知的

醋桿菌屬(Acetobacter sp.)為主要優勢菌種。總結來說，整個

微生物的菌相，包括初期的酵母菌和乳酸菌，接著中期的醋酸

菌，這三種微生物主宰了整個可可豆的發酵過程。 

 

(一)前言 

人類享用巧克力已有4000年的歷史，其主要原料是可可樹的

種子(可可豆)，原產於南美洲的亞馬遜河流域，栽培範圍介於

赤道附近南北緯20度之間。可可豆含有豐富的油脂，多酚，黃

烷醇等多種成分。Buijsse et al.(2010)發現可可粉中的多酚具有

降血壓的潛力；Heiss et al.(2010)指出可可粉中的多酚具有改善

血管內皮之功能；Khawaja et al.(2011)指出可可粉中的多酚具有
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防止血小板凝聚之功能與降低發炎反應(Monagas et al., 2009)，

而可可豆中的多酚以黃烷醇的含量最多，這也意謂著黃烷醇具

備上述對人類心臟血管的健康有極大的助益。(Tomás-Barberán 

et al., 2011)。近年來，台灣種植可可的面積逐年增加，特別是在

南台灣屏東縣種植可可樹面積約有350公頃，主要分布在內埔、

萬巒等地，由於平均樹齡偏小，產量不豐，農民產出的可可多

數自己發酵、烘烤、精磨後，生產巧克力相關產品，但規模甚

小，缺乏專業技術的支持，導致產品品質參差不齊。國內首先

研究可可豆發酵的學者，首推台灣大學蘇南維教授(陳，2011)，

使用屏東邱姓農民生產的可可豆進行小量的發酵試驗，發酵後

的台灣可可豆及國外進口的可可豆分別進行特定化學成分的定

量，並探討可可脂的結晶性質。事實上，可可從種植到完成巧

克力產品，每個流程都需要掌握關鍵技術。從果樹栽植到收成

果實，可可豆歷經發酵、曬乾、烘焙、壓碎去殼、精磨、調溫

加工，經過耗時近月的複雜工序，最後才能成為巧克力。過程

不僅繁瑣，費工費時，未經過專業訓練很難達成一定的水平。 

巧克力的製程中，發酵的成功與否扮演著重要的角色，將直

接影響巧克力風味與品質及多酚的含量，Brito et al.(2017)探討

發酵過程中多酚含量的變化情形。發酵也是可可加工過程中最

難控制的步驟，一般而言，傳統上可可的發酵是採用自然落菌

法，經由野生的酵母菌、乳酸菌、醋酸菌之作用達到可可豆風

味形成及風味前驅物質的生成。最近國外有些學者經由篩選不

同地理區域的野生菌株並加以詳細分析鑑定(Bortolini et al.,2016)，

其結果顯示可可果實發酵參與的菌主要有酵母菌、乳酸菌、醋

酸菌等菌株。Koné et al(2016)使用特定的酵母菌進行可可豆的

發酵，改善了象牙海岸生產的可可豆之風味，而得到不同風味

巧克力。其他相關研究也證實了酵母菌在可可豆發酵過程中扮

演非常重要角色(Ho etal., 2014; Maura et al., 2016; Perira et al., 

2017)。而乳酸菌在可可豆發酵過程中的角色較不顯著(Van et al., 

2015)。 

本研究將探討天然發酵可可豆中微生物菌相的分布，瞭解酵

母菌、乳酸菌及醋酸菌或其他微生物的比率，並進行分子層次
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的鑑定，利用 PCR擴增核糖體基因（ribosomal DNA）或其內轉

錄間隔區(ITS)，進行序列分析(Lopandic et al., 2006)，利用

GeneBank database 進行序列比對，確認分離之菌種。 

 

 (二)材料與方法 

2.1 可可果莢 

 台灣屏東內埔萬巒一帶生產的可可果莢，早上由特定農民的

莊園內採收後，下午送交嘉南藥理大學實驗室備用。隔天早上

將成熟的果莢利用不鏽鋼的鋼刀切開，同時取出可可的種子，

過程中要小心不要傷到種子。緊接著準備進行發酵實驗。 

 

