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中文摘要 

 

本研究目的主要在於探討如何提升及應用R. erythropolis NTU-1的細胞聚集現

象，使長鏈烷類在短時間內能大量移除。 

研究結果發現，在培養錐形瓶中加入篩網可幫助迴旋式培養下 NTU-1 與正十

六烷的接觸機會及形式，因而 NTU-1 在 44 小時內即能形成結塊，配合物理撈除的

方式可將 2000 ppmv 正十六烷移除掉 95%以上。 

利用冷凍乾燥的方式來保存以 NB 培養的 NTU-1 細胞，實驗結果發現使用麥

芽糖溶液作為冷凍乾燥保護劑，並存放於－20℃的環境下，乾燥的 NTU-1 在經過

30 天存放後仍具有很高的存活率且其生理特性並不會受到影響。同樣利用冷凍乾

燥的方式來乾燥以正十六烷培養而得的 NTU-1 細菌結塊，然而實驗結果顯示乾燥

後的 NTU-1 結塊活性很低，無法再降解烷類，但其再形成結塊包覆烷類的能力並

不會受到影響，1 ~ 2 小時內即能再次形成聚集體，第 12 小時以物理撈除的方式可

移除 80 ~ 90%濃度為 2000 ppmv 的正十六烷。 

接著以烘乾的方式取代成本高及費時的冷凍乾燥法來乾燥 NTU-1 結塊。實驗

中選擇烘乾溫度為 80℃，其乾燥所需時間約 15 小時且乾燥後的 NTU-1 結塊具有

良好形成聚集包覆烷類的效果。這個部分換算出利用 1g/L 的 NTU-1 結塊密度來處

理 10000 ppmv 的正十六烷較佳。另外，若以兩段式添加乾燥 NTU-1 結塊的方法，

可使正十六烷的移除效率在 12 小時內由 90%提升至將近 100%。 

乾燥後 NTU-1 結塊再形成聚集將烷類包覆的原因與其細胞表面疏水性及完整

性有關，此兩項特性需同時存在，乾燥 NTU-1 結塊才能貼附烷類且以堆疊的方式

形成大顆粒結塊。 

由此可知，將 NTU-1 結塊冷凍乾燥或烘乾後保存，利用乾燥 NTU-1 結塊的高

度包覆烷類能力，配合物理撈除的方式，使烷類能在 12 小時內大量移除，此項成

果無疑的為將來石油污染物移除提供了一個相當具競爭性及發展性的方法。 
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Abstract 

 

 Rhodococcus erythropolis NTU-1 is a strain which can not only degrade 

hydrocarbons but also traps alkanes in biofloccules during bioremediation process. In 

this study, we focused on how to accelerate biofloccules formation and to apply NTU-1 

biofloccules for n-hexadecane (n-C16) removal. 

Results showed that sieves in Erlenmeyer flasks increased the n-C16 agitation 

efficiency under orbital shaking and assisted NTU-1 to utilize n-C16. NTU-1 formed 

biofloccules and trapped most residual n-C16 within 44 hr. At this time, more than 95%   

n-C16 was removed. 

 NTU-1 cells (cultured by Nutrient Broth) by freeze-drying preserved most viability 

with maltose as the protectant. However, freeze-dried NTU-1 biofloccules (cultured by 

n-C16) resulted in low cell viability. Dried NTU-1 biofloccules did not degrade n-C16 

but they still re-formed biofloccules and re-trapped most of n-C16. With these 

freeze-dried biofloccules, n-C16 removal efficiency achieved 80 ~ 90% within 12 hr.  

 Heat-dried biofloccules were further evaluated because of its simplicity in 

comparison with freeze-drying method. It proved a good method and we found 1g/L 

dried cell vs. 10000 ppmv n-C16 was an optimal ratio. Moreover, with two-step 

addition of dried NTU-1 biofloccules, near 100% of n-C16 was removed in 12 hr. 

 The mechanism of re-forming biofloccules was found to relate to the cell 

hydrophobicity and integrity. With these two characteristics, dried NTU-1 biofloccules 

adhered to n-C16, and n-C16 worked as the linker to form cell pellets in a short time. 

These dried biofloccules provided a feasible and potential method for remediation of 

hydrocarbon pollutants.  
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第一章 緖論 

 

1.1 前言 

 

 石油碳氫化合物廣泛的為人們所利用，與人類的食衣住行皆脫離不了關係。

然而隨著應用範圍越廣，對人類環境造成的污染也日益嚴重。石油的污染主要來

自於油田開採、煉製、運送及使用過程中不慎外漏或是排放到自然環境。2010

年 3 月美國發生的墨西哥灣漏油事件更是震驚全球，約 2 億加侖的原油流入墨西

哥灣，造成海洋及沿岸生態環境嚴重影響，勘稱是美國遭遇過的最嚴重的一場環

境災難。除了對自然生態造成的污染可能需很長時間才能復原以外，其對於人體

的影響也是不容忽視的。石油污染物一旦進入人體，可能會影響體內的新陳代謝、

免疫系統、生殖系統甚至產生癌症等可怕的疾病。 

 

 為了降低石油碳氫化合物對環境及人類造成影響，各國環保單位對於石化工

業的發展皆採取高標準的規範，以防止其不當外洩或污染。處理石油碳氫化合物

污染的方法也越來越多，一般傳統上常利用物理法及化學法來處理石油污染物，

然而這兩種方法常有使用上的限制，如易造成環境二次污染、處理上較麻煩且成

本昂貴。 

 

因此利用生物復育 (bioremediation) 法來處理石油碳氫化合物逐漸被重視，

生物復育是指利用微生物特有的生理機制來進行石油碳氫化合物污染的代謝及

降解，使這些污染物轉變為分子結構較簡單、毒性較低的物質 (Madsen 1991)。

而微生物在自然界的種類眾多，故能處理種類複雜的污染物，且微生物還有取得

上較容易、使用上較簡單、成本低及不會二次污染環境…等優點。 
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1.2 研究目的及論文綱要 

 

本研究所使用的R. erythropolis NTU-1為一株可降解碳數C6~C32烷類的菌株

(張緯農 2009)。其中，在降解長碳鏈烷類時，NTU-1 能形成特殊的聚集現象將

碳氫化合物包覆於結塊顆粒內，因而我們能在較短時間內配合生物降解及物理撈

除的方法將碳氫化合物污染移除。延續之前實驗室人員的研究，本論文的目的在

於探討如何加速 NTU-1 的細胞聚集現象，並將其應用在碳氫化合物的移除上，

使石油碳氫化合物在短時間內即能達到良好的移除效果。接下來論文章節的編排

及內容大致說明如下： 

 

 第二章：介紹石油污染復育的相關研究基礎背景及發展，並針對微生物攝取

代謝碳氫化合物的方法途徑及菌株的特性…等相關的文獻作個回顧。 

 第三章：列出實驗中所使用之材料、儀器、實驗流程及配製方法。 

 第四章：呈現研究的成果並進行討論。內容包含：不同搖晃培養對於 NTU-1

生物降解及包覆正十六烷能力的影響及改進方法。測試以 NB 培養的 NTU-1

經過冷凍乾燥以後，細胞的存活率及降解包覆能力是否受到影響。了解以

NB 培養的 NTU-1 經冷凍乾燥的存活率及降解能力以後，接著利用正十六烷

培養的 NTU-1 細菌結塊進行冷凍乾燥，並同樣探討凍乾後的存活率及降解

包覆能力。最後利用烘乾的方式來取代冷凍乾燥，測試烘乾後的 NTU-1 結

塊對於正十六烷的包覆移除效果為何。 

 第五章：將論文內容作個總結 
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第二章 文獻回顧 

 

本研究的目的在於探討生物復育對於石油碳氫化合物污染移除的應用，故在

這一章節中將介紹相關研究的基礎背景及發展。首先會對各種石油碳氫化合物的

移除方法作個簡介與比較。接下來探討生物復育的應用，針對微生物攝取及代謝

碳氫化合物的方法、途徑還有相關的文獻回顧，並對本實驗中所使用的菌株

Rhodococcus erythropolis 的特性及相關研究作個簡介。此外，我們也會探討文獻

中微生物聚集現象發生的原因和冷凍乾燥及烘乾對於微生物造成的影響及其相

關應用。 

 

2.1 石油碳氫化合物簡介及其對環境和人類之影響 

 

石油 (petroleum) 是存在於地底下易燃的一種黏稠、深褐色液體，由一連串

複雜、分子量不一的碳氫化合物及其他元素如硫、氮、氧、微量金屬所組成。石

油碳氫化合物一般以三種形態存在，含三個碳以下的碳氫化合物如甲烷、乙烷、

丙烷以氣態存在，又稱天然氣；液態石油則為含碳量介於 4~30 之間的碳氫化合

物；含高碳量的固態石油又以石臘及瀝青為主 (黃武良 1999)。若以石油碳氫化

合物的分子結構來分類，又可將其分成烷烴、烯烴、環烷烴、芳香烴及瀝青稀…

等，其組成隨著不同油田的開採而有不同的分佈。 

 

十九世紀的石油工業發展緩慢，到了二十世紀初內燃機的發明開始產生轉變，

至今石油仍是最重要的內燃機燃料。而石油工業逐的漸蓬勃發展，與人類的生活

緊密的結合，舉凡人類的食衣住行、娛樂…等皆與石油脫離不了關係，例如石化

原料產品、化學肥料、人造纖維、合成樹脂及塑料產品…等。 
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石油帶給人們便利的生活，但也因為不當且過度的利用，造成對環境嚴重的

污染。石油對環境產生的污染主要是來自於油田開採、煉製、運送及使用的過程

中進入土壤、水體或空氣中而造成 (Allard and Neilson 1997, Atlas and Bartha 

1992)。儘管目前世界各國的環保意識高漲，對於石油相關開發、工廠的廢水及

廢氣排放，都有嚴格的管制，然而還是會有無法控制、預期外的意外發生。以下

舉出近三年來發生的石油污染事件： 2009 年 8 月，澳洲西艾特拉斯 (West Atlas) 

鑽井平台發生大規模的漏油事故，造成 120 至 900 萬加侖的石油洩漏，總面積超

過 6000 平方公里。美國最嚴重漏油事件則發生在 2010 年 4 月，英國石油公司

在美國墨西哥灣租用的鑽井平台“深水地平線”發生爆炸，造成 1500 米深海的原

油洩漏，約 2 億加侖原油流入墨西哥灣，嚴重破壞沿岸和海洋生態環境 (Camilli 

et al. 2010)。另外，2010 年 7 月中國大連新港石油管道爆炸，估計有 6 萬至 9 萬

噸原油流入了海洋。這些嚴重的漏油事件造成的污染不僅會影響岸上和海洋生物

的生態系統，並會進入空氣和土壤，需要相當長的時間才能復原。 

 

有鑑於石油污染日益嚴重，造成人類和動物的傷害也不可輕乎。石油燃燒產

生的硫氧化物會嚴重污染大氣且引發人類呼吸道疾病；石油污染土壤後，會導致

石油烴的某些成分在糧食中累積，並通過食物鏈危害人類健康；當石油流入水體

中其可能會黏附在魚類、藻類上造成海洋生物死亡，使水產品品質下降、降低水

體的利用價值。這些石油污染若進入人體中，會影響體內的新陳代謝、免疫系統、

生殖系統甚至產生致命的疾病。因而人們除了積極的開發無污染能源外，也努力

的尋找有效處理石油碳氫化合物污染的方法，目的就是希望維護環境及人們的健

康，使人類能夠永續生存。 
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2.2 處理石油碳氫化合物污染之方法 

  

自然界中，石油碳氫化合物造成的污染主要發生在土壤、海洋或地下水，若

污染濃度較低時，大自然通常具有自淨能力，能透過大氣、水流的擴散，或是光

分解、氧化及微生物的分解作用…等等的物理、化學或生物方法，將污染物轉化

為無害物，使環境中污染濃度降低並回復到原始的狀態 (Golwer 1983)。然而，

如果這些石油污染物濃度過高，超過自然界能負荷的限度時，則會造成環境永久

性的污染。因此，以人工移除石油碳氫化合物的方法漸漸產生且變得重要。 

  

人工復育石油碳氫化合物的方法有很多，若依其處理機制來分大約可分為三

種，物理處理法、化學處理法及生物處理法。以下將為這三種方法作個簡介。 

  

(1) 物理處理：  

傳統的物理處理法只是使污染物在氣態、液態及固態相三相間轉換，故難以

將污染物徹底移除。其適用於處理簡單的污染物，耗時較短，主要是藉由高溫或

是電能來破壞污染物的結構，然而其需要大量熱能或電能，使成本也相對較高。

另外，若是對毒性物質以氣化的方式來處理，易形成氣態污染物進入大氣中，造

成空氣的污染，故物理處理法不適用於毒性高的污染物。常見的物理處理法如：

熱處理、熱脫附、焚化、清洗土壤、揮發、固化/安定化、氣提、吸附、結晶、

密度分離、沈降、過濾、透析/電透析、逆滲透…等。 

  

(2) 化學處理： 

利用化學反應將污染物的毒性降低或是將污染物轉變成無害的物質，適用於

須立即處理或是迅速降低污染物毒性的情況。然而污染物大多為混合物，故難以

找到能同時處理多元污染物的化學藥劑，使處理上較麻煩且成本高。且在進行化
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學反應過程中，轉化率很難達到 100%，易造成原來污染物的殘留，反應中可能

也會產生其他有毒性的副產物。常見的化學處理法有：化學反應、酸鹼中和、化

學催化、氧化還原、化學萃取、溶劑萃取、蒸氣萃取、化學沈澱…等。 

 

(3) 生物處理：  

主要是利用微生物分解轉化污染物，將污染物予以礦化或轉化成危害性較低

的其他物質 (Korda et al. 1997, Vidali 2001)。近年來生物處理法逐漸取代物理、

化學處理法成為最常見的石油污染復育法，主要是因為微生物種類眾多，可處理

不同分子結構的碳氫化合物，較不會產生其他有害物質，使用起來較安全，成本

也較其他兩種方法來得低。然而由於微生物培養時間相對較長，所以有耗時的缺

點。表 2.2-1 為處理地下水碳氫化合物污染時，各種物理、化學處理及生物復育

技術的簡介及比較 (Van Stempvoort and Biggar 2008)。更詳細的生物處理法將在

2.3 節介紹。 
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表 2.2-1 地下水污染之各種物理化學處理及生物處理程序之簡介與比較 (Van 

