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摘　　要

臺灣生乳的等級以體細胞數及總生菌數進行評級。若酪農單月生乳中的總生菌數 > 30 萬 /mL 達 3 次，且全年

累計達兩個月時，乳品廠得取消收乳契約。總生菌數的高低會影響乳品廠與酪農的收益，發展可靠的總生菌數檢

驗能力比對有助於維持生乳計價公平性及廠農間的互信。因此，本研究評估疊氮化二醇 (Azidiol, AZ) 及溴硝丙二醇

(Bronopol, BR) 於不同保存溫度 ( 4、25 及 37℃ ) 及保存天數 ( 0 － 7 天 ) 對生乳樣品總生菌數之影響，確保總生菌

數分析之穩定度。本研究僅針對分析用樣品之保存進行探討，非食品添加應用。實驗中使用 FOSS BactoScan FC 自

動生菌數分析儀 (FC) 收集不同保存時間的之個別菌落數對數值 (logarithm of individual bacterial count, log10IBC)。結

果顯示，未添加抑菌保存劑組於 4℃下可穩定 log10IBC 7 天，其數值與對照組無顯著差異；在 4℃，AZ 與 BR 均可

在 7 天內穩定生乳 log10IBC，其數值與對照組無顯著差異；在 25℃，AZ 僅可以穩定 log10IBC 1 天，而 BR 可於 2 日

內維持 log10IBC；在 37℃，AZ 僅於保存當天有效，而 BR 則可穩定 log10IBC 2 天，而後隨著保存天數增加，兩者之

總生菌數顯著增加。綜上所述，冷藏狀態下，AZ 與 BR 皆為保存生乳樣品之良好選擇；若預期配送過程可能失溫，

建議使用 BR 進行樣品保存，且仍建議應於能力試驗辦理單位之指定檢驗日盡速檢測完畢，以維持 log10IBC 檢測之

數據穩定度。

關鍵詞：疊氮化二醇、溴硝丙二醇、自動生菌數分析儀。

緒　　言

I. 辦理總生菌數能力試驗比對緣由

自 1999 年 6 月起，我國開始以總生菌數作為生乳品質的評級項目。當總生菌數超過 30 萬 /mL 時，會給予

酪農警告或是扣款，促使其盡速改善生乳衛生；而當總生菌數超過 30 萬 /mL 的次數於一個月內達 3 次以上時，

乳品廠則可能會與酪農取消收乳契約 ( 農業部，1999 )。然而，夏季生乳收購價及市場價格皆較冬季高，若生乳

總生菌數過高的話不僅會影響乳品廠的利潤，也會直接影響酪農的收益。Verdier-Metz et al. (2009) 指出，乳腺健

康、搾乳前後處理、搾乳機設備及空氣都有可能會影響生乳中的總生菌數含量。此外，因著我國近年來逐漸引

進自動化搾乳設備，截至 111 年底止臺灣約有 10 戶牧場使用自動榨乳設備 ( 葉等，2024 )，在設備引進的初期

可能會有生乳中的總生菌數上升的現象 (Castro et al., 2017)，造成生乳中的總生菌數再次成為討論議題。因此，

為了維護乳品廠與酪農間的信任，應定期舉辦品管實驗室間及第三方公正單位的總生菌數檢驗能力試驗活動，

同時評估可以有效維持能力試驗，生乳總生菌數穩定至試驗指定檢測日 ( 配送日約 2 日 ) 之抑菌保存劑配方，避

免能力試驗樣品於寄送時，因保存條件不佳造成的檢測差異。

II. 總生菌數檢驗介紹

牛乳是一種營養成分相當高的乳製品，正因其富含營養，因此也常作為細菌生長的培養基，如乳球菌

(Lactococcus)、乳鏈球菌 (Streptococcus)、金黃色葡萄球菌 (Staphylococcus)、大腸桿菌 (Escherichia)、綠膿桿菌