2.2 可可種子的發酵 

 可可種子的發酵採用傳統木箱發酵，剛開始將新鮮的可可種

子約25公斤存放在木箱，表面覆蓋一層香蕉葉再加蓋麻布袋(整

個發酵過程)來防止熱的流失，確保能提升發酵溫度達約48℃。

在經過48小時後，將可可豆移出木箱並充分攪拌再保持48小時。

接下來將發酵後的可可豆移出充分攪拌，同時每天翻覆一次到

兩次直到完成整個發酵過程168小時。在發酵過程中將可可豆混

和均勻並每隔24hr 取25g 可可豆測微生物菌相的分布。 

 

2.3 微生物體分析 

次世代定序(Next Generation Sequencing; NGS) 是總體基因體

學的工具，透過次世代定序可以研究微生物的組成與相對數量

的多寡。本實驗將樣品以 Qiagen PowerSoil DNA extraction kit 抽

取 DNA，來進行細菌的族群分析。 

16S 擴增子次世代定序: 利用341F/805R 引子對 (341F: 

CCTACGGGNGGCWGCAG;805R: 

GACTACHVGGGTATCTAATCC)來 PCR 增幅 16S rRNA 的 V3-

V4高變異區段 (細菌 )接著利用 QIAquick Gel Extraction Kit 來純

化 PCR 片段。第一階段擴增子通過 AMPure XP 系統 (Beckman) 

純化，然後使用 Nextera XT Index Kit v2 Set (Illumina, San Diego, 

CA, USA)，並在 Qubit 2.0 螢光計 (Thermo Scientific, Waltham) 上
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評估 library 的質量。然後再以 illumina 的 Miseq 機型， 定序讀

長為300 paired-end；並分別從正向與反向進行雙端測序(Schloss  

et al., 2009)。 

生物資訊分析流程遵循 QIIME (Quantitative Insights Into 

Microbial Ecology) 的指引來進行(Callahan et al., 2016)，並使用 

DADA2過濾 noisy 序列 , 校正序列上的錯誤 , 移除 chimeric 序列，

移除 singletons 合併降噪後的配對讀序 (paired-end reads)去掉重

複序列。接著使用事先訓練好的分類器 Scikit-learn 來進行分類

指派(Taxonomic Assignment) 。 分類器是用 Naive Bayes 方法以 

99% 相似度訓練 SILVA 132 資料庫 (Quast et al., 2013)。 

 

(三)結果與討論 

微生物體次世代定序(Next Generation Sequencing; NGS) 是總

體基因體學的工具，透過次世代定序可以研究微生物的組成與

相對數量的多寡。本實驗將樣品以 Qiagen PowerSoil DNA 

extraction kit 抽取 DNA，來進行真菌與細菌的族群分析，其結

果分別說明如下。 

 

3.1 絲狀真菌 

發酵開始時(0 hour) 即在可可豆中檢測到絲狀真菌，並在

24小時內生長達到最高峰，此後即逐步死滅成為幾乎不可檢測

的菌群(圖1)。Penicillium steckii 和 Mucor irregularis 為

最初的優勢菌群，但兩者均在發酵第48小時後即迅速死滅(圖

2)。Trichoderma lixii 及 Choanephora cucurbitarum 則是在

24小時內生長達到最高峰(圖3)。在發酵過程中亦可檢測到其他

絲狀真菌存在，主要為麴黴屬(Aspergillus sp.)、毛雙孢屬

(Lasiodiplodia sp.)及黑粉菌科(Ustilaginaceae)。整體來

說，發酵後第72小時已幾乎無法檢測到絲狀真菌。 

 

3.2 酵母 

在發酵的最初階段，可可豆中即可檢測到酵母菌的存在，並

在整個發酵過程中維持穩定的數量。Candida nivariensis 是
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整個發酵過程中主要的優勢菌種，而未知的 Candida 屬菌株