Stempvoort and Biggar 2008)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

8 
 

 由於每個污染的場址通常會有不同的範圍大小、特性及限制，所以很多時候

會採取混合技術來處理，結合每種方法的長處使復育的效果達到最好。此外，我

們除了了解不同人工復育石油碳氫化合物的方法以外，如何選擇適當的方法來處

理不同情況的污染源也是值得注意的地方，許多因子都是在選擇合適的復育方法

時需考量的。以下列出幾個重要的影響因子 (Vik et al. 2001, Ram et al. 1993)： 

(1) 污染物及污染場址的特性 

(2) 復育工作的驅動因素及目的 

(3) 風險管理及環境的永續發展 

(4) 投資者的看法及成本效益 

(5) 技術上的適用性及可行性 

以上幾個影響因子中，最主要考量的還是技術上的適用性及可行性，因為不

同的復育技術在不同污染地區的執行成果也會有所差異。且近年來許多復育的技

術逐漸的被發展出來，如何確認所選擇的復育技術是否合適則是需要經過有系統

及實驗證明的評估程序，表 2.2-2 則列出幾個對於復育方法適用性的一般考量因

素 (Vik et al. 2001)。 

 

 

表 2.2-2 復育方法適用性與否的影響因素 (Vik et al. 2001)。 
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2.3 生物處理石油碳氫化合物 

 

2.3.1 生物復育簡介  

 

生物處理法在 2.2 節中有稍稍作了簡介，這一節中我們將詳細的介紹生物處

理法中的優缺點、微生物的種類、特性，及常現生物處理的方法。生物復育 

(bioremediation) 指的是利用微生物來進行有機污染物的代謝分解，使這些有機

污染物轉變為分子結構較簡單、毒性較低的物質 (Madsen 1991)。 

生物復育逐漸取代傳統的物理及化學處理法的原因，主要因為生物復育法有

以下幾個優點 (Van Stempvoort and Biggar 2008)： 

(1) 相較於物理化學處理法來說，微生物培養容易，成本較低。 

(2) 生物復育法使用上來說較安全且對環境影響較少。 

(3) 微生物種類眾多，能處理各種石油碳氫化合物。 

  

雖然自然界中微生物種類繁多，並不是每種微生物皆具有分解有機污染物的

特性。不過隨著生物科技的進步，微生物復育法已被大量研究及開發，利用生物

復育法來處理石油污染物的成功例子也越來越多，這些能分解石油污染物的微生

物以細菌、放線菌、酵母菌、真菌或藻類為主，表 2.3-1 為一些能夠利用石油碳

氫化合物之好氧性微生物 (Van Beilen et al. 2003)。而一項成功的微生物復育通常

都需具備以下條件 (Bouwer and Zehnder 1993)： 

(1) 能分解污染物，使其失去毒性或使濃度降低。 

(2) 能將污染物濃縮，並配合物理法或化學法將污染物完全移除。 

(3) 可處理不同種類之混合污染物。 

(4) 不會破壞環境平衡或對人體造成傷害。 

(5) 具有好的再現性且易於培養、價格低廉。 
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表2.3.1-1自然界中能利用石油碳氫化合物之好氧性微生物分類 (Van Beilen et al. 

2003)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

在實際應用上，生物復育技術又可分成兩大類：現地 (in situ) 生物復育及

離場 (ex situ) 生物復育。接下來為這兩類技術作個簡單的說明及比較。 

 

(1) 現地生物復育：  

在受污染的區域直接進行生物復育。處理污染土壤、地下水或海洋時，不需

先將土壤或水質取出移到其他地方再進行生物復育。一般工程化的生物復育技術，

主要會採行下列幾種方式：添加微生物、添加營養鹽、添加電子提供者，如甲烷
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及丙烷等有機物來進行共代謝作用、添加電子接受者，例如加入氧氣或過氧化氫

以進行好氧分解 (盧至人 2002)。表 2.3.1-2 為一些常見實際應用的現地生物復育

法 (Korda et al. 1997)。 

現地生物復育法主要的優點為工程上難度不高、符合自然環境特性、可分解

被吸附的污染物、地表設施較少、設備易護得、相對來說較經濟…等 (盧至人 

2002)。然而可能會遭遇到的問題有場址的限制、自然界的因素如天候、植入的

菌株是否經實驗證明其表現會比原始存在於污染區的菌株來得好、是否需要多種

類的菌株才能完全處理這些污染物、處理時間過長及當污染物移除後，這些菌株

將如何處理 (Bartha and Atlas 1977, Boopathy 2000)。 

 

(2) 離場生物復育： 

離場生物復育技術是指在污染源擴散前，挖出污染土壤或抽出污染的水體，

帶離所在地做處理 (Riser-Roberts 1998)。依照不同微生物和污染物的交互作用會

有不同的反應器設計，又可分為污泥相的生物復育及固相的生物復育。污泥相的

生物復育主要用來處理以黏粒為主的土壤。而固相生物復育又可分成地耕法、生

物堆土法和堆肥法。現地與離場生物復育法的比較可參照 2.2 節中的表 2.2-1。 

離場生物復育法的優點為處理較快速、易控制反應的條件且能處理多種污染

物及土壤種類。而其缺點主要為搬運污染物及反應器或其他設備的支出造成投資

成本較高。 
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表 2.3.1-2 實際應用的現地生物復育法 (Korda et al. 1997)。 
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表 2.3.1-2 (續)  
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2.3.2 微生物攝取碳氫化合物之模式 

  

雖然現今生物復育技術的技術越來越多且更加成熟，但微生物攝取石油碳氫

化合物污染時仍面臨許多的挑戰，主要原因有以下三個 (Abdel-Megeed 2004)： 

(1) 石油污染物通常都是複雜的混合物。 

(2) 較低分子量的碳氫化合物因為溶劑效應 (solvent effects)，破壞微生物細胞膜

的調結功能，對細胞膜具有相當的毒性。 

(3) 大部分的石油碳氫化合物在常溫下為液體或固體皆屬於難溶於水的物質。 

圖 2.3.2-1 為原油中常見的碳氫化合物化學結構分類，其大致可分為三種類

型：烷類 (直鏈或支鏈)、環烷類及芳香族類 (Alloway and Ayres 1998)。一些常

見碳氫化合物污染物的溶解度如表 2.3.2-1 所示。由表可以看出脂肪族碳氫化合

物的溶解度隨者分子量的增加而降低，更長鏈的脂肪族碳氫化合物 (C20 ~ C40) 

則形成不溶性的固體，這些都會造成微生物攝取碳源的阻礙使降解效率偏低 

(Eastcott et al. 1988, Whyte et al. 1999)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2.3.2-1 原油中常見的碳氫化合物化學結構分類 (Alloway and Ayres 1998)。 
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表 2.3.2-1 各種碳氫化合物在水中的溶解度 (Eastcott et al. 1988) 

 

 

儘管微生物在利用石油碳氫化合物時，可能會遇到上述三點的挑戰，但已有

許多能利用溶解性低或具毒性碳氫化合物的微生物復育技術被研究出來，主要是

因為這些微生物能夠以不同方式來攝取低溶解性的碳氫化合物，我們可將其歸類

成以下三種模式。這些模式的重點在於低溶解性的碳氫化合物如何由外界傳送及

累積到微生物的表面，接著進入到微生物內部而進行下一步代謝利用的動作 

(Hommel 1990)。 

(1) 微生物直接攝取溶於水中的碳氫化合物。 

Hydrocarbons Class Mol. wt. (g/mol.) 
Solubility (mg/L) 

at 25℃ 

n-Pentane (C5H12)  normal alkane 72.2 40.8 

n-Hexane (C6H14)  n-alkane 86.2 12.3 

n-Octane (C8H18)  n-alkane 114.2 0.682 

n-Dodecane (C12H26)  n-alkane 170.3 3.4×10-3 

n-Tetradecane (C14H30)  n-alkane 198.4 6.55×10-4 

n-Hexadecane (C16H34)  n-alkane 226.4 5.21×10-5 

n-Octadecane (C18H38)  n-alkane 254.4 4.05×10-6 

Pristane (C19H40)  branched-alkane 268 insoluble 

n-Tetracosane (C24H50)  n-alkane 338 insoluble 

n-Dotriacontane (C32H66) n-alkane 450 insoluble 

Naphthalene 2-ring aromatic 128.2 30.6 

Pyrene 4-ring aromatic 202.3 0.135 

Chrysene 4-ring aromatic 228.3 ＜0.01 
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(2) 微生物分泌界面活性劑使碳源乳化成微小油滴(油滴顆粒小於微生物細胞) 

進而攝取利用。 

(3) 微生物直接接觸大油滴(油滴顆粒大於微生物細胞) 並利用降解。 

 

第一種攝取模式中，主要發生在低分子量的碳氫化合物上。由於低分子量碳

氫化合物的水溶性較高，能確保有一定的質傳速率能傳送到細胞表面讓微生物直

接攝取 (Rojo 2009)。故此模式的降解代謝速率取決於碳氫化合物溶在水中的速

率、濃度及微生物攝取的速率。生物復育發展初期，學者認為只有溶於水中的碳

氫化合物能被細菌所利用 (Gibson 1984)。然而許多學者發現低溶解性碳氫化合

物的降解速率比溶於水相中的碳氫化合物來得高，這樣的結果指出有其他的機制

使微生物能順利攝取低溶解性的碳氫化合物 (Leahy and Colwell 1990)。 

 

第二項機制中主要是與微生物釋放出的生物界面活性劑有關。大部分能降解

石油碳氫化合物的菌株都被研究出其在不同環境下會釋放出生物界面活性劑 

(biosurfactant)，將疏水性化合物乳化成微小油滴，增加微生物的接觸面積，使降

解速率提高 (Desai and Banat 1997, Rosenberg and Ron 1999)。這個形成微小油滴

的過程又能稱為假溶解 (pseudosolubilizaion)，意即形成微胞粒子 (micelles)。界

面活性劑的分子包含親水區及疏水區，當濃度很低時，界面活性劑可完全溶於水

中，隨著濃度上升則會聚集形成微胞粒子。微胞粒子能將疏水的碳氫化合物包覆，

並以親水端將其帶入水相中。 

 

圖 2.3.2-2 為碳氫化合物被生物界面活性劑附著後，微生物細胞攝取碳氫化

合物的示意圖 (Ratledge 1988)。圖 2.3.2-3 則為菌株 Pseudomonas sp.以碳氫化合

物為培養碳源時，分泌出生物界面活性劑 (rhamnolipids)，與碳氫化合物形成微

胞粒子而被微生物細胞攝取圖 (Fritsche and Hofrichter 2000)。此外，學者發現這
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些生物界面活性劑還可能會鍵結在微生物表面上，提高微生物表面的疏水性 

(Hua et al. 2003, Mulligan 2005)。 

 

目前研究中指出，微生物在碳氫化合物環境下產生的生物界面活性劑主要有

以下幾類 (Niescher et al. 2006)：醣脂類 (glycolipids)、脂肽類 (lipopetides)、磷

脂類 (phospholipids)、多醣脂類 (liposaccharides)、脂肪酸類 (fatty acids)、高分

子界面活性劑 (polymeric surfactant) …等。表 2.3.2-2 為各種微生物產生的生物界

面活性劑分類 (Al-Araji et al. 2007)。 

 

最後一種碳氫化合物的攝取方式，微生物能夠貼附於水相與固態或液態疏水

性碳氫化合物的界面上，並將其攝取進入細胞內並加以利用 (Volkering et al. 

1997)。這些微生物除了本身表面已經夠疏水外，有些微生物會為了促進與疏水

性化合物的黏附性，在利用碳氫化合物時改變細胞膜表面的成分 (脂質或脂肪酸) 

來提高細胞表面的疏水性 (Morgan and Watkinson 1994)，例如上述的第二種機制

中，微生物會產生生物界面活性劑鍵結在細胞膜表面。 

 

以上三種攝取機制說明了大多數微生物與碳氫化合物接觸攝取的過程，許多

研究指出這三種機制常常同時存在，或是有兩個同時存在，若單獨只有某一種機

制存在時，我們通常會添加界面活性劑來提高降解的效率。石油碳氫化合物污染

中，大部分的成份為溶解性低的長碳鏈烷類，故微生物多採取第二種和 (或) 第

三種機制來接觸攝取。  
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圖 2.3.2-2 微生物細胞攝取有生物界面活性劑附著的碳氫化合物示意圖 

(Ratledge 1988)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2.3.2-3 菌株 Pseudomonas sp.分泌界面活性劑後攝取碳氫化合物示意圖 

(Fritsche and Hofrichter 2000)。 
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表 2.3.2-2 各種微生物產生的生物界面活性劑分類 (Al-Araji et al. 2007)。 
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2.3.3 微生物分解碳氫化合物之方式 

 

 自然界中，能夠利用碳氫化合物的微生物種類眾多，也各自擁有獨特降解碳

氫化合物的方式。這些微生物能夠把石油碳氫化合物當作主要碳源，經過上一節

介紹的三種攝取方式將碳源傳送到細胞內並進行代謝降解。在降解過程中，藉由

氧化還原反應的電子轉移來生成能量提供微生物合成蛋白質、脂質或建構新的細

胞…等。接下來我們介紹微生物降解碳氫化合物時較常見的氧化還原方式—好氧

性及厭氧性降解。 

 

(1) 好氧性降解 (aerobic degradation)： 

 好氧性的細菌以氧分子作為最終電子接受者，利用氧化反應將碳氫化合物從

非極性的基質轉化成脂肪酸並進行後續的代謝作用生成細胞生長所需的化合物

及能量 (Wentzel et al. 2007)。圖 2.3.3-1 為好氧性微生物降解碳氫化合物的主要

流程 (Fritsche and Hofrichter 2000)。文獻中也指出，在好氧的情況下，大部分碳

氫化合物能以較快的速率被微生物完全降解 (Riser-Roberts 1998)。不同種類的碳

氫化合物會有不同的代謝途徑，將於 2.4 節中詳細介紹。 

 

(2) 厭氧性降解 (anaerobic degradation)：  

 與好氧性降解不同的是，厭氧性降解時電子接受者不是氧分子，而是一些無

機物質如硫酸根、硝酸根、鐵離子、錳離子或二氧化碳…等。近年來，有許多關

於利用硫酸鹽還原菌 (sulfate-reducing bacteria) (Rueter et al. 1994, So et al. 2003, 

Cravo-Laureau et al. 2005) 及反硝化細菌 (denitrifying bacteria) (Ehrenreich et al. 

2000) 在無氧環境下進行長碳鏈烷類氧化反應的研究被報導出來。在這些微生物

系統中，硫酸鹽及硝酸鹽作為最終電子接受者，其角色相當於好氧性分解中的氧

分子。目前碳氫化合物無氧代謝的初始反應現今主要有兩種不同的機制被提出，
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分別是延胡索酸鹽 (fumarate) 結合反應、羧化反應 (carboxylation) (Wentzel et al. 