(Pseudomonas) 及芽孢桿菌 (Bacillus) 等，皆為牛乳中常見的菌種 (Wang et al., 2023)。目前常見用於檢驗食品中總
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生菌數的方法是使用標準菌落計數 (total plate count, TPC)，可知食品樣本中的活菌數目，總生菌數以每毫升菌

落形成單位 (colony-forming unit, CFU) 表示。然而，標準菌落計數因培養時間需要至少 2 天，無法快速確認

生菌的數量之外，此法亦無法得知菌種的種類，甚至有部分菌種不會在培養基上生長，如厭氧菌等 (Brackett, 
1993)。因此，目前乳品加工廠大規模進行生乳總生菌數的每日例行快速檢測主要依賴 FOSS BactoScan 
FC (Foss Analytical, Hillerød, Denmark) (下稱 FC ) 自動化儀器。FC 檢測總生菌數是透過流式細胞分析原理 
(flow cytometry)，將生乳樣本以溴化乙錠染色，經雷射光束照射使細菌產生螢光訊號進行定量。染色的細菌會

發出紅光，藉此定量並計算個別菌落數 (individual bacterial count, IBC)，其結果以 IBC 表示 (Cassoli et al., 2010a; 
Loss et al., 2012; FOSS, 2013)。根據 Gunasekera et al. (2000) 指出，牛乳中的初始總生菌數的含量、蛋白質球、

細菌染劑的選擇都可能會影響 FC 檢驗結果。因此，透過細菌的螢光與散射程度，FC 可以量化細菌顆粒大小與

特性 (Marutescu et al., 2023)。

III. AZ 與 BR 的介紹

添加抑菌保存劑指可抑制或延緩微生物生長，用於樣本保存期間維持檢體穩定性之化學物質，是現今常用

於延長食品保存期限的其中一種方法。市面上可用於實驗室樣品的抑菌保存劑種類繁多，包含無水醋酸鈉、

胺基乙酸、乳酸鈉及葡萄糖酸內酯等。然而，過去已有文獻指出使用疊氮化二醇 (Azidiol, AZ) 及溴硝丙二醇

(Bronopol, BR) 可有效進行生乳樣品的保存 (Sierra et al., 2009)。AZ 是疊氮化鈉 (Sodium azide, NaN3) 與氯黴素

(Chloramphenicol) 的混合物，是一種無色、無味且水溶性的物質，可用於預防細菌的污染 (Chang and Lamm, 
2003; Russo et al., 2007)。AZ 成分中的氯黴素會透過與細菌中的核醣體結合，阻斷蛋白質合成，進而抑制細菌，

主要是革蘭氏陽性菌、革蘭氏陰性菌與厭氧菌的生長 (Oong and Tadi, 2023)。而疊氮化鈉則是透過抑制厭氧菌

的硝酸還原酶，進而減緩微生物菌群的活性 (Hendrix et al., 2019)。然而，疊氮化鈉具有毒性，可作為診斷醫藥

防腐劑之用，依《毒性及關注化學物質管理法》規定不得作為食品添加物使用，僅能於非食用檢體中添加。此 
外，疊氮化鈉無法在環境中分解，因此有使用上的疑慮 (Vigolo et al., 2022)。而 BR 則是一種相對無腐蝕性的保

存劑，特性是無色無味且易溶於水，為廣效性的抑菌保存劑，尤其針對革蘭氏陰性菌與陽性菌，因此常被添加

在化妝品或是藥品中 (Bryce et al., 1978; Shepherd et al., 1988)。BR 透過促進氧化微生物細胞膜上硫醇並產生自由

基，造成細胞死亡 (Singh and Gandhi, 2015)。

本研究期望於分析總生菌數用之生乳樣品中添加抑菌保存劑，降低牛乳總生菌數檢驗能力試驗時，因比對

樣品運送或保存條件不佳，造成可能的檢測誤差，藉由測試不同抑菌保存劑，AZ 與 BR 和不同保存溫度條件 
( 4、25 及 37℃ ) 對生乳樣品的總生菌數保存穩定度的影響，確認穩定的保存方法，以便在乳品廠與牛乳檢驗