(Candida sp.)也對可可豆最初的發酵做出了貢獻。

Saccharomyces cerevisiae 則在發酵第48小時出現，並在96小

時生長至最大數量(圖4)。在可可豆最初的發酵即可檢測到

Pichia kluyveri，一株未知的 Hanseniaspora 屬菌株

(Hanseniaspora sp.) 在24小時內被檢測出來，並持續到發酵

終止皆可檢出(圖5)。其他種類的酵母菌群，包括 Diaporthe 

sp.、Issatchenkia_orientalis、Candida_kungkrabaensis 和

Candida_albicans，在發酵的各階段皆有被檢測出來，但只佔

整個酵母菌群的不到0.03%(數據未顯示)。 

 

3.3 乳酸菌 

發酵一開始即可檢測到乳酸菌，菌數在第48小時達到最高，

之後開始逐漸減少(圖6)。Fructobacillus tropaeoli 是最主

要的菌種，而未知的乳桿菌屬菌株(Lactobacillus sp.)則在發

酵後期 (96小時)開始出現。其他乳酸菌群皆極微量存在(數據

未顯示)。 

 

3.4 醋酸菌 

發酵的第72小時，可可豆中即可檢測到醋酸菌的存在，並在

第120小時數量達到最高(圖6)。主要菌株包括未知的醋桿菌屬

菌株(Acetobacter sp.)及未知的駒形桿菌屬菌株

(Komagataeibacter sp.)，其中未知的醋桿菌屬(Acetobacter 

sp.)為主要優勢菌種。此外，在發酵第72小時亦檢測到極微量

的 Komagataeibacter saccharivorans 菌株存在(數據未顯

示)，發酵後期亦檢測出醋桿菌科(Acetobacteraceae) 菌株。 

 

3.5 其他菌群 

在發酵一開始即可檢測到 Enterobacter sp. 及 Pantoea 

sp.，並在發酵開始後即逐步死滅(圖7)。在發酵過程中亦可檢

測到其他細菌存在，主要為腸桿菌科(Enterobacteriaceae)及

歐文菌科(Erwiniaceae)，但皆極微量(數據未顯示)。 
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Figure 1. Growth of filamentous fungi during coca bean fermentation. 
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Figure 2. Growth of Mucor irregularis and Penicillium steckii during coca bean 

fermentation. 
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Figure 3. Growth of Choanephora cucurbitarum and Trichoderma lixii during coca 

bean fermentation. 
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Figure 4. Growth of Candida sp., Candida nivariensis and Saccharomyces cerevisiae 

during coca bean fermentation. 
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Figure 5. Growth of Hanseniaspora sp. and Pichia kluyveri during coca bean 

fermentation. 
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Figure 6. Growth of acetic acid bacteria and lactic acid bacteria during coca bean 

fermentation. 
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Figure 7. Growth of Enterobacter sp. and Pantoea sp. during coca bean fermentation. 
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(四)結論 

本研究結果顯示發酵開始有絲狀真菌，並在24小時內生長達

到最高峰，此後即逐步死滅，發酵後第72小時已幾乎無法檢測

到絲狀真菌。對酵母菌來說，在發酵的最初階段，可可豆中即

可檢測到酵母菌的存在，Saccharomyces cerevisiae 則在發酵

第48小時出現，並在96小時生長至最大數量。對乳酸菌而言，

發酵一開始即可檢測到乳酸菌，菌數在第48小時達到最高，之

後開始逐漸減少。Fructobacillus tropaeoli 是最主要的菌

種。發酵的第72小時，可可豆中即可檢測到醋酸菌的存在，並

在第120小時數量達到最高量，主要菌株為未知的醋桿菌屬菌株

(Acetobacter sp.)。總結來說，可可豆發酵過程的菌相包括初

期的酵母菌和乳酸菌，接著中期的醋酸菌，這三種微生物組成

了整個微生物的菌相。 
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