2007)。好氧性及厭氧性細菌降解長碳鏈碳氫化合物過程及比較如圖 2.3.3-2 所

示。 

 

一般來說，碳氫化合物的厭氧性分解速率較低，主要是因為厭氧菌的生長速

率較好氧菌來得慢。例如，厭氧菌 Hxd3 及 Pnd3 在降解正十六烷時，細胞的倍

增時間約為 9 天 (Aeckersberg et al. 1998)；厭氧菌 AK-01 降解正十六烷時在最佳

化的培養條件下，細胞的倍增時間仍要 3 天左右 (So and Young 1999)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2.3.3-1 好氧性微生物降解碳氫化合物的主要流程 (Fritsche and Hofrichter 

2000)。 
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圖 2.3.3-2 長碳鏈烷類的好氧及厭氧性降解途徑 (點狀線的箭頭是指推測的代謝

路徑) (Wentzel et al. 2007)。 
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2.4 微生物降解碳氫化合物之代謝途徑 

 

 微生物利用碳氫化合物時，其降解難易度通常與污染化合物的分子立體結構

有很大的關係，結構越簡單的化合物越容易被分解；相同化學結構的化合物中，

分子量較低的化合物比分子量高的化合物來得容易被微生物利用降解，但碳鏈長

度差異在 5 個碳以內則不會有太大的差別 (Huesemann 1995)。石油碳氫化合物

中，微生物利用降解的難易度排序大致如下：直鏈烷類 (normal alkanes)＞支鏈

烷類 (branched alkanes)＞支鏈烯烴類 (branched alkenes)＞分子量較低的芳香族

類 (small aromatics)＞環烷類 (cyclic alkanes)＞多環芳香族碳氫化合物 (PAHs)

＞＞瀝青稀類 (asphaltenes) (Huesemann 1995, Ulrici 2000, Atlas and Bragg 

2009)。 

2.3.3 節中，我們知道了微生物利用碳氫化合物時，主要有好氧性及厭氧性

兩種氧化還原方式。由於本研究中所使用的菌株 Rhodococcus erythropolis NTU-1

為好氧性細菌，故接下來我們主要介紹碳氫化合物的好氧性代謝途徑。 

 

2.4.1 直鏈烷之氧化機制 

 

直鏈烷類 (n-alkanes) 為原油 (crude oil) 污染物中最主要的成分之一

(Harayama et al. 1999)。其中，長碳鏈的直鏈烷類 (C10 ~ C24) 為微生物最常利用

的基質，降解速率最快(Bartha and Atlas 1977)；短鏈烷類 (碳數小於 9) 則對於多

種微生物具毒性，會破壞微生物細胞膜的通透及調結功能，但其能以較快的速率

從石油污染物中揮發移除 (Fritsche and Hofrichter 2000)。這一部分我們主要針對

長碳鏈直鏈烷類的代謝途徑來作介紹，直鏈烷類的氧化途徑主要可分為三類：單

末端氧化 (monoterminal oxidation)、雙末端氧化 (diterminal oxidation)、次末端氧

化 (subterminal oxidation)，如圖 2.4.1-1 所示 (Gibson 1984)。 
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(1) 單末端氧化 (monoterminal oxidation)： 

單末端氧化為微生物代謝直鏈烷時最主要的途徑 (Fritsche and Hofrichter 

2000)。直鏈烷氧化過程中，微生物釋放出單氧化酶，利用 NADH2 作為電子提供

者並結合氧分子作為電子接受者，攻擊直鏈烷末端的碳原子，進而形成一級醇類。

接著再利用醇脫氫酶 (alcohol dehydrogenase) 將醇氧化成醛類，最後微生物釋放

醛脫氫酶 (aldehyde dehydrogenase)，利用 NADH2 再次結合氧分子，將醛氧化成

長鏈脂肪酸 (fatty acid)。長鏈脂肪酸會結合 CoA 並進入 β-oxidation 進而生成

acetyl-CoA (Watkinson and Morgan 1990, Van Hamme et al. 2003, Wentzel et al. 

2007)，如圖2.4.1-1。這些長鏈脂肪酸還有可能會與細胞膜上的脂質 (lipid) 結合，

但主要還是會進入檸檬酸循環 (TCA cycle) (Fritsche and Hofrichter 2000)。  

 

(2) 雙末端氧化 (diterminal oxidation)： 

 直鏈烷氧化過程中，有些微生物除了分泌單氧化酶外，還會分泌出雙氧化酶，

使烷類兩端的甲基同時被氧化 (ω-oxidation) 成雙質子醇，經過一連串的氧化反

應形成長鏈雙質子羧酸 (dicarboxylic acid)，最後進入 β-oxidation，此代謝途徑也

可視為單末端氧化過程中的副反應 (Watkinson and Morgan 1990, Coon 2005)，如

圖 2.4.1-1 所示。 

 

(3) 次末端氧化 (subterminal oxidation)： 

 如圖 2.4.1-1 的右半邊圖所示。次末端氧化發生於烷類基質的鏈長至 C16  

(Gibson 1984, Whyte et al. 1998, Binazadeh et al. 2009) 或短碳鏈烷類 (C3 ~ C6) 

中(Ashraf et al. 1994)。也可稱之為 α-oxidation，主要是氧化直鏈烷中 α位置的碳，

首先形成二級醇類，接著將其氧化成酮類，最後形成一級醇及醋酸鹽。其中，一

級醇氧化成為脂肪酸後進入 β-oxidation，繼續反應成細胞所需的化合物，而醋酸

則進入 TCA cycle 產生能量。一些微生物中，單末端及次末端氧化反應能夠同時

存在 (Rojo 2009)。 
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圖 2.4.1-1 微生物代謝分解直鏈烷之途徑 (圖中 1 為 n-alkane 單氧化酶、2 為醇

脫氫酶、3 為醛脫氫酶) (Britton 1984)。 
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2.4.2 支鏈烷之氧化機制 

 

 支鏈烷類 (branched alkanes) 相對於直鏈烷類較難以被微生物降解，且支鏈

越多的烷類相較於結構較簡單的支鏈烷類更加頑抗 (recalcitrant)，特別是化合物

中含 3 級或 4 級的碳原子結構，其空間障礙會影響氧化酶的作用，故具有降解支

鏈烷能力的微生物相對較少 (Britton 1984)。 

 

一般來說，異十九烷 (pristane or 2, 6, 10, 14-tetramethylpentadecane) 常被當

作微生物降解支鏈烷類的指標，主要是因為其複雜的支鏈結構往往在原油或石油

污染物的降解過程中呈現穩定的存在而不易被分解 (Morgan and Watkinson 

1994)。然而具有降解異十九烷能力的微生物早在許多研究中已被證實，例如

Brevibacterium sp. (Pirnik et al. 1974)、Corynebacterium sp. (McKenna and Kallio 

1971a)及 Rhodococcus sp. (McKenna and Kallio 1971b, Fraaije et al. 2002)…等。 

 

圖 2.4.2-1 為 Pirnik 學者提出的利用菌株 Brevibacterium erythrogens 降解異十

九烷的單末端氧化及雙末端氧化途徑 (Pirnik et al. 1974)。由於 3 級碳的阻礙，

異十九烷首先會經由 α-oxidation 形成異十九酸 (pritanoic acid)，接著進行

β-oxidation 形成 trimethyltridecanoic acid、trimethylundodecanoic acid 或是進形

ω-oxidation 形成 trimethyltridecandioic acid 後再進行 β-oxidation，直到異十九烷

被分成成琥珀酸 (succinic acid) 並進入 TCA cycle 為止。 
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圖 2.4.2-1 菌株 Brevibacterium erythrogens 降解異十九烷的途徑 (Pirnik et al. 

1974)。 
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大部分異十九烷的降解皆是利用單末端氧化及雙末端氧化途徑來進行。然而

在 2009 年，Nhi-Cong 等學者利用 Rhodococcus ruber 及 Mycobacterium neoaurum

以異十九烷為單一培養碳源，研究發現除了單、雙末端氧化途徑以外，R.ruber

及 M. neoaurum 菌株還會以次末端氧化 (subterminal oxidation) 途徑來降解異十

九烷，如圖 2.4.2-2 及圖 2.4.2-3 所示 (Nhi-Cong et al. 2009)。 

 

圖 2.4.2-2 中的 pathway I 為單末端氧化路徑，此途徑和前面提到的菌株 B. 

erythrogenes、Corynebacterium sp.及 Rhodococcus sp.代謝異十九烷的路徑相同。

圖 2.4.2-2 中的 pathway II 則是雙末端氧化路徑。異十九烷的單、雙末端氧化途

徑已在前面作了簡介。 

 

 Nhi-Cong 等學者在進行異十九烷的中間產物分析時，發現有不同於單、雙

末端氧化的中間產物存在，故推測有第三種降解路徑，即次末端氧化。如圖 2.4.2-2

的 pathway III 及圖 2.4.2-3 中所示。 

 

Rontani 等學者則認為，次末端氧化的過程中會形成 isopropanol 及 4, 8, 

12-trimethyltridecanoic acid (圖 2.4.2-3 中的 pathway IIIB)，而此 acid 會經由單末

端氧化繼續降解 (pathway I) (Rontani et al. 1986)。 

 

Nhi-Cong等人提出次末端氧化反應首先攻擊第3個碳原子並形成一級醇 2, 6, 

10, 14-tetramethylpentadecan-3-one 及 2-methylpropanoate，此一級醇又會繼續氧化

成 3, 7, 11-trimethyldodecanoate (圖 2.4.2-3 中的 pathway IIIA)。且經由中間產物的

成份分析，更加證實了異十九烷的次末端氧化代謝途徑。3, 7, 

11-trimethyldodecanoate 接著氧化成 2,6,10-trimethyldodecandioate，進入

β-oxidation 後成形 3, 7-dimethyldecandioate 及 2-methylbutandioate。 
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圖 2.4.2-2 異十九烷可能的降解途徑。圖中的標記 (R) 及 (M) 分別代表 R. ruber SBUG 82 及 M. neoaurum SBUG 109 氧化過程中檢測

出的產物 (       means novel metabolic route;        means major metabolic route of β-oxidation) (Nhi-Cong et al. 2009)。 
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圖 2.4.2-3 異十九烷次末端氧化過程中以 2, 6, 10, 14-tetramethyl-pentadecan-3-one 作為中間產物，利用 ketone monooxygenase 進行的兩

種不同單末端氧化反應。Pathway IIIA 為 R. ruber SBUG 82 及 M. neoaurum SBUG 109 的反應途徑 (Nhi-Cong et al. 2009)。Pathway IIIB

為 Rontani 等人提出的海洋混合菌株分解異十九烷途徑 (Rontani et al. 1986)。 
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2.4.3 烯烴類及環烷類之氧化機制 

 

 烯烴類 (alkenes) 及環烷類 (cyclic alkanes) 佔石油碳氫化合物污染源中較

少的部分，故這一小節中，我們為烯烴類及環烷類的氧化機制作個簡單的介紹。 

 

烯烴類的代謝途徑如圖 2.4.3-1 所示，微生物降解烯烴類時，起始氧化的途

徑有幾種可能，微生物可以攻擊甲基端，也可攻擊雙鍵 (Watkinson and Morgan 

1990)。若雙鍵在中間部位時，烯烴的降解可能會依照烷類的降解方式進行。而

如果雙鍵在 1，2 碳的位置，則可能會有以下三種途徑：(1) 與水行加成反應，

形成醇類、(2) 受單氧化酶作用生成一環氧化合物，接著再氧化形成二元醇、(3) 

在碳氫化合物飽和末端先發生氧化反應 (張蘭英等 2007)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2.4.3-1 烯烴類生物降解可能的代謝途徑 (張蘭英等 2007)。 
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環烷類因其結構的關係，微生物難以利用。只有少數的微生物能夠單獨降解

環己烷，大部分則是利用多種微生物的共同代謝作用 (co-metabolism) 下，使環

己烷類被分解成二氧化碳及水分子 (張蘭英等 2007)。若環烷類上有其他烷烴支

鏈或羧基的話，可促進降解的情形 (Morgan and Watkinson 1994)，但如果支鏈為

氯原子的話，則其會變得更加難以利用降解。一般環己烷的代謝途徑如圖 2.4.3-2

所示，環己烷的降解代謝經歷了環己醇、環己酮、和 ε-己酸內酯後，開環形成羥

基羧酸並進入 β-oxidation 代謝循環 (張蘭英等 2007)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2.4.3-2 環己烷的代謝途徑 (Fritsche and Hofrichter 2000)。 
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 圖 2.4.3-3 為學者 Alvarez 在 2003 年整理的有關不產孢放線菌 

(non-sporulating actinomycetes bacteria) 降解各種碳氫化合物時的代謝路徑，並描

述了其形成中間物進入 β-oxidation 之後的各種可能應用。這些微生物在利用不

同形態的碳氫化合物如直鏈烷、支鏈烷或環烷類…等之後，所生成的中間產物會

進入 β-oxidation，最終將這些物質轉變為以下幾種細胞生長所需的物質： 

 (1) 生長所需能量 (energy)。` 

 (2) 影響細胞表面親疏水性的 mycolic acids。 

 (3) 建構細胞膜所需的磷脂質 (phospholipids)。 

 (4) 儲存能量的三醯甘油脂 (triacyglycerols)。 

 (5) 其他脂質 (lipids)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2.4.3-3 不產孢放線菌 (non-sporulating actinomycetes) 降解利用不同碳氫化合

物之途徑及經過 β-oxidation 後合成細胞生長所需相關物質 (Alvarez 2003)。 
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2.5 實驗菌株 Rhodococcus erythropolis 之介紹 

 

 本研究所使用的菌株最早是由實驗室人員 (盧曉鳳 2000) 從中油桃園廠採

集之生物污泥槽廢水，經過馴養、篩選及純化後得到的一混合菌株，命名為 TN-4

混合菌株。藉由食品工業研究所進行 16SrDNA 序列分析及鑑定後，顯示 TN-4

中所含的三種菌株分別為 Bacillus fusiformis、Ochrobacterum sp.及 Rhodococcus 

erythropolis。 

 

根據本實驗室過往的研究發現 (張緯農 2003)，TN-4 混合菌株中的 Bacillus 

fusiformis、Ochrobacterum sp.對於碳氫化合物並無分解能力，無法以長鏈烷類為

唯一碳源的條件下生長，而 Rhodococcus erythropolis 則對於長鏈烷類有很好的降

解及包覆能力，因而知道 TN-4 混合菌株中主導分解及包覆長鏈烷類的菌株為

Rhodococcus erythropolis，本實驗室將其命名為 Rhodococcus erythropolis NTU-1 

(簡稱 NTU-1)。本研究中所使用的菌株為 NTU-1，故接下來將為菌株 Rhodococcus 

erythropolis 作個簡單的介紹。 

 

2.5.1 Rhodococcus 菌屬簡介 

 