室之間進行 IBC 檢測能力試驗。因此，本研究所採用之抑菌保存劑僅供實驗室分析樣品保存用途，以避免因檢

體配送與保存過程之溫度變異導致總生菌數檢測結果失真，並非作為食品添加物使用。透過使用 FC 檢驗生乳

IBC，收集各保存天數的數據，以評估抑菌保存劑在不同保存條件下對生乳的 IBC 檢測穩定性的影響。

材料與方法

I. 樣本採集及藥品配製

AZ 與 BR 之配方及添加量根據 Sierra 等人 (2009)，AZ 的配製以添加疊氮化鈉 1.8 g、氯黴素 0.075 g、乙

醇 (ethanol) 1 mL、三水檸檬酸鈉 (sodium citrate tribasic hydrate) 4.5 g 及溴酚藍 (bromophenol blue) 0.035 g 並溶於

100 mL 的滅菌水中，並根據 Sierra 等人 (2009) 於每 20 mL 牛乳添加 66 μL 的 AZ。其中 AZ 中所添加之疊氮化

鈉為強效抑菌劑，常用於微生物樣品保存中。根據 Merck 安全資料表 (Cat No. 6B7591) (Merck, 2016) 指出其具

急性毒性 ( 大鼠致死劑量 = 27 mg/kg )，屬於需妥善處理與廢液收集的化學品。本研究中疊氮化鈉濃度經稀釋後

為 59.4 ppm，低於多數實驗文獻中用作防腐劑之濃度 ( ≤ 0.02% )，操作過程依據實驗室化學品處理規範進行。

BR 配製則是將 5 g 的 2- 溴 -2- 硝基 -1,3- 丙二醇 (2-bromo-2-nitropropane-1,3-diol) 加入 100 mL 的滅菌水中，並加

入亞甲基 (Methylene) 0.05 g，並且根據 Sierra 等人 (2009) 每 20 mL 牛乳添加 80 μL 的 BR。BR 劑量根據衛生福

利部食品藥物管理署之規範，其作為化妝品防腐劑之使用限制量為 0.1% ( 衛生福利部，2019 )，本試驗所使用

BR 劑量遠低於該規範。本試驗使用無菌採樣瓶收集農業部畜產試驗所北區分所生乳共 12,960 mL，並分成三個

處理組各 216 瓶 ( 每瓶 20 mL)，每個處理組皆有 3 重複：未添加抑菌保存劑 (Non preservative, NP)、添加 0.33%  
AZ 組和添加 0.4% BR 組。樣本在不同保存溫度條件 ( 4、25 及 37℃ ) 及不同天數 ( 0 至 7 天 )，放置於 37℃水

浴槽回溫 10 分鐘後進行檢測。
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II. 數據收集與分析

試驗期間每日上午取出 NP、AZ 及 BR 各一樣本以 FC 進行 IBC 分析。初始 IBC 數值將進行標準對數

log10IBC 換算，建立以下統計模型以探討保存條件對 log10IBC 的影響：

Yijkl = μ + Si + Pj + Dk + SPij + SPDijk + eijkl

其中 Yijkl 為每毫升 IBC log 轉換值 (logarithm of individual bacterial count, log10IBC)；μ 為平均值；Si 為保存溫 
度；Pj 為抑菌保存劑種類；Dk 為保存天數；SPij 為保存溫度與抑菌保存劑種類之交互作用；SPDijk 保存溫度、

抑菌保存劑保存天數之交互作用；eijkl 為隨機殘差效應。進一步分析樣本保存溫度、抑菌保存劑種類、保存天

數等因子對 log10IBC 的影響，以 NP 4 第 0 天作為 log10IBC 的初始值，並透過變異數分析 (Analysis of Variance, 
ANOVA) 確認處理組之間統計差異。若 ANOVA 結果達顯著水準 (P < 0.05)，則進一步執行 Tukey’s Honest 
Significant Difference (HSD) 事後檢定，以比較各處理間之平均數差異。此外，為了確定生乳樣品的檢驗穩定 
性，本試驗各樣品重複 3 次，並根據 1999 年國際乳業聯盟所發布之 IDF standard 128A (IDF, 1999) 中計算重複性