Rhodococcus菌屬最早是在1891年由Zopf所建立，但因為其在演化分類上一

直有疑慮，所以在很長一段時間內曾被取消。到了1977年Goodfellow學者對於一

些菌株的表型、化學及遺傳學的研究得到了一群相似但不同於Nocardia、

Corynebacterium及Mycobacterium的菌株，並提出將Rhodococcus菌屬恢復 

(Goodfellow 1987, 華及郭 2003 )。 
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由於分子生物學及遺傳學越來越成熟，許多屬於Rhodococcus的菌株逐漸被

分離出來。另外，透過DNA分子雜交、16SrDNA序列分析…等分類方法，許多

原本歸類為Nocardia的菌屬重新被歸類到Rhodococcus菌屬中，也有許多的

Rhodococcus菌屬重新被劃分到Nocardia的菌屬。還有一些與Rhodococcus生理特

徵相近的菌屬常被錯誤的分類，這些菌屬包括：Acinetobacter、Corynebacterium、

Gordonia、Nocardia、Skermania、Tsukamurella…等 (Goodfellow et al. 1998, Gurtler 

et al. 2004)。表2.5-1則為1994年 ~ 2001年中Rhodococcus菌屬分類的變動 (華及

郭 2003)。 

 

目前Rhodococcus菌屬則包含了以下14個菌種： R. coprohilus、R. equi、R. 

fascians、R. erythropolis、R. globerulus、R. rhodnii、R. marinonascens、R. opacus、

R. percolatus、R. rhodochrous、R. ruber、R. zopfii、R. pyridinivorans及 R. koreensis 

(Bell et al. 1998, 華及郭 2003)。 

 

 

表 2.5.1-1  1994 ~ 2001 年中 Rhodococcus 菌屬分類的變動 (華及郭 2003)。 
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 Rhodococcus 為好氧、無鞭毛、不具運動性且不形成分生孢子或內孢子的諾

卡氏型放線菌 (nocardioform actinomycetes)，其屬於革蘭氏陽性菌，細胞大小約

為 2~3 μm，通常呈現球狀或是桿狀 (Goodfellow 1989, Finnerty 1992)。

Rhodococcus 菌屬的細胞壁約有 40%是由 mycolic acid 所組成，mycolic acid 指的

是高分子量、含有 α-支鏈、β-羥基脂肪酸的化合物，其總碳鏈長度約為 34 ~ 64

個碳原子。因而 Rhodococcus 菌屬的細胞表面常呈現疏水性且其具有較能抵抗化

學性傷害及能抵禦脫水的特性 (Collins et al. 1982, Bell et al. 1998)。 

 

 Rhodococcus 菌屬能分布於多種環境中，不論是在土壤、岩石、地下水、海

底沈積物、動物的糞便、昆蟲內臟或是動植物的致病菌中皆能發現 Rhodococcus

菌屬的存在 (Finnerty 1992)。90 年代以後，Rhodococcus 菌屬逐漸受到重視，主

要是因為其除了對環境有高度的容忍性外，還具有多樣性的代謝機制，能分解、

轉化多種有機化合物，包含一些分子結構複雜、頑抗、毒性高的化合物 (Larkin et 

al. 2005)，因此在生物復育的領域中，佔有很重要的地位。 

 

另外，Rhodococcus 菌屬能合成多種有用途的化合物如界面活性劑 

(surfactants)、凝聚劑 (flocculants)、氨基化合物 (amide) 及高分子 (polymers)…

等，因而廣泛的被利用在藥學、農化、食品…等工業上 (Bell et al. 1998)。 

 

 上面提到 Rhodococcus 菌屬能轉化多種有機化合物、具有多樣代謝機制，主

要是因為 Rhodococcus 菌屬中含有多種類型的酵素如單氧化酶及雙氧化酶，使其

能夠生長及降解掉大範圍的有機污染物。Larkin 等學者將這些氧化酶所引起的反

應整理如下：環氧化 (epoxidation)、順式雙羥基化反應 (cis-dihydroxylation)、羥

基化 (hydroxylation)、磺化氧化作用 (sulfoxidation) (Larkin et al. 2005)，如圖

2.5.1-1 所示。 
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圖 2.5.1-1 不同氧化酶促使 Rhodococcus 菌屬引發不同化學反應並能生長及降解

掉大範圍的有機污染物。(A) 環氧化 (eg. cytochrome P450 enzymes)、(B) 順式雙

羥基化反應 (e.g. by dioxygenase)、(C) 對二級烷基的羥基化、(D) 對一級烷基的

羥基化 (e.g. alkane monooxygenase)、(E) 磺化氧化作用 (sulfoxidation of sulfide 

to sulfoxide)、(F) 磺化氧化作用 (sulfoxidation of sulfoxide to sulfone) (Larkin et al. 

2005)。 

 

2.5.2 Rhodococcus erythropolis 之特性及應用 

 

2.5.1 節中我們知道了 Rhodococcus 菌屬對於多種有機污染物具有生物降解

的能力，主要是因為其細胞表面常呈現疏水性，或是在培養過程中能分泌界面活

性劑 (surfactants)、絮凝劑 (flocculants) 使碳源的接觸利用變得更容易。另外，

Rhodococcus 菌屬也能分泌出多種酵素來進行各種代謝反應。這一節中我們將對

本研究所使用的菌株 Rhodococcus erythropolis 的降解能力及應用作介紹。 

 

許多對於 R. erythropolis 菌株的研究都指出其對於碳氫化合物的降解有很好

的效果，在此無法一一詳述，故列出以下幾個例子。Peng 等學者篩選出一株能

降解油類的菌株 R. erythropolis 3C-9，其能降解範圍 C5 ~ C36 的直鏈烷類，並在

降解過程中產生鏈長 C9 ~ C22 的脂肪酸與 2 種醣脂作為界面活性劑 (Peng et al. 
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2007)。R. erythropolis DCL14 能降解碳鏈長 C5 ~ C16 的碳氫化合物，並能在九個

月內將燃油中的直鏈烷、異烷類、環烷類及芳香族化合物完全降解掉 (Carvalho 

and Fonseca 2005a)。Huang 等學者分離出的菌株 R. erythropolis T7-2 能乳化並降

解碳鏈 C12 ~ C36 的直鏈烷類；以人工海水為培養基，溫度為 15℃，在最佳化的

營養條件下，7 天內約能降解掉 75%的 1%(w/v) 柴油 (Huang et al. 2008)。 

 

 文獻中指出 R. erythropolis 細胞擁有多種的酵素因而能進行多種生物性轉

化及降解作用，這些酵素能催化進行以下的反應：氧化 (oxidation)、去氫化 

(dehydrogenation)、環氧化 (epoxidation)、水解 (hydrolysis)、羥基化 

(hydroxylation)、去鹵化 (dehalogenation) 以及去硫化 (desulfurisation) …等反應，

因而 R. erythropolis 常被利用於各種不同的生物技術研究上。表 2.5.2-1 為一些微

生物氧化碳氫化合物時的酵素分類 (Van Beilen and Funhoff 2007)。由此表可知

Rhodococcus 菌屬分泌出的氧化酵素主要有 alkB-related alkane hydroxylases 及

Bacterial P450 oxygenase systems這兩種類型。而本實驗中使用菌株R. erythropolis 

NTU-1 所分泌之氧化酵素主要為 alkB 的類型 (Sayavedra Soto et al. 2006)。 

 

表 2.5.2-1 微生物降解碳氫化合物時之酵素分類 (Van Beilen and Funhoff 2007)。 
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除了對特定基質化合物具降解能力以外，對於環境毒性的忍受力也是一個影

響微生物表現的重要因素。基質的濃度、細胞的適應能力 (細胞形態的改變、細

胞聚集或分離) 及細胞膜上成份的改變皆能決定微生物對於環境毒性的忍受力 

(Carvalho and Fonseca 2005b)。 

 

de Carvalho 等學者測試了不同菌株對於水溶性及非水溶性溶劑的毒性忍受

力，實驗發現 R. erythropolis 對於溶劑有相當的耐受性，在水溶性溶劑乙醇或丁

醇下，R. erythropolis 可以忍受的濃度高達 50%(v/v)；在非水溶劑下，R. erythropolis

可以忍受十二烷及甲苯的濃度達 5%(v/v)，由此可證實 R. erythropolis 在非傳統的

反應系統中其生物催化作用的發展是有潛力的 (Carvalho and Fonseca 2004)。 

 

此外，還有研究指出 R. erythropolis 會改變細胞膜上脂肪酸的含量以維持細

胞膜的通透性，並能對抗化合物對細胞產生的毒性 (Heipieper et al. 1994)。以 R. 

erythropolis DCL14 為例，在測試各種不同碳源時，發現細胞膜上磷脂質的脂肪

酸 (fatty acids) 飽和程度會隨著碳源濃度提高而增加，但是當碳源為短鏈的醇類

如甲醇、乙醇時，碳源濃度的提高，脂肪酸的飽和程度則會下降 (Carvalho et al. 

2005)。其他影響細胞膜脂肪酸飽合程度的因素還有環境溫度及酸鹼值…等 

(Whyte et al. 1999, Peng et al. 2007)。 

 

另外幾點讓 R. erythropolis 菌株對於石油碳氫化合物具有高度降解能力的原

因包括了其細胞表面的疏水性及在其利用碳氫化合物為碳源時所釋放的生物界

面活性劑 (biosurfactants) 及生物絮凝劑 (bioflocculants)。 

 

文獻指出，mycolic acid 在 R. erythropolis 細胞壁的組成上約佔有 40%，因而

R. erythropolis 顯得相當疏水且能夠輕易的貼附在油-水的界面上 (Neu 1996)。本

實驗中所使用的菌株 R. erythropolis NTU-1，經過其對正十六烷的 MATH 
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(microbial adhesion to hydrocarbons) 細胞吸附實驗，NTU-1 細胞的吸附百分比在

第 3 小時後即能達到 70%以上，到了第 24 小時約可達 80%左右，這樣的結果顯

示細胞表面具有相當的疏水性 (劉志文 2007)。 

 

表 2.5.2-2 為 Rhodococcus 菌屬細胞合成的醣脂質類型，其功能為形成細胞

外層的脂質層以增強其表面疏水性，或是釋放至細胞外作為界面活性劑及絮凝劑 

(Lang and Philp 1998)，這些皆能提升 Rhodococcus 菌屬利用碳氫化合物的效率。

研究指出，R. erythropolis 產生的生物界面活性劑比其他合成的界面活性劑來得

有效，且有不具毒性、生物可分解等特點，故在工業上有一定的用途 (Finnerty 

1994)。 

 

R. erythropolis 釋放的生物界面活性劑對碳氫化合物的降解有以下的幫助： 

(1) 界面活性劑與細胞鍵結 (如 mycolic acid)，使細胞較易貼附在油相及水相之

間的疏水性的碳源表面 (Neu 1996)。 

(2) 幫助降低水相-油相的表面張力，使疏水性碳源較容易進入細胞內 (Fiechter 

1992)。 

(3) 細胞外的界面活性劑能幫助疏水性碳源的分散至水中，使細胞接觸碳源的機

會提高、面積增大 (Finnerty 1994)。 

 

R. erythropolis 亦能產生絮凝物質，對許多懸浮物產生絮凝作用，這些絮凝

劑由多肽和脂類所聚集而成，包括含 mycolic acid 的醣脂，有助於廢水或廢物處

理中懸浮物的清除 (Finnerty 1992, Kurane et al. 1994)。由此可知，細胞壁組成重

要成分的 mycolic acid，其功能不是有維持細胞表面疏水性外，還有界面活性劑

及絮凝劑的效果，使化合物的降解效率大幅提升 (Lee et al. 2006)。 
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表 2.5.2-2 Rhodococcus 菌屬細胞合成的醣脂質類型 (Lang and Philp 1998)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

根據本實驗室過往的研究指出，R. erythropolis NTU-1 利用正十六烷為碳源

時，培養基的表面張力至第 70 小時會從 70mN/m 降至 60mN/m 左右，顯示有生

物界面活性劑的釋放，但釋放到培養基中的量可能不多。另外一項測試，利用異

十九烷及正十六烷為 NTU-1 碳源的培養過程中，NTU-1 表面的脂肪酸會明顯增

加。因此我們可以知道，R. erythropolis NTU-1 所產生的界面活性劑主要為細胞

表面累積的脂肪酸，其能使細胞接觸烷類變得更加容易，也使細胞整體疏水性加

強，推測這也是為什麼培養至約 40 小時以後，NTU-1 細胞會形成結塊將長鏈烷

類包覆，因而能配合物理撈除的方法，使 1000 ~ 3000 ppmv 正十六烷的移除效果

在約 40 小時即能達到 95%以上 (張緯農 2009)。 

 

此外，研究指出 NTU-1 能存在於不同鹽濃度下的環境。當培養基中氯化鈉

濃度為 1.2%及 2.4%時，NTU-1 能在 56 小時內移除掉 80 ~ 90%濃度為 2000 ppmv

的正十六烷。若以海水為培養基，50%的 2000 ppmv 正十六烷能在 140 小時內移

除 (Liu et al. 2009)，此項研究成果顯示 NTU-1 對於海洋石油污染生物復育的應

用是有其競爭力的。  
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2.6 微生物之細胞聚集現象 

 

 Calleja 將細胞聚集 (cell aggregation) 現象定義為 “在生理條件下，細胞集聚

在一起形成一相當穩定且連續的多細胞菌團” (Calleja 1984)。自然界中，許多微

生物會傾向於貼附到界面上或是聚集在一起，這些微生物在某些情況下會維持分

散的狀態；在其他情況下，則會形成聚集體 (Busch and Stumm 1968)。一些本身

具聚集能力的細菌有：Kluyvera cryocrescenes (Kakii et al. 1990)、Pseudomonas sp 

(Tago and Aida 1977)、Flavobacterium sp (Tezuka 1969)…等。 

 

微生物聚集現象的發生受到很多因素的影響，包含了複雜的物理、化學及生

物因子，其中碳源種類、溫度、疏水性作用力、凡得瓦力、靜電作用力、微生物

生長階段…等常被拿來討論 (Bossier and Verstraete 1996, Malik et al. 2003)。而微

生物形成聚集體的目的主要是為了更有效率的攝取營養物、作為防禦機制抵抗毒

性物質的進入、或是對抗環境壓力以維持生理機能…等 (Logan and Hunt 1988, 

Chang and Su 2003, Sannasi et al. 2009)。現今微生物聚集現象常被應用於廢水處

理、生物薄膜…等方面。而微生物聚集現象的形成對於石油碳氫化合物的生物復

育有以下 2 點優點：(1) 促進微生物接觸及降解污染物，(2) 被包覆的碳氫化合

物能以物理方式來移除並作下一步的處理 (Sayavedra Soto et al. 2006)。 

  

本研究中所使用的菌株 Rhodococcus erythropolis NTU-1，其所屬菌屬

Rhodococcus 在很多研究中皆顯示其具有聚集的能力。Iwabuchi 等學者測試 53

株不同名稱的 Rhodococcus 菌種發現，包含 R. erythropolis 在內的 34 個菌株會在

培養過程中發生細胞聚集現象，形成結塊並沈到培養基底部 (Iwabuchi et al. 

2003)。 
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由 2.5.2 節中，我們知道 R. erythropolis 菌株的細胞表面含有 40%的 mycolic 

acids，所以表面能呈現高度的疏水性，而疏水性質會隨著碳源種類、細胞生長階

段…等因素影響。文獻中也指出，細胞的疏水性是主導微生物貼附現象的原因之

一 (Olofsson et al. 1998)。另外，R. erythropolis 菌株在利用低水溶性的碳氫化合

物作為碳源時，往往會分泌生物界面活性劑，其成份大多為醣脂類或脂肪酸，若

這些物質存在於細胞表面，可使細胞表面的疏水性增強，若釋放到培養基中則能

降低油-水之間的表面張力，使碳源的攝取更加容易 (Lang and Philp 1998)。 

  

文獻中也提到，R. erythropolis 能分泌出生物絮凝劑，對許多懸浮物能產生

絮凝作用 (flocculation)。Takeda 等學者利用從自然界分離出的 R. erythropolis S-1

菌株，在以葡萄糖為碳源的條件下能產生蛋白質類的絮凝劑 NOC-1，NOC-1 具

有強而廣泛的絮凝活性，且有應用範圍廣、不會造成二次污染、生產成本相也相

對於人工合成的絮凝劑低…等優點 (Takeda et al. 1991)。其他能生產絮凝劑的菌

株還有 Paecilomyces (Takagi and Kadowaki 1985)、Klebsiella pneumonia (Nakata 

and Kurane 1999)、Citrobacter (Fujita et al. 2000)、Bacillus mucilaginosus (Deng et 

al. 2003)…等。 

 

由以上資料可知，Rhodococcus菌屬細胞表面除了原本具有脂質、mycolic acid

以外，在以碳氫化合物培養的過程中還會累積脂肪酸或是醣脂質於細胞表面，或

是釋放出這些界面活性劑及生物絮凝劑於環境中，使其表面更加具疏水性且更能

與疏水性碳氫化合物接觸，故 Rhodococcus 菌屬在利用碳氫化合物時，細胞常會

有聚集現象的產生 (Bouchez-Naitali et al. 2001)。例如表面為疏水性的菌株 R. 

erythropolis S+14He，其在利用正十六烷的過程中，細胞會聚集形成結塊並懸浮

在培養基的表面上 (Kim et al. 2002)。 

  

 除了細胞表面的疏水性是形成聚集現象的原因之一，細胞表面電荷對於微生
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物的聚集現象也有很大的影響。因為溶液中懸浮粒子的穩定性、吸附力與凝聚力

等現象都可能與其表面電荷有關，因而細胞表面電位 (zeta-potential) 的測量常被

應用於膠體、生物、高分子…等研究中。在微生物利用碳氫化合物的系統中，可

以將細胞與疏水性碳氫化合物視為微小的帶電粒子，並觀察兩者在不同條件下的

靜電作用力，影響靜電作用力的因素可能有 pH 值、離子強度、溫度、細胞密度、

油滴大小及細胞特性…等 (Wiacek 2007)。例如，Sannasi 等人篩選出一株混合菌

株，其能在以酵母萃取物等營養源培養下，產生 exopolymers 或 biopolymers，使

細胞表面帶有羧基、胺基、氫氧基、磷酸基及硫酸鹽…，表面呈負電，故可以吸

附多種帶正電的重金屬 (Cd (II)、Cr (VI)、Cu (II)、Ni (II)、Pb (II) ) 形成聚集體，

並可達到移除廢水中重金屬的目的 (Sannasi et al. 2009)。 

 

本實驗室過去曾測量 R. erythropolis NTU-1 及正十六烷在不同培養基 pH 值

時，表面電位的變化。實驗發現 NTU-1 pH 由 7 降到 2 時，細胞表面的電位會由

－27 mV 上升至－4 mV 左右，而正十六烷隨著 pH 值由 7 降至 2 時，表面電位

會從－30 mV 升到 10 mV 左右 (梁茂實 2007, Liu and Liu 2010)。這個結果代表

著不同 pH 值所造成的離子強度變化會影響 NTU-1 及正十六烷表面的帶電量，

而若表面帶電量絕對值變小的話，油滴與細胞之間的吸附作用會越明顯，有利於

油滴與細胞間的接觸 (Gong et al. 2003, Ly et al. 2006)。文獻指出，當細胞表面電

位值降低或是疏水性增加時，微生物對於碳氫化合物有較高的吸附能力並較易形

成細胞聚集現象 (Bowen et al. 2001, Hua et al. 2003)。舉例來說，Malik 等學者篩

選出的 A. johnsoni S35 菌株，其表面具有相常高的疏水性 (85%對 p-xylene) 及

低表面電位 (絕對值約 5.6 mV) 因而對於許多不形成聚集的菌株有很好的共聚

集效果 (Malik et al. 2003)。 
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2.7 微生物乾燥技術及應用 

 

 許多微生物抗乾燥脫水的能力很強，因此將微生物乾燥脫水，目的是希望能

夠保存菌株，使其在長時間的貯藏後仍具有相當的活性 (Berny and Hennebert 

1991)。本節中，我們將討論將微生物乾燥的技術及應用。在此介紹兩種本研究

中所使用的乾燥方法：冷凍乾燥及烘乾。這兩種方法各有其優缺點及適用性，因

此我們需考量每一種微生物特性及應用性來選擇最適合的乾燥方法。 

 

2.7.1 冷凍乾燥 (Freeze-drying)  

 

冷凍乾燥的原理是指將含有大量水分的物質預先置於低溫下冷凍成固體，接

著在真空的環境下使冰直接昇華除去水分而達到乾燥的目的。冷凍乾燥技術除了

應用在微生物的保存以外，其他在化學、食品工業、製藥工業或科學研究上都有

很大用途。而其中對於含有生物活性的物質及生物藥品的應用最為普遍。 

 

一般來說，人們使用冷凍乾燥技術的原因，主要是因為其具有以下幾點優

點： 

(1) 因為是在低溫下進行，所以適合用於一些對熱特別敏感的物質，例如蛋白質、

微生物，使其不易因為溫度過高而失去活性。 

(2) 低溫乾燥時，物質中揮發性成分的損失小，很適合用於一些化學產品、藥品

及食品的乾燥。 

(3) 冷凍乾燥後物質的體積不變，保持原來結構，不會有濃縮的現象產生，且產

品疏鬆多孔，易於溶解而回復到原來的狀態。 

(4) 真空下進行，故氧氣少，使易氧化物質得到保護。 

(5) 能將 95 ~ 99%的水分移除，使乾燥後的產品能夠長期保存、不易變質。 
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然而冷凍乾燥也有以下幾點缺點： 

(1) 冷凍乾燥過程中所需時間較長，且需消耗大量的能量。 

(2) 冷凍或乾燥過程中，可能會破壞生物體細胞膜及敏感蛋白質結構。 

(3) 成本較高故適用於高單價、高品質的產品。 

(4) 貯存過程中，若沒有慎選保存的容器及存放環境，會造成產品容易吸濕、氧

化、脆裂或變質的現象產生。 

 

接下來我們主要將介紹微生物的冷凍乾燥應用，探討冷凍乾燥對微生物的傷

害、保護劑的添加及凍乾後貯存的安定性。 

 

2.7.1.1 冷凍乾燥對菌株的影響 

 

 一般微生物冷凍乾燥的步驟如圖 2.7.1.1-1 所示。冷凍乾燥的過程對微生物產

生的影響可分成兩個部分，即冷凍傷害及乾燥傷害 (Souzu 1999)。冷凍過程中，

細胞內會有冰晶 (ice crystals) 形成且會使細胞質中殘餘部分濃度增大，引起細

胞內 pH 值及離子強度改變，提高有害化學反應的產生，使蛋白質產生變性及細

胞膜遭受破壞 (Bozoglu et al. 1987, 徐致遠等 2006)。另外，微生物冷凍的速率會

與細胞存活率有關，若冷凍速率緩慢時，產生冰晶較大，易使細胞膜破裂，造成

細胞死亡；快速冷凍產生的冰晶較小，故對細胞的傷害也較少。然而大的冰晶較

容易升華，小冰晶則不容易，故選擇一個適當的冷凍速率也是一個需考量的因素。

還有文獻指出，微生物的耐凍性與細胞膜上關鍵蛋白質性質有關，且與細胞膜上

脂肪酸組成有關，高含量的不飽和脂肪酸的抗凍性較佳 (Gilliland and Speck 1969, 

Goldberg and Eschar 1977)。 
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 乾燥對於微生物的傷害則是由於乾燥過程中，微生物細胞表面失水過快，易

破壞水分子保護層，影響細胞上親水性的大分子，造成細胞生物活性的損害，也

會產生自由基使脂質或蛋白質發生氧化反應 (Selmer Olsen et al. 1999)。另外，革

蘭氏陽性菌 (如 Brevibacterium flavum、Corynebacterium acetoacidophilum…等) 

乾燥後的存活率較革蘭氏陰性菌 (如 Saccharomyces cerevisiae) 來得高，主要與

其細胞表面結構有關 (Rudge 1991, Pembrey et al. 1999)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2.7.1.1-1 微生物冷凍乾燥的步驟示意圖 (Morgan et al. 2006)。  
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2.7.1.2 冷凍乾燥時保護劑的添加 

 

 由上一小節我們知道冷凍及乾燥的步驟對於微生物可能會造成傷害，而其他

影響冷凍乾燥後細胞存活率的因素還有微生物生長條件 (Palmfeldt and 

Hahn-Hagerdal 2000)、初始菌體濃度 (Bozoglu et al. 1987)、保護劑種類 (De 

Valdez et al. 1983)、復水條件 (Sinha et al. 1982)。其中以保護劑的種類對於微生

物冷凍乾燥後的存活率影響最為顯著 (Zhao and Zhang 2005)。 

 

許多微生物若只加入去離子水或緩衝溶液並進行冷凍乾燥，存活率大多不高，

例如 Lactobacillus brevis 及 Oenococcus oeni 加入磷酸鹽緩衝溶液後進行冷凍乾

燥後的存活率只有 8.7%及 7.2%，若加入 10%海藻糖為保護劑時，存活率可提高

到 56.8%及 40.2%(Zhao and Zhang 2005)。因此，保護劑的添加對於微生物冷凍

乾燥後存活率多寡扮演著重要的角色。保護劑的種類很多，而保護的效果也會隨

著菌株的不同而有所差異 (De Valdez et al. 1983)。一般來說，一個好的保護劑必

須有以下的特點：提供微生物在低溫冷凍及乾燥時良好的保護、無毒性、容易乾

燥、凍乾後容易溶解、貯存時能維持其穩定性。表 2.7.1.2-1 為一些保護劑的選擇

使微生物在冷凍乾燥及貯存的過程中能維持高存活率。 
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表 2.7.1.2-1 使微生物在冷凍乾燥及貯存的過程中仍可維持高存活率的保護劑選

擇 (LAB: lactic acid bacteria) (Carvalho et al. 2004)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

接下來將針對常見保護劑的種類及保護機制作個介紹： 

(1) 糖類： 

 糖類又可分為單糖 (如葡萄糖、果糖)、雙糖 (如蔗糖、乳糖、麥芽糖、海藻

糖) 及多糖類 (如聚乙二醇、麥芽糊精)。其中又以雙糖類的蔗糖及海藻糖對大部

分菌株保護的效果最好 (Rudolph and Crowe 1985, Leslie et al. 1995, Morgan et al. 

2006)。目前糖類的保護機制主要可分為以下兩種假說。 

 

 水替代假說：由於糖類表面含有大量氫氧基 (－OH)，在凍乾過程中糖類的

氫氧基可與細胞膜上蛋白質中的極性基團形成氫鍵，進而代替蛋白質極性基

團周圍的水分子，使蛋白質表面形成一層水化膜，可避免氫鍵連接位置曝露

於環境中，穩定蛋白質的結構和功能，因而不會在冷凍及乾燥失水的情況下

變性 (Leslie et al. 1995 , 徐致遠等 2006)。此外，糖類的氫氧基也能與水分
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子結合，避免細胞內外冰晶的產生 (Burke 1986)。 

 玻璃態假說：含足夠濃度的糖溶液在乾燥過程中，糖類不會形成結晶，而會

形成玻璃態的糖-水混合物。此狀態下，物質兼有固體及流體的行為，黏度

高，且分子擴散係數低，因而具有黏性的保護劑會包圍在蛋白質分子周圍，

形成一種結構上與冰相似的碳水化合物玻璃體，可維持蛋白質的三級結構，

進而達到保護作用。研究指出，單糖、雙糖、多氫氧基化合物及結構蛋白質

皆能有玻璃化行為，只是玻璃轉化溫度各不相同 (Israeli et al. 1993)。 

 

(2) 多元醇： 

 包含甘露糖醇、山梨醇、木糖醇…等。多元醇表面具有 5 個以上的氫氧基，

能與微生物表面的自由基作聯結，也可與膜上蛋白質形成氫鍵取代水，維持蛋白

質的穩定性 (Moriche 1970, Hanafusa 1985)。Efiuvwevwere 等學者的研究發現乳

酸菌的冷凍乾燥中以甘露糖醇為保護劑的存活率較高 (Efiuvwevwere et al. 1999)。

Carvalho 等學者則發現，山梨醇能冷凍乾燥過程中提供 L. plantarum 及 L. 

rhamnosus 很好的保護 (Carvalho et al. 2002)。 

 

(3) 胺基酸及蛋白質： 

 谷氨酸、胱氨酸、半胱氨酸、天門冬氨酸及酵母萃取物…等是胺基酸中常被

用來當作保護劑的物質。胺基酸的保護機制被認為是胺基酸上的胺基 (amino 

group) 與菌體蛋白質上的羧基 (carboxyl groups) 能產生反應，穩定了蛋白質結

構(Moriche 1970)。然而 Font de Valdez 等學者指出，半胱氨酸 (Cystene) 的保護

機制主要是避免蛋白質上的硫醇基 (SH groups) 氧化 (De Valdez et al. 1983)。 

 蛋白質類的保護劑主要有脫脂奶粉，其對於微生物的保護效果已被許多研究

證實 (Carvalho et al. 2002, Abadias et al. 2001)。脫脂奶粉溶於水中易形成過冷狀

態的溶液，使溫度在凝固點以下時溶液中溶質濃度較小，蛋白質較不易變性，且

脫脂奶粉中的乳清蛋白可在細菌表面形成蛋白膜、固定冷凍乾燥後膜上的蛋白質，
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避免菌體的曝露及傷害 (Champagne et al. 1991)。 

 

(4) 其他物質： 

 其他常被用來作為冷凍乾燥的保護劑還有抗壞血酸 (ascorbic acid)、谷胺酸

鈉 (monosodium glutamate) (Teixeira et al. 1995)、谷胺酸鹽、檸檬酸、維生素 C…

等。 

 

2.7.1.3 冷凍乾燥後菌株貯存之安定性 

 

除了希望冷凍乾燥後的菌體能有高存活率以外，我們也希望在長期的存放後，

微生物能仍保持其活性。最容易影響乾燥後菌體的存活率為以下幾種物質：氧氣、

水氣、光、微生物污染及高溫 (Morgan et al. 2006)，因此乾燥後微生物包裝形式

及貯存環境溫度的選擇就顯得相當重要。 

 

(1) 包裝形式： 

 研究指出，將乾燥後的微生物存放於真空或是墮性氣體中，可讓微生物在貯

存過程中維持其存活率 (Yang and Sandine 1979)。一般用來裝乾燥後菌體的容器

有安瓶 (ampoules or glass vials) 及高阻隔塑膠袋 (high barrier plastic bags)，其可

避免外界氣體的進入及微生物污染。貯存過程中，若有水氣及氧氣進入易使產品

回溶或發生其他反應使菌體死亡 (Costa et al. 2002)。此外氧氣也可視為自由基，

當自由基累積或擴散至細胞，易使細胞膜上脂質產生氧化反應 (membrane lipid 

oxidation) 且微生物無法代謝，故會對微生物造成不可逆的傷害 (Bozoglu et al. 