標準偏差 (standard deviations of the repeatability, sr)，定義為在相同條件下根據獨立結果，用以評估結果一致性程

度的指標 (Slezak et al., 2011)。本試驗中 sr 代表樣本於 3 個重複間的穩定性。計算公式如下：

其中，q 為樣品數；Wi 為樣品間 IBC 之差異絕對值； 為 IBC 算術平均數。

結　　果

實驗室間生乳中總生菌數能力試驗比對之目標為確保整體生乳產業可進行準確的 IBC 檢測，4℃ NP 第 0 天

(NP4 － 0) 為乳品樣本 IBC 之初始值，將此組別作為對照組，期望能夠透過添加抑菌保存劑於乳品樣本中，找到不

同的抑菌添加劑配方對於不同保存溫度及保存天數下的穩定性。表 1 結果顯示，抑菌保存劑的種類、保存溫度、保

存天數及三者之交互作用皆會顯著地影響 IBC (P < 0.05)。因交互作用顯著，故本研究分別分析 4、25 及 37℃三種

保存溫度下不同抑菌保存劑對 log10IBC 之影響。

I. 以 4℃保存並添加不同抑菌保存劑對牛乳中 log10IBC 的影響

表 1 及圖 1A 結果顯示，NP、AZ 及 BR 組的 log10IBC/mL 於 4℃保存 7 天 (NP4 － 7、AZ4 － 7 與 BR4 － 7)
其 log10IBC 與 NP4 － 0 無顯著差異 (NP4 － 0、AZ4 － 7 與 BR4 － 7 分別為 4.75 ± 0.02、4.75 ± 0.01 與 4.52 ± 0.06 
log10IBC/mL)。表 2 則顯示 NP、AZ 與 BR 組的 log10IBC 在不同天數的 Sr，結果顯示 NP 組 0 － 7 天的 Sr 平均為 
0.027、AZ 組 sr 均值為 0.038；而 BR 組 Sr 均值則為 0.058。

II. 以 25℃保存並添加不同抑菌保存劑對牛乳中 log10IBC 的影響

表 1 及圖 1B 顯示 NP、AZ 及 BR 三組在 25℃保存 0 天 (NP25 － 0、AZ25 － 0 與 BR25 － 0)，與 NP4 －

0 log10IBC 無顯著差異 (NP4 － 0 為 4.75 ± 0.02 log10IBC/mL；NP25 － 0 為 5.04 ± 0.01 log10IBC/mL；AZ25 － 0 
為 4.80 ± 0.02 log10IBC/mL；BR25 － 0 為 4.46 ± 0.03 log10IBC/mL)。然而，當以 25℃使用 AZ 並使用 FC 檢驗之

log10IBC 則顯示，AZ 可在 25℃下維持 log10IBC 1 天，並於第 2 天開始顯著高於 NP4 － 0 (AZ25 － 1 為 4.79 ± 0.0 
log10IBC/mL 3；AZ25 － 2 為 6.06 ± 0.59 log10IBC/mL)。而在 BR 部分，與 25℃ AZ 組之結果相似，BR 可在 25℃ 
維持 log10IBC 2 日 (5.03 ± 0.07 log10IBC/mL)，其數值與對照組無顯著差異。表 2 顯示，25℃ NP 組在保存第 0 天

及第 1 天其 log10IBC 值之 Sr 分別為 0.007 及 0.021，均值為 0.014；在 25℃ AZ 組 Sr 均值為 0.131；而 25℃ BR 
組則在保存 0 － 7 天之 Sr 均值為 0.042。