1987)。 

 

(2) 貯存溫度 
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 許多文獻指出，存放溫度的高低對於乾燥後菌體的存活率扮演著一個非常關

鍵的角色 (Teixeira et al. 1995, Abadias et al. 2001)。一般乾燥後菌體存放於較低

溫度時，細胞狀態較穩定，可降低細胞膜上脂肪酸的氧化反應、延緩蛋白質的變

性，因而存活率也會較高 (Castro et al. 1995)。 

 

2.7.2 烘乾之原理及應用 

 

 2.7.1 節中我們介紹了冷凍乾燥的技術及應用，其很適用於特定微生物的保

存。接下來我們則簡介烘乾的原理及應用。烘乾是指將物品放置溫度較高的環境

下，藉由高溫熱空氣來移除掉物品中的水分，溫度越高則水分的蒸發速率與擴散

速率均會增加，使樣品能快速乾燥。 

 

一般來說，烘乾不適用於微生物的乾燥，因為除了一些能耐高溫的菌株以外，

許多微生物無法在高溫的情況下生存。文獻中指出，微生物大多含有對熱較敏感

的蛋白質，蛋白質為細胞膜、細胞質的重要成分之一，其在高溫下容易產生變性，

使細胞膜及細胞質構造改變，生物代謝功能喪失，因而微生物無法生存 (方鴻源 

1999)。且利用高溫烘乾易使產品體積縮小，質地變硬，不易溶於水中。另外，

高溫的情況下也使細胞膜上的脂質溶解，造成細胞結構硬度之喪失及細胞內容物

的流失。若細胞膜上飽和脂肪酸含量越高則熔點會較高，較能耐高溫；不飽和脂

肪酸含量較多時熔點較低，故可耐低溫。 

 

由此可知，烘乾方法較適合用來乾燥無生命且不易變質的物品，或是用來殺

菌。本研究中採用烘乾的方法來乾燥微生物，主要是因其生命活性的存在與否對

於在實驗中表現出來的效果沒有太大的影響，且利用烘乾的方法來乾燥物品較冷

凍乾燥的方法來得快速簡易，成本也較低。  
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第三章 實驗材料與方法 

  

這個章節將介紹本研究中所使用的菌株來源、儀器和藥品，同時也會詳細的

列出實驗的方法流程、配製藥品的條件及儀器參數的設定，以供之後實驗同學參

考。 

 

3.1 實驗菌株 

 

  本實驗中所使用的菌株最早是由實驗室人員 (盧曉鳳 2000) 從桃園縣中

油採集之生物污泥槽廢水，接著以異十九烷和萘馴養，篩選純化後所得到的混合

菌種 (mixed culture)，將之命名為 TN-4 混合菌株。TN-4 混合菌株具有運動性且

在平板培養基上菌落呈現暗黃色。經過一連串培養和挑選後發現 TN-4 混合菌株

是由三種菌株組成。接著委託食品工業發展研究所進行 16SrDNA 序列分析和鑑

定，得到這三種菌株最接近 Bacillus fusiformis、Ochrobactrum sp.及 Rhodococcus 

erythropolis (本實驗室將之命名為 Rhodococcus erythropolis NTU-1，以下簡稱為

NTU-1)。 

 

 本實驗室在之前的實驗中指出 (張緯農 2003)，TN-4 混合菌株具有明顯包覆

和降解異十九烷 (pristane) 的現象，但是若以 Bacillus fusiformis 及 Ochrobactrum 

sp.這兩種菌株在以烷類為唯一碳源的條件下培養，發現這兩株菌都沒有生長的

情形發生，由此可知 TN-4 混合菌株中主要能分解及包覆異十九烷的菌株為

Rhodococcus erythropolis NTU-1。而接下來本研究將探討 NTU-1 的細胞聚集現象

對於烷類生物復育過程中的應用。 
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 Rhodococcus erythropolis NTU-1 為好氧、不具運動性的革蘭氏陽性桿菌，在

計數平板培養基上呈現表面光滑且顏色為淡粉紅色的菌落。若由顯微鏡觀察可看

到 NTU-1 外觀呈現大小約為 2~3 μm 的桿狀細胞，且在營養液中會有互相糾結靠

攏的情形，如照片 3.1-1 所示。另外，食品所鑑定報告顯示，NTU-1 的細胞壁含

有 meso-DAP 與 mycolic acids，細胞中含 galactose 及 arabinose 等醣類，主要脂

肪酸成分為直鏈 C16:0 及 C18:0 (食品工業發展研究所告)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

照片 3.1-1 顯微鏡下的 Rhodococcus erythropolis NTU-1 

  

4 μm 
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3.2 培養基組成與配製 

 

3.2.1 液態礦物培養基 

     

 微生物培養實驗中，液態礦物培養基 (mineral salt medium, MSM) 提供微生

物生長所需的養分，包含碳源、氮源、無機性養分及去離子水，表 3.2.1-1 為液

態礦物培養基的配製條件及組成。 

 

(1) 碳源 (carbon source) 

 碳源在微生物培養中主要的功能為形成細胞之碳水化合物、脂質、蛋白質或

是成為代謝產物。本實驗中所使用碳源以正十六烷 (n-hexadecane) 為主，NTU-1

能夠在降解代謝正十六烷的過程中產生聚集現象，可加速烷類的移除。 

 

(2) 氮源 (nitrogen source) 

 氮源也是微生物生長的必要營養源之一，其主要功能除了成為代謝產物以外，

還有形成細胞之蛋白質及核酸。氮源又分為有機氮化物或無機氮化物，本實驗採

用無機氮化物中的硫酸銨 ((NH4) 2SO4) 來作為微生物生長所需氮源。 

 

(3) 無機性養分 

 無機性養分包含了硫、磷、鉀、鎂、鈣、鐵、鈉、氯…等元素，是除了碳源、

氮源及水分以外讓微生物生長及作為酵素輔助因子的重要成分。實驗中使用了氯

化鈉 (NaCl)、硫酸鎂 (MgSO4．7H2O) 及磷酸二氫鉀 (K2HPO4) 作為無機性養

分來源。其中，NaCl 還能調節培養基的滲透壓，供細胞良好的生長環境。K2HPO4

除了提供細胞生長所需磷、鉀來源外，也能提供礦物培養基酸鹼值的緩衝能力，

避免微生物降解碳氫化合物時產生的代謝物造成酸鹼值劇烈變化而影響微生物
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的生長。 

 除了以上介紹的幾種無機性養分以外，實驗中也添加了微量元素，它們能作

為酵素的輔助因子，雖然所需的量很少，但也不能缺乏。加入的三種微量元素分

別為硫酸鐵 (FeSO4．7H2O)、氯化錳 (MnCl2．4H2O) 及硫酸鋅 (ZnSO4．7H2O)，

其配製組成如表 3.2.1-2 所示。 

 

液態礦物培養基配置方法依序如下： 

(1) 秤取表 3.2-1 所列之化合物加入 1 L 的去離子水中，並加入表 3.2-2 所配制好

的 Trace salt 溶液 1 mL，均勻攪拌溶解。 

(2) 使用濃度為 1 N 的鹽酸溶液 (HCl) 或氫氧化鈉溶液 (NaOH) 調整培養基至

實驗條件所需酸鹼值。 

(3) 以量筒量取 100 mL 液態礦物培養基分別倒入 250 mL 的錐形瓶中，加入透氣

篩後置入高壓滅菌釜中，以 121℃、15 psi 的條件進行滅菌 20 分鐘。 

(4) 待其冷卻降溫後，置入無菌操作台再依不同實驗條件進行下一步的操作。 
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表 3.2.1-1 液態礦物培養基組成表 

NaCl 1.0 g 

K2HPO4 1.0 g 

MgSO4·7H2O 0.2 g 

 (NH4)2SO4 1.0 g 

Trace salt solution 1.0 mL 

Deionized water 1 L 

 

 

 

表 3.2.1-2 Trace Salt Solution 組成表 

FeSO4·7H2O 1.0 g 

MnCl2·4H2O 1.0 g 

ZnSO4·7H2O 1.0 g 

Deionized water 1 L 
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3.2.2 菌株保存培養基 

 

 本實驗以異十九烷作為固態菌株保存培養基的碳源，以維持 NTU-1 分解碳

氫化合物的能力。異十九烷固態保存培養基的組成如表 3.2.2-1 所示，配製方法

如下： 

(1) 將表 3.2.2-1 中所示的化合物加入去離子水後，均勻攪拌使其溶解。 

(2) 使用濃度為 1 N 的鹽酸溶液 (HCl) 或氫氧化鈉溶液 (NaOH) 調整培養基酸

鹼值至 7，置入滅菌釜中滅菌 20 分鐘。 

(3) 取出放入無菌操作台並加入異十九烷，搖晃使其分布均勻並分裝至 8 cm 的

培養且中。 

(4) 待其冷卻並靜置約 2 小時後除去多餘霧氣水分，以 parafilm 密封，並置於 30

℃烘箱中保存。 

 

 

 

 

表 3.2.2-1 菌株保存培養基組成表 

Pristane 750 μL 

Agar powder 24.0 g 

K2HPO4 1.0 g 

MgSO4·7H2O 0.2 g 

 (NH4) 2SO4 1.0 g 

NaCl 1.0 g 

Trace salt solution 1.0 mL 

Distilled water 1 L 
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3.2.3 菌株活化培養基 

 

 本實驗利用 Nutrient Broth (簡稱NB，成分比例為 62.5% peptone 與 37.5% beef 

extract) 營養液作為活化菌株的液態培養基。其配置方法依序為： 

(1) 1 L 的去離子水中加入 8 g 的 NB 粉末，均勻攪拌使其溶解。 

(2) 量取 100 mL NB 菌株活化培養基，分別倒入 250 mL 的錐形瓶，置入高壓滅

菌釜中進行滅菌 20 分鐘。 

(3) 待其冷卻降溫後，置入無菌操作台進行實驗操作。 

 

3.2.4 計數平板培養基 

 

 本實驗使用的計數平板培養基成分為 Nutrient Agar (簡稱為 NA)，配製條件

如下： 

(1) 於每1 L去離子水中加入20 g的NA粉末，攪拌溶解後置入滅菌釜以121℃、

15 psi 進行滅菌 20 分鐘。 

(2) 取出置入無菌操作台，待其溫度降至40~50℃ (NA溶液熔點約為 35℃) 後，

分裝至 8 cm 的培養且中。 

(3) 靜置約 2 小時冷卻並除去多餘霧氣水分，以 parafilm 密封。 

(4) 接著將其放入 30℃烘箱中，經過 2 天後若沒有長出其他微生物的菌落，代

表沒有被污染，即可保存或使用。  



 

60 
 

0 5 10 15 20 25 30 35 40
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

2.0
 

 

O
D

60
0

Incubation time (hr)

3.3 實驗方法 

 

3.3.1 菌株的活化及生長曲線 

 

(1) 取出存放於 4℃冰箱中的固態菌株保存培養基放入無菌操作台，利用以酒精

燈消毒的白金接種環取出固態培養基上的 NTU-1 菌落，接種至 3.2.3 節中配

置好的 NB 營養液中。 

(2) 將接種好的 NB 營養液瓶口以酒精燈消毒，並以 parafilm 密封，置放於 30

℃迴旋式恆溫培養箱下培養，轉速為 100 rpm。 

(3) 開始培養後，每 1 個小時取出 2 mL 測量 OD600 值，以無菌的 NB 培養液作

為對照組，將測得的 OD600 值相減後對培養時間作圖，即可得到 NTU-1 的

生長曲線，如圖 3.3.1-1 所示。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 3.3.1-1  NTU-1 菌株在 Nutrient Broth (NB) 營養液中的生長曲線。 
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3.3.2 礦物培養基菌液製作 

 

礦物培養基菌液 

 

(1) 步驟同 3.3.1 節所示，以白金接種環取出菌株保存培養基上的 NTU-1 菌落，

接種至 NB 營養液中，在 30℃、100 rpm 的條件下進行活化培養。經過 18 ~ 

20 小時，菌株生長至穩定期初期後停止培養。 

(2) 將活化菌株後的 NB 培養液以 15℃、4800 rpm 的條件下離心 15 分鐘，之後

在無菌操作台內移除離心後的上清液。 

(3) 此時再加入相同體積無菌 MSM 礦物培養基 (如 3.2.1 節中配置)，充分搖晃

使底部細胞再次懸浮並達到清洗的目的。接著以同樣條件離心 15 分鐘，離

心完成後於無菌的環境下移除上層礦物培養基。 

(4) 最後在濃縮的 NTU-1 細胞中加入適量的無菌礦物培養基，充分搖晃使其均

勻懸浮，測量 OD600 吸收值，將 OD600 值控制在 1 左右即完成 NTU-1 液態

礦物培養基菌液。本研究中即以此作為正十六烷生物復育實驗中的植菌來

源。 

 

細胞生菌數之測定 

 