III. 以 37℃保存並添加不同抑菌保存劑對牛乳中 log10IBC 的影響

若以 37℃保存 NP、AZ 及 BR 三組時，FC 結果顯示 ( 表 1 及圖 1C )，NP37 － 0 已經在第 0 天 log10IBC 會

顯著上升，而 AZ 與 BR 尚可以維持第 0 天 log10IBC (AZ37 － 0 與 BR37 － 0 分別為 4.79 ± 0.06 與 4.46 ± 0.03 
log10IBC/mL)。當保存 1 天後，AZ 組的 log10IBC (AZ37 － 1) 開始顯著提升 (6.79 ± 0.02l log10IBC/mL)；而 BR 組

的 log10IBC 在 FC 的部分顯示 log10IBC 在保存 2 天內無顯著差異。重複性標準偏差 ( 表 2 ) 顯示，37℃ NP 組第 0 
天之 Sr 為 0.069；37℃ AZ 組第 0 － 2 天 Sr 均值為 0.046；37℃ BR 組 0 － 2 天之 Sr 均值為 0.049。
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(A)

(B)

(C)

圖 1. 生乳樣本於不同保存溫度及抑菌保存劑保存 0 － 7 天並透過 FOSS BactoScan FC 檢測個別菌落數對數值之變

化。生乳樣本保存於 (A) 4℃、(B) 25℃及 (C) 37℃下 0 － 7 天的個別菌落數對數值變化。

Fig. 1.	 Effect of different temperature and preservatives for 0-7 storage days on logarithm of individual bacterial count 
(log10IBC) of raw milk by FOSS BactoScan FC. Logarithm of individual bacterial count (log10IBC) changes in raw 
milk samples stored at 4℃ (A), 25℃ (B) and 37℃ (C) for 0-7 days. † p < 0.05 is determined by two-way ANOVA 
followed by Tukey post-hoc test. NP4 = Raw milk stored at 4℃ without preservative; AZ4 = Raw milk stored at 
4℃ with 0.33% Azidiol (sodium azide + chloramphenicol); BR4 = Raw milk stored at 4℃ with 0.40% Bronopol 
(2 bromo 2 nitro 1,3 propanediol); NP25 = Raw milk stored at 25℃ without preservative; AZ25 = Raw milk stored at 
25℃ with 0.33% Azidiol; BR25 = Raw milk stored at 25℃ with 0.40% Bronopol; NP37 = Raw milk stored at 37℃ 
without preservative; AZ37 = Raw milk stored at 37℃ with 0.33 % Azidiol; BR37 = Raw milk stored at 37℃ with 
0.40% Bronopol.
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討　　論

I. 以 4℃保存並添加不同抑菌保存劑對牛乳中 log10IBC 的影響

根據表 1 及圖 1A 結果顯示，AZ 與 BR 處理組於 4℃保存 7 天 (AZ4 － 7 與 BR4 － 7) 後，其 log10IBC 與

對照組無顯著差異。Barcina et al. (1987) 指出，未添加抑菌保存劑之生乳樣本初始約為 40,000 IBC/mL ( 約 5.60 
log10IBC/mL)，略高於本試驗所得之 4.75 log10IBC/mL。Folchini et al. (2023) 亦發現，初始為 10,000 CFU/mL 的

樣本在 4℃添加 AZ 保存 14 天後，其總生菌數約維持在 4.70 log10IBC/mL，與本試驗相近。相對地，初始總生菌

數較高 (70,800 CFU/mL) 之樣本經相同處理，其總生菌數達 5.68 log10IBC/mL，因此本試驗樣本如同前人研究觀

察可能屬於總生菌數較低的類型。就 NP 處理而言，Folchini et al. (2023) 指出，NP 在 4℃下僅能維持 log10IBC 
至保存 1 天，第 3 天後即顯著上升。然而本試驗中，NP 組於第 7 天之 log10IBC 與第 0 天無顯著差異，顯示結果