(1) 取上一部分製作完成的 NTU-1 液態礦物培養基菌液 (OD600 值約為 1)，以無

菌礦物培養基進行連續稀釋，將濃度稀釋為原本濃度的 10-1、10-2、10-3…10-7

至所需倍率，通常為 10-5 ~ 10-7 倍。 

(2) 分別取出 50 μL 稀釋液，以無菌玻璃勾環均勻塗抹在 NA 計數平板培養基上 

(配置方法如 3.2.4 節)，接著利用 parafilm 將其密封。使用後的玻璃勾環以酒

精潤洗後再用酒精燈殺菌，以供下一次塗菌用。 
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(3) 將密封的 NA 計數平板培養基置放於 30℃培養箱中， 2 天後觀察計算生長

的菌落數。經由換算可知此 OD600 值下每 1 mL 菌液中下有多少活菌。 

(4) 生菌數的計數單位為 CFU (colony-forming units)，是假設一個活菌只會生成

一顆菌落的情況，通常計數平板培養基中的菌落數控制在 30 ~ 200 的範圍內

較準確。 

(5) 上述方法也可測得不同 OD600 值菌液所對照的生菌數。 

(6) 長出菌落的計數平板培養基可存放於 4℃冰箱中，以供之後活化菌株使用。 

 

 

3.3.3 正十六烷之生物降解與生物復育實驗 

 

正十六烷生物復育實驗的流程與各項測定 

 

(1) 將 3.2.1 節中配置好的液態礦物培養基 (pH=7) 取 100 mL 倒入 250 mL 錐形

瓶，此時錐形瓶中依照不同實驗條件可能置入不同孔徑大小及不同折角的篩

網。 

(2) 接著置入滅菌釜以 121℃、15 psi 的條件下滅菌 20 分鐘。待其冷卻並噴灑

75%酒精後置入無菌操作台，滅菌後的液態礦物培養基 pH 值會降至 6.8。 

(3) 以酒精燈將錐形瓶口殺菌後，依照實驗條件以微量滴管加入 200 μL 的正十

六烷及 5 mL 的 NTU-1 液態礦物培養基菌液，此時初始 NTU-1 細胞量 OD600

值約為 0.05 (初始細胞密度約 0.035g/L)。 

(4) 完成植菌動作後同樣以酒精燈將瓶口殺菌，並以 parafilm 封住瓶口。接著依

不同實驗條件將培養錐形瓶放入往復式恆溫震盪水槽或是迴旋式恆溫培養

箱中，以溫度 30℃、轉速 100 rpm 的條件進行培養。 
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(5) 實驗進行至 20、32、44、56 及 68 小時後，取出幾瓶錐形瓶停止培養，拍照

記錄細胞生長外觀的變化，並進行培養基酸鹼值的測量。 

(6) 若培養過程中NTU-1產生細胞聚集現象，則利用60 mesh的濾網 (孔徑大小：

0.246 mm) 進行菌塊與培養基液體的分離，並量測培養基液體的 pH 值。分

離後的菌塊以去離子水加入至初始反應體積 100 mL。 

(7) 完成分離及 pH 值量測後，每組錐形瓶中加入 30 mL 的乙酸乙酯進行殘餘培

養基或細胞顆粒內包覆正十六烷的萃取，同時也加入 100 μL 的正十二烷作

為 GC 氣相層析儀量測的內標準品。 

(8) 接著用不透氣矽膠塞將瓶口塞住並以 parafilm 密封後，均勻的搖晃以混合水

相及有機相，接著放入 30℃的培養箱中靜置萃取，約 2 個小時後取出上層

有機相溶液 2 mL 加入微量試管中保存。若沒有要馬上利用 GC 量測的話，

可存放至－20℃冰箱中，以避免有機相揮發過快造成日後量測上的誤差。 

(9) 萃取且完成保存有機相溶液的步驟後，利用烘乾後的濾紙 (ADVANTEC 

GF-75, 厚度：0.35 mm, 孔徑大小：0.3 μm) 進行抽氣過濾，使細胞留在濾

紙上，過濾完成後將濾紙放入 80℃烘箱中約 24 小時，待其乾燥後取出置放

於室溫下 1 小時回溫並秤重，測得的重量再減去初始濾紙重則可得到 NTU-1

細胞乾重，並可換算成細胞密度。 

(10) 步驟 (8) 中保存於微量試管的萃取液以微量注射針取出 2 μL，利用氣相層

析儀 (GC) 分析正十六烷的含量。將積分軟體所顯示的波峰面積對照校正曲

線，經過換算可得不同培養時間及實驗條件下的培養基殘餘及 NTU-1 細菌

結塊中正十六烷的量。 
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正十六烷校正曲線 

 

(1) 利用微量滴管取 50、100、150、200 μL 的正十六烷 (n-hexadecane) 各加入

含 100 mL 礦物培養基的錐形瓶中，同時各加入 100 μL 的正十二烷 

(n-dodecane) 作為內標準品。 

(2) 取 30 mL 的乙酸乙酯 (ethyl acetate) 分別倒入錐形瓶中，並以矽膠塞密封。

均勻搖晃後置放於 30℃下進行萃取， 2 小時後取出上層有機液約 2 mL 存

放於微量試管中。 

(3) 以微量注射針取出 2 μL 溶液並以氣相層析儀進行分析正十六烷的含量，將

積分面積與濃度作圖可即可得到正十六烷的校正曲線，如圖 3.3.3-1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 3.3.3-1 正十六烷在氣相層析儀中之校正曲線 
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氣相層析儀之條件設定 

 

 型號： Perkin Elmer Autosystem 

 管柱： 填充物材質 fused silica capillary column、管長 30 m、內直徑 0.53 mm、

填充物膜厚 0.25 μm。 

 偵測器：FID 

 氣體流量：空氣 450 mL/min、氫氣 45 mL/min 

 載運氣體 (carrier gas)：氮氣 5 mL/min 

 爐溫 (oven temperature) 變化：起始溫度 80℃，停留 2 分鐘後以 40℃/min

的速率升溫至 280℃後停留 2 分鐘。 

 注入器溫度 (injector)：250℃ 

 偵測器溫度 (detector)：300℃ 

 積分軟體：ABDC Chrommanager Multisystem 層析總管，立行科技有限公司 

 

 

3.3.4 以 NB 培養的 NTU-1 進行冷凍乾燥及其存活率測試 

 

(1) 以下每項操作步驟皆在無菌的條件下進行。將菌株保存培養基上的 NTU-1

菌落以白金接種環取下並放入 0.8 % (w/v) NB 營養液中。接著置放於 30℃、

100 rpm 迴旋式恆溫培養箱中進行活化培養。 

(2) 經過 20 小時後停止培養，此時為 NTU-1 生長期的穩定期初期。接著利用冷

凍離心機，以 15℃、4800 rpm 的條件下進行離心 15 分鐘。離心完成後分離

上清液並加入同體積的無菌去離子水進行清洗。 

(3) 接著以同樣的條件進行離心 15 分鐘。離心完成後，分離上層去離子水而得

到下層濃縮的 NTU-1 細胞。 
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(4) 將配置好不同濃度的無菌保護劑溶液加入濃縮的 NTU-1 細胞，以加入去離

子水的組別作為對照組，均勻搖晃讓在底部的 NTU-1 懸浮於溶液後靜置 10

分鐘，靜置 10 分鐘的目的是使細胞重新適應環境。另外，若保護劑為糖類

的話，可利用 0.22 μm 孔徑的濾膜來除菌。 

(5) 測量含保護劑 NTU-1 溶液的 OD600 值，並將其值控制在 2 左右。接下來以

3.3.2 節中所介紹的計數平板培養基來測量初始的 NTU-1 活菌數 (約在 0.54 

~ 1.49 × 109 CFU/mL 的範圍內)。 

(6) 接著將含保護劑NTU-1溶液以微量吸管吸取 5 mL放入真空玻璃瓶 (總體積

10 mL)，並置入－20℃的冰箱中冷凍 24 小時。 

(7) 經過 24 小時後，將其取出並放入真空冷凍乾燥機中進行真空乾燥 24 小時。

真空冷凍乾燥機設定條件：溫度－50℃以下、壓力小於 100 mTorr。 

(8) 冷凍乾燥步驟完成後，於真空的環境將真空瓶密封，使乾燥的 NTU-1 處於

真空的環境下。接者依不同實驗條件存放於－20、4、30℃下 0、10、30 天。 

(9) 經過不同實驗條件下的存放後，取出含乾燥 NTU-1 的真空瓶並放入無菌操

作台內。接著進行復水的動作，加入液態礦物培養基 (MSM) 至其初始體積

5 mL，復水完成後置放於 30℃、100 rpm 的迴旋式培養箱中搖晃 10 分鐘，

搖晃 10 分鐘的目的是為了讓 NTU-1 恢復活性，且不會因為搖晃時間太長而

使 NTU-1 開始繁殖影響實驗結果。 

(10) 搖晃 10 分鐘後，同樣利用 3.3.2 節中所介紹的計數平板培養基計算活菌數的

方法來測量復水後NTU-1的生菌數。乾燥後NTU-1的存活率計算式子如下：

NTU-1 存活率 (%) = 
乾燥 ୒୘୙ିଵ復水後的濃度	ሺిూ౑ౣై ሻ	
乾燥前初始 ୒୘୙ିଵ濃度	ሺిూ౑ౣై ሻ	 ൈ 100 
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3.3.5 以正十六烷培養的 NTU-1 細菌結塊進行冷凍乾燥 

 

不同於 3.3.4節中以NB培養的NTU-1是以自由的細胞狀態 (free cells) 均勻

的存在於溶液中。這一節所使用的 NTU-1 是利用正十六烷培養後所呈現細胞聚

集體 (cell aggregates or biofloccules) 的狀態來進行冷凍乾燥。 

 

(1) 同 3.3.3 節中所介紹的正十六烷生物復育實驗步驟 (1) ~ (4)，NTU-1 以 2000 

ppmv 的正十六烷培養 3 天，此時 NTU-1 已形成細胞聚集體並將大量正十六

烷包覆於其中。 

(2) 利用 14 mesh 篩網 (1.18 mm) 將 NTU-1 菌塊與培養基分離，並將 NTU-1 菌

塊放入 10 mL 的真空瓶中，接著依不同實驗條件加入不同濃度及成份的無

菌保護劑溶液。每 10 mL 的真空瓶中約加入 2 ~ 3 瓶反應錐形瓶產生的

NTU-1 菌塊，並各加入 5 mL 的保護劑溶液，使 NTU-1 菌塊重量與保護劑

的重量比值約為 0.1 左右 (詳細原因如 4.3.2 (1) 部分所示)。 

(3) 將保護劑與 NTU-1 菌塊劇烈搖晃使結塊分散並均勻混合後放入－20℃冰箱

中冷凍 24 小時。 

(4) 經過 24 小時後，將其取出並放入真空冷凍乾燥機中進行真空乾燥 24 小時。

真空冷凍乾燥機設定條件：溫度－50℃以下、壓力小於 100 mTorr。 

(5) 冷凍乾燥步驟完成後，於真空的環境將真空瓶密封，使乾燥的 NTU-1 處於

真空的環境下。接者依不同實驗條件存放於－20、4、30℃下 0、10、30 天。 

(6) 冷凍乾燥後的 NTU-1 菌塊能作為正十六烷生物復育的植菌來源，詳細步驟

參照 3.3.7 節。 
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3.3.6 烘乾以正十六烷培養的 NTU-1 細菌結塊 

 

(1) 同 3.3.3 節中所介紹的正十六烷生物復育實驗步驟 (1) ~ (4)，NTU-1 以 2000 

ppmv 的正十六烷培養 3 天，此時 NTU-1 已形成細胞聚集體並將大量正十六

烷包覆於其中。 

(2) 利用 14 mesh 篩網 (1.18 mm) 將 NTU-1 菌塊與培養基分離，將 NTU-1 菌塊

平鋪於直徑 7 公分的鋁箔紙盤上，置入烘箱中進行烘乾。 

(3) 烘乾的溫度測試了 60、80、100、120、160℃，烘乾所需時間分別為 48、15、

6、2、0.5 小時。不同溫度所需乾燥時間不同，對於乾燥後 NTU-1 結塊的表

現也會有影響。 

(4) 烘乾後的 NTU-1 菌塊以勺子刮取下來，放入小血清瓶後置於 30℃培養箱中

進行保存。 

(5) 烘乾後的 NTU-1 菌塊能作為正十六烷生物復育的植菌來源，詳細步驟參照

3.3.7 節。 
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3.3.7 乾燥後 NTU-1 細菌結塊對於正十六烷的包覆與移除 

 

此部分實驗流程大致與 3.3.3 節中正十六烷生物復育實驗相同，主要不同地

方在於將 3.3.3 節中的植菌來源由液態礦物培養基菌液轉換成冷凍乾燥或烘乾後

的 NTU-1 結塊。  

 

(1) 將 3.2.1 節中配置好的液態礦物培養基 (pH = 7) 取 100 mL 倒入 250 mL 錐

形瓶，接著放入滅菌釜以 121℃、15 psi 的條件下滅菌 20 分鐘。待其冷卻並

噴灑 75%酒精後置入無菌操作台，高溫滅菌後的液態礦物培養基 pH 值會降

至 6.8。 

(2) 依照不同實驗目的，以微量滴管添加不同體積的正十六烷至礦物培養基中。

接著依實驗條件加入不同重量的乾燥 NTU-1 結塊 (乾燥 NTU-1 結塊的製備

如 3.3.5 及 3.3.6 節所示)。完成植菌動作後，將培養錐形瓶置入往復式恆溫

震盪水槽，以溫度 30℃、轉速 100 rpm 的條件進行培養。 

(3) 實驗進行至 12、24、36 及 48 小時後，取出幾瓶錐形瓶停止培養，拍照記錄

細胞生長外觀的變化。 

(4) 若培養過程中NTU-1產生細胞聚集現象，則利用60 mesh的濾網 (孔徑大小：

0.246 mm) 進行菌塊與培養基液體的分離，並量測培養基液體的 pH 值。分

離後的菌塊以去離子水加入至初始反應體積 100 mL。 

(5) 接下來步驟如同 3.3.3 (7) ~ (10)。 
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3.3.8 不同條件乾燥下 NTU-1 細菌結塊之細胞表面疏水性測定 

  

本研究中用來測試細胞表面疏水性的方法為參考 Rosenberg 等學者於 1980

年提出的 MATH (microbial adhesion to hydrocarbons)，此為目前最常被使用，操

作也最簡易的方法之一 (Rosenberg et al. 1991)。許多文獻利用此法來測量不同微

生物的細胞表面疏水性，雖然作法會隨著實驗有所修改，但主要皆是利用波長

600 nm 下的吸光值 (OD600) 來作為疏水性的指標，詳細實驗流程如下： 

 