與前人文獻觀察趨勢不同。此差異可能與本試驗初始 IBC 較低 (4.75 log10IBC/mL) 或保存條件之穩定度有關。關

於 AZ，相關研究 (Martins et al., 2009; Sierra et al., 2009; Folchini et al., 2023) 均指出，不論初始總生菌數高低，

AZ 可在 4℃下穩定保存生乳至少 7 天，與本試驗觀察結果一致。至於 BR，Grozdanovska et al. (2015) 使用 FC 
檢驗發現，4℃保存 10 天後 CFU/mL 減少約 45%，Wentz et al. (2018) 亦觀察到隨保存時間增加，IBC 出現下降

的現象，與本研究觀察結果不符。然而，Martins et al. (2009) 指出，BR 在初始總生菌數低 (< 105 CFU/mL) 時具

穩定總生菌數之效果，但於總生菌數高 (> 106 CFU/mL) 時則可能產生抑菌作用，因此推測本試驗中的生乳樣本

的初始總生菌數可能確實較低，導致使用 FC 檢驗時未見 BR 組生乳總生菌數顯著下降之現象，BR 的效果可能

會受初始總生菌數影響。綜合而言，若以 4℃保存生乳，添加 AZ 或 BR 均能有效穩定 7 天內之 log10IBC，具備

潛力作為能力試驗樣品之抑菌保存劑使用。

II. 以 25℃保存並添加不同抑菌保存劑對牛乳中 log10IBC 的影響

FC 結果顯示 ( 表 1 及圖 1B )，NP、AZ 及 BR 三組在 25℃保存 0 天 (NP25 － 0、AZ25 － 0 與 BR25 － 0)，
與對照組 log10IBC 無顯著差異。然而，當以 25℃保存至第 2 天時，AZ 組的 log10IBC 會顯著高於對照組；而添

加 BR 的組別則於保存第 3 天其 log10IBC 開始顯著高於 NP4 － 0。Martins et al. (2009) 結果顯示，使用 FC 檢驗

添加 AZ 並於 25℃下保存 2 日之樣本其 IBC 顯著增加，與本試驗時間點相似。另外，Souza et al. (2012) 指出，

在 20℃下以 BR 保存生乳 1 － 3 天並未影響 FC 檢驗 IBC 的含量；而在 Grozdanovska et al. (2015) 結果指出，

在 20℃下以 BR 保存 3 日其總生菌數會顯著高於初始值。然而，在 Cassoli et al. (2010a) 研究指出，在 24℃使用 
BR 保存生乳樣本 3 天開始便會顯著降低 IBC 的含量。同樣的結果在 Martins et al. (2009) 若初始總生菌數含量

較低 (< 105 CFU/mL) 的樣本使用 BR 進行保存時，總生菌數會在第 4 天開始顯著增加；而若使用 BR 保存初始

總生菌數含量較高 (> 106 CFU/mL) 的樣本時，會在保存第 2 天顯著增加，並有逐漸下降的趨勢。BR 在 25℃的

具有的殺菌效果與本試驗觀察結果不相同，推測可能是本試驗所使用的樣本之初始 IBC 較接近於 Martins et al. 
(2009) 中所使用之初始總生菌數含量較低 (< 105 CFU /mL) 的樣本。

III. 以 37℃保存並添加不同抑菌保存劑對牛乳中 log10IBC 的影響

若以 37℃保存 NP、AZ 及 BR 三組時，FC 檢測結果顯示，NP log10IBC 於第 0 天就會顯著增加，而 AZ 可

以於第 0 天維持 log10IBC 的穩定。當保存 1 天後，AZ 組的 log10IBC (AZ37 － 1) 開始顯著提升；而 BR 組於 FC
檢驗的結果顯示 log10IBC 在保存 2 天內無明顯變化。在 Matczuk et al. (2012) 的研究指出，在 40℃保存 BR 會降 
解，加速分解產物，如甲醇與甲酸的生成，致 BR 效力約為原本的 80%，因此 BR 可能會因為較高溫保存而造

成保存能力的下降。因此，綜合本試驗結果，雖 37℃使用 BR 保存 2 天未見 log10IBC 增加，但是於保存 3 天開

始生乳樣本便出現外觀上的異常，如結塊與分層等，故推論隨著保存天數增加，較高溫可能會影響 BR 的效力。

因此，根據上述結果顯示，若以較高溫保存生乳比對的樣本或運送失溫達 37℃時，AZ 建議於第 0 天完成 IBC
檢驗，而 BR 則建議於第 2 天內完成 IBC 檢驗。

IV. 不同保存溫度保存下生乳 log10IBC 的 Sr 值

Sr 是重複性標準偏差，其定義為在相同條件下根據獨立結果，用以評估結果一致性程度的指標 (Slezak et al., 
2011)。因此，Sr 在本試驗中可作為表示 FC 進行生乳樣本之重複檢驗間個別菌落數穩定度。表 2 顯示不同保存

溫度與抑菌保存劑保存 0 － 7 天之 log10IBC Sr，結果顯示 4℃下 NP、AZ 與 BR 之 Sr 分別為 0.027、0.039 及 0.058；
25℃下 NP、AZ 與 BR 之 Sr 分別為 0.014、0.131 及 0.042；37℃下 NP、AZ 與 BR 之 Sr 分別為 0.069、0.046 及

0.049。根據 Sierra et al. (2009) 的結果顯示，4℃下 NP、AZ 與 BR 之 Sr 為 0.015、0.021 及 0.014。而樣本菌落

數介於 104 － 105 CF/mL 並使用 FC 檢驗，其 Sr 為 0.031 (Ninane et al., 2000)。若 Sr > 0.031 則推測可能與樣本本
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身變異較大有關 (Slezak et al., 2011)。因此，本研究之 Sr 值部分高於 Sierra et al. (2009) 與 Ninane et al. (2000) 研
究結果，推測可能與樣品初始總生菌數含量、樣本保存天數或環境條件影響。根據本試驗結果，AZ 之 Sr 值於 
25℃較 37℃高，推測可能是因為 AZ 生乳樣本保存於此條件下總生菌數會隨著保存天數增加，均質性則從 0 至

7 日逐漸下降所致。而使用 37℃保存時，AZ 僅能保存並測定 0 至 2 日之樣本，並於第 3 日後因腐壞結塊停止測 
定；而 BR 的 Sr 則是在 25 及 37℃下有相似之數值，表示 BR 的保存穩定性可能較不會受到保存溫度的影響。

Sierra et al. (2009) 之研究使用 AZ 及 BR 試驗之保存溫度僅 4 － 10℃，其 Sr 皆 < 0.031，故推測 AZ 在較高溫保

存下，生乳中的 IBC 可能由於檢體逐漸出現腐壞造成不均勻，造成後續以 FC 進行檢測 IBC 時出現較不穩定之

結果。

V. AZ 與 BR 在抑菌機制及其效果的差異

AZ 主要透過干擾細菌的代謝過程來實現其抑菌作用。AZ 能夠抑制細菌的呼吸鏈，特別是細胞色素 c 氧化

酶 (cytochrome c oxidase) 的活性，進而減少細菌的三磷酸腺苷 (adenosine triphosphate, ATP) 合成 (Roy and Rhim, 
2020)。這導致了細菌能量的產生受到干擾，並直接抑制細菌的生長。與 AZ 不同，BR 的抑菌作用主要透過改變

細菌細胞膜的完整性。研究表明，BR 能夠穿透細菌細胞膜並引發氧化反應，導致細胞內的生理環境失衡，進而

抑制細菌的代謝活動 (Shepherd et al., 1988; Sarwono et al., 2019)。BR 被證實具有較高的抗菌能力，尤其能夠有

效對抗多種革蘭氏陽性和陰性菌，其作用機制使得 BR 在乳品保存中具有優越的效果 (Zhang et al., 2006)。AZ 的

有效性受到保存條件的影響，研究指出，AZ 在室溫下的保存樣本會逐漸出現過度黏稠性，可能進一步影響牛乳

的均質性和保存效果 (Wentz et al., 2018)。在 37℃的條件下，Narenkumar et al. (2018) 以循環冷卻水為模型，發

現僅 5 － 25 ppm 的 BR 即可於 21 天內徹底抑制多菌種生物膜，雖保存目標不同，但其趨勢相似，表示 BR 可能

在溫暖且營養充足介質中具有持久的抑菌能力。對於生乳樣品保存，Cassoli et al. (2010b) 比較 24、7 與 0℃三種

保存條件下生乳樣品，同樣指出添加 BR 的生乳樣品在 7 天內，其 IBC 始終低於 NP 或 AZ 處理；而 AZ 處理樣

品若不進行冷藏保存時，IBC 反而逐日上升。

結　　論

本試驗比較未添加抑菌保存劑 NP 及使用 AZ 與 BR 兩種抑菌保存劑，於 4、25 及 37℃下保存 0 － 7 天並透

過 FC 進行 IBC 檢驗，評估對總生菌數檢測值之影響。試驗結果顯示，於 4℃保存 NP 可維持 log10IBC 7 天，而使

用 AZ 與 BR 於 4℃保存生乳樣本 log10IBC 在 7 天內皆無顯著變化；於 25℃保存 NP 僅可維持 log10IBC 0 天，而以

25℃ AZ 保存 1 天與 BR 保存 2 天其 log10IBC 與對照組無顯著差異；於 37℃保存 NP 無法穩定 log10IBC，37℃下使

用 AZ 保存 0 天或 BR 保存 2 天其 log10IBC 與對照組無顯著差異。綜上所述，生乳樣品在配送過程中冷藏溫度穩 
定，在 4℃下透過 AZ 與 BR 保存並以 FC 檢驗可穩定 log10IBC7 天；若需預防能力試驗樣品於配送過程中有失溫的

現象時，建議使用 BR 進行保存可以維持其 log10IBC 約 2 天，且仍應盡速檢測完畢以維持總生菌數檢測之穩定度。
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Abstract

In Taiwan, raw milk is classified into four categories based on somatic cell counts and total bacterial counts (TBC). 
If milk TBC of a dairy farmer exceeds 300,000 CFU/mL three times within a month and consecutively over two months 
annually, the dairy plant could terminate the milk supply agreement with the dairy farmer. Since TBC directly affects the 
financial benefits of the dairy plants and farmers, establishing a reliable proficiency testing for raw milk samples is crucial 
for fair pricing and maintaining mutual trust between dairy farmers and processors. This study evaluated the effects of 
two preservatives, azidiol (AZ) and bronopol (BR), at three storage temperatures (4, 25 and 37℃) over seven (0-7) days 
to determine the optimal preservation conditions, thereby assuring the stability of the TBC analysis. The study merely 
analyzed the preservation of samples and did not apply to food additives. Raw milk samples were analyzed by the FOSS 
BactoScan FC (FC) to obtain individual bacterial counts (IBC), which were logarithmically transformed (log10IBC), at 
different preservation periods. Results showed that samples without preservatives stored at 4℃ maintained stable log10IBC 
for seven days, which values did not show significant difference when compared to the control group. Both AZ and BR 
effectively stabilized log10IBC under refrigeration at 4℃ for seven days, which values did not show significant difference 
when compared to the control group. At 25℃, AZ merely maintained the stability of log10IBC for about one day, while BR 
preserved stability for two days. At 37℃, AZ was only effective on the first day, whereas BR maintained stability for two 
days. The TBC of both AZ BR significantly increased. In conclusion, under consistent refrigeration at 4℃, both AZ and 
BR are suitable for preserving raw milk samples analyzed by FC. If there is a risk of temperature change during sample 
transportation, BR is recommended for maintaining sample stability. However, it is recommended to test the samples soon 
possible before the scheduled proficiency testing date indicated by the proficiency testing provider, thereby to ensure accurate 
and reliable log10IBC results.
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