(1) 取出由 3.3.5 及 3.3.6 節中所得到不同處理方法的乾燥 NTU-1 結塊細胞，並

利用 MSM 礦物培養基進行清洗兩次，以移除添加的保護劑或隨著結塊而乾

燥的代謝物。 

(2) 將不同處理方法的乾燥 NTU-1 細胞 (冷凍乾燥或烘乾後的 NTU-1 菌塊) 以

MSM 稀釋，使初始 OD600 值 (ODi) 控制在 0.5~0.8 左右。 

(3) 取 2 mL 稀釋後的 NTU-1 菌液放入塑膠比色管 (cuvette)，接著加入 0.5 mL

的正十六烷。 

(4) 利用試管振盪器劇烈搖晃 1 分鐘後，靜置於 30℃的環境下，每十分鐘測量

一次 OD600 值 (ODa)。 

(5) 所測得的 OD600 值 (ODa) 與初始 OD600 值 (ODi) 可經由計算而得吸收百分

比。本實驗所定義之吸附百分比 Percentage of adhesion (%) =  

(6) 接著以吸附分百比與時間作圖可以得到細胞表面疏水性隨著時間的變化。 

  

100×−

i

ai

OD

ODOD
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3.4 實驗藥品與器材 

 

3.4.1 實驗藥品 

 

本研究中所使用的實驗藥品皆為分析級 (analytical grade, 99% + or 98% 

purity)。 

 異十九烷 Pristane (Sigma-Aldrich, USA)  

 正十六烷 n-Hexadecane (Sigma-Aldrich, USA)  

 正十二烷 n-Dodecane (Sigma-Aldrich, USA)  

 硫酸銨 Ammonium sulfate, (NH4) 2SO4 (J. T. Baker, USA)  

 氯化鈉 Sodium chloride, NaCl (富田製藥株式會社，Japan)  

 磷酸氫二鉀 Di-potassium phosphate, K2HPO4 (Merck, Germany)  

 硫酸鎂 Magnesium sulfate, MgSO4．7H2O (Sigma-Aldrich, USA)  

 硫酸亞鐵 Iron (II) sulfate, FeSO4．7H2O (Riedel-de Haen, Germany)  

 氯化亞錳 Manganese (II) chloride, MnCl2．4H2O (Riedel-de Haen, Germany)  

 硫酸鋅 Zinc sulfate, ZnSO4．7H2O (Riedel-de Haen, Germany)  

 蘇丹紅 Sudan I (Acros, U.S.A)  

 醋酸乙酯 Ethyl acetate, CH3COOC2H5 (HPLC, R.D.H, U.S.A)  

 瓊脂粉 Agar powder (昭和化學株式會社，Japan)  

 營養瓊脂 Nutrient agar (Merck, Germany)  

 營養肉湯 Nutrient broth (DIFCO, France)  

 麥芽糖 Maltose (Merck, Germany)  

 乳糖 Lactose (DIFCO LABORATORIES, USA)  

 甘露糖醇 D-Mannitol (Sigma-Aldrich, USA)   
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3.4.2 實驗儀器 

 

 無菌操作台 (海天)  

 滅菌釜 (Tomin)  

 電子微量天平 (ATX-224, SHIMADZU )  

 微量吸管 (Gilson 0-1000μL)  

 酸鹼測定儀 (HANNA instrument)  

 玻璃電極 (LE409, METTLER TOLEDO)  

 磁力攪拌器 (CORNING)  

 分光光度計 (Spectronic Genesys 20 spectrophotometer)  

 往復式恆溫震盪水槽 (東達)  

 迴旋式恆溫培養箱 (LM-600R, YIH DER)  

 冷凍離心機 (GS-15R Centrifuge, Beckman)  

 烘箱 Circulator Oven (宇田企業有限公司)  

 玻璃纖維濾紙 (ADVANTEC GF-75)  

 抽氣過濾機 Aspirator (AS-3, NEWLAB Instrument)  

 試管振盪器 Mixer (UZUSIO VTX-3000L, LMS)  

 微量注射針 Syringe (10F-GT, SGE Analytical Science)  

 GC 氣相層析儀 (Perkin Elmer Autosystem)  

 冷凍真空乾燥機 (金鳴實業)  

 超音波震碎儀 Sonicator (XL2020, HEAT SYSTEMS)  

 光學顯微鏡 (Nikon)  
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第四章 實驗結果與討論 

 

 石油碳氫化合物廣泛的被利用在人們的生活中，但由於過度不當的使用，對

人類環境造成的污染也日益嚴重，因而有許多處理此污染問題的方法產生。其中，

利用微生物來進行石油碳氫化合物的生物復育是一項成本低且易操作的方法。 

根據之前的研究，NTU-1 在利用長碳鏈烷類 (異十九烷、正十八烷、正十六

烷、正十四烷…) 培養時，除了對長碳鏈烷類有很好的降解能力外，還會在第 40

個小時左右產生 0.1 ~ 2 公分的細菌結塊，把未降解的烷類包覆起來，故能同時

利用生物降解及物理撈除的方式在短時間內把烷類移除 (張緯農 2009)。 

而目前實驗室研究出提早 NTU-1 形成結塊使正十六烷移除效率提升的方法

包含了在培養基中加入 NB (Nutrient Broth)、福馬酸或是於反應器中通入氣體加

速 NTU-1 的生長，因此結塊形成的時間提前了 12 ~ 24 小時，在約 24 ~ 32 小時

間即能移除大量的烷類 (梁茂實 2007, 劉志文 2007)。 

本實驗為延續實驗室人員的研究，探討如何提升及應用 NTU-1 所形成之細

胞聚集體，使長碳鏈烷類能在短時間內快速移除。主要分成以下幾個部分： 

(1) 比較正十六烷生物復育的過程中，往復式及迴旋式培養下正十六烷的移除效

果，並在迴旋式培養下的反應錐形瓶中加入篩網來改善細菌與正十六烷的接

觸形式及正十六烷的分布，進而加速正十六烷的移除。 

(2) 探討以NB (Nutrient Broth) 培養的NTU-1 在冷凍乾燥時加入不同的保護劑、

存放於不同的溫度及時間下，NTU-1 的存活率及生理特性是否受到影響。 

(3) 了解以 NB 培養的 NTU-1 冷凍乾燥後的存活率及降解包覆能力後，進而探

討利用正十六烷培養產生的 NTU-1 菌塊經過冷凍乾燥後的存活率及其對於

正十六烷的移除效果。 

(4) 利用烘乾的方式來乾燥以正十六烷培養的 NTU-1 菌塊，探討烘乾後的

NTU-1 菌塊對於正十六烷的包覆移除效果。 
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4.1 不同搖晃培養對於 NTU-1 生物降解及包覆正十六烷能力的影響

及改進方法 

 

 不同的培養搖晃方式代表著細菌與碳源的接觸及氣體質傳形式的不同，故細

菌生長的狀態也會有所差異。本實驗使用的菌株 R. erythropolis NTU-1，經由實

驗室人員的研究指出，NTU-1 在進行正十六烷生物復育時，隨著時間的增加，

NTU-1 會直接接觸正十六烷並利用降解，細胞表面的疏水性會隨著培養時間而

增強，接著開始形成由細胞與油滴組成的白色棉絮狀聚集體，這些小聚集體再以

正十六烷作為連結，同時以疏水性作用力堆疊成更大的細胞顆粒，且包覆殘餘的

正十六烷而達到很好的移除效率，此即所謂的 NTU-1 細胞聚集現象 (張緯農 

2009)。 

但實驗發現當 NTU-1 與正十六烷間碰撞的方式或是接觸形式不同時，細菌

形成結塊的能力及形態也會被影響。故這個部分的實驗主要在探討利用往復及迴

旋這兩種搖晃培養方式時，NTU-1 降解及包覆正十六烷的效果是否會有所不同，

接著改進迴旋式培養方式下錐形瓶中的構造，以提高 NTU-1 聚集形成結塊包覆

正十六烷的能力，同時配合物理撈除的方式移除大量的烷類。 

 

4.1.1 比較往復式及迴旋式培養下NUT-1對正十六烷生物復育的效果 

 

本實驗中皆以正十六烷為主要培養碳源，主要是因為微生物常以末端氧化的

方式將碳源分解成分子量較低的化合物，而正十六烷的分子結構較單純，故常被

使用來當作生物降解實驗的主要碳源。  

 

實驗條件如下： 

 培養基 pH 值：7  6.8 (滅菌後)  
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 培養基正十六烷濃度：2000 ppmv 

 培養基體積：100 mL 

 培養溫度：30℃ 

 培養形式：往復式恆溫震盪水槽、迴旋式恆溫培養箱 

 培養轉速：100 rpm 

 初始植菌量：5 mL 礦物培養基菌液 (OD600 ≒ 1)  

 分析時間點：20、32、44、56、68 hr 

 

為了了解 NTU-1 在生物降解過程中的行為及特性，以下分別討論培養過程

中培養基酸鹼值變化、NTU-1 的生長趨勢、正十六烷的生物降解量及形成細胞

聚集體後所包覆正十六烷的量。以圖 4.1.1-1 ~ 4 表示。 

圖 4.1.1-1 為 NTU-1 在不同搖晃培養方式下利用正十六烷的酸鹼值變化。許

多文獻指出 (Britton 1984, Van Hamme et al. 2003, Wentzel et al. 2007)，微生物在

利用烷類的過程中會先把烷類氧化成有機酸及脂肪酸，接著藉由 β-氧化而形成更

短鏈的有機酸或脂肪酸。故由酸鹼值變化的圖可以看出，NTU-1 在不同搖晃的

培養方式下，正十六烷逐漸的被 NTU-1 利用分解而形成有機酸，而有機酸會釋

放出氫離子使得培養基中的 pH 值下降。 

而實驗結果顯示，不同旋轉培養方式下所造成的培養基中酸鹼值變化的差異

並不明顯，整個生物降解過程中均會由 pH 6.8 下降至 pH 4 ~ 5 左右。其中往復

式培養的實驗組別，NTU-1 在第 44 小時形成細菌結塊以後達生長平緩期 

(stationary phase)，因而 pH 值在 44 小時後呈現持平的趨勢，大約維持在 pH 4.5

左右。反觀迴旋式培養 NTU-1 經過約 56 小時才形成結塊進入生長平緩期，另外

也可能此時培養基 pH 值已降到 4 左右，不利微生物繼續生長故培養基酸鹼值開

始呈現持平的趨勢。文獻指出，Rhodococcus 菌屬對於環境酸鹼值的最高忍受力

約為 pH 4 右，若低於此數值則會導致微生物死亡，這也是為什麼培養基酸鹼值

在實驗過程中若降到 4 左右時，其變化就不會再有很大幅的變動 (Benoit et al. 



 

76 
 

2000)。 

由圖 4.1.1-2 NTU-1 的生長曲線上可以看出利用迴旋式培養的細胞生長量比

往復式培養來得高一些，但差異並不大。往復式培養的組別中，NTU-1 在 44 小

時形成結塊後生長速率變得較緩慢，細胞密度在第 68 小時約有 0.267 g/L 左右。

而迴旋式培養中細菌則是在 56 小時形成細菌結塊後開始趨緩，在 56 小時候約維

持在 0.28 g/L 左右。 

根據文獻指出，影響微生物聚集現象的產生的因素除了碳源種類、溫度、細

胞表面疏水性及細胞表面電位…以外 (Busch and Stumm 1968, Bossier and 

Verstraete 1996)，微生物的生長階段也是造成微生物聚集現象發生的原因之一 

(Bowen et al. 2001)，因此由實驗結果可以知道 NTU-1 形成結塊將正十六烷包覆

主要發生在細胞生長平緩期的前後，但其他影響因子如環境酸鹼值的變化及細胞

表面疏水性增强都可能促使結塊現象的產生。 

 接下來探討的是在不同搖晃培養方式下的正十六烷生物降解量、包覆量及總

移除量。在進行此項結果討論時，我們必須對烷類的計算方式作一些定義，以便

清楚呈現實驗的現象及結果。 

 

 總移除量 = 正十六烷生物降解量 + 正十六烷被 NTU-1 包覆的量 

 生物降解量：代表正十六烷直接被微生物的生理機制如分解、氧化或代謝掉

的量。 

 包覆量：指利用 NTU-1 降解正十六烷時，常伴隨著形成細胞聚集體而把大

量正十六烷包覆在結塊內，結塊內正十六烷的量即所謂包覆量。 

 正十六烷殘餘量 = 正十六烷的初始添加量 – 總移除量 

 

圖 4.1.1-3 為 NTU-1 在不同搖晃培養方式下的正十六烷生物降解曲線，而圖

4.1.1-4 將正十六烷的生物降解量及包覆量匯集成一張圖 ( (A) 往復式培養、(B) 

迴旋式培養)。由圖 4.1.1-3 結果顯示無論以何種搖晃方式來進行培養，正十六烷
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的生物降解量會隨著時間增加而增加，由於往復式搖晃下的實驗組別在第 32 至

44 小時間即有細菌結塊的產生，故 44 小時後正十六烷的降解量開始變的較緩慢，

但仍持續進行，到第 68 小時約可以降解掉約 600 ppmv，未被分解的正十六烷則

會被包覆在 NTU-1 結塊顆粒中。另外，迴旋式培養中的細菌結塊在 44 ~ 56 小時

產生，68 小時後約可降解掉 680 ppmv 的正十六烷。 

而圖 4.1.1-4 顯示出往復式搖晃培養中，正十六烷在第 44 小時以後即有 95%

以上的總移除量。到達第 68 小時，2000 ppmv 正十六烷中約有 30%的正十六烷

被降解而約有 65 ~ 70%的正十六烷被包覆在 NTU-1 結塊。迴旋式培養中的正十

六烷由於形成結塊時間較晚，故在 56 小時後才有 90%以上的總移除量。在第 68

小時，2000 ppmv 正十六烷約有 34%被降解而有 60 ~ 65%的被包覆在 NTU-1 結

塊中。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.1.1-1 培養條件 30℃、100 rpm、初始 pH 值 6.8，NTU-1 處理 2000 ppmv 正

十六烷時，不同搖晃培養方式下的培養基酸鹼值變化。 
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圖 4.1.1-2 培養條件 30℃、100 rpm、初始 pH 值 6.8，NTU-1 處理 2000 ppmv 正

十六烷時，不同搖晃培養方式下之細胞生長曲線。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.1.1-3 培養條件 30℃、100 rpm、初始 pH 值 6.8，NTU-1 處理 2000 ppmv 正

十六烷時，不同搖晃培養方式下的正十六烷生物降解曲線。 
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圖 4.1.1-4 培養條件 30℃、100 rpm、初始 pH 值 6.8，NTU-1 處理 2000 ppmv 正

十六烷時，不同旋轉培養方式下之生物降解量及包覆量。(A) 往復式；(B) 迴旋

式。 

 

 實驗中也可以觀察到 NTU-1 結塊的形態及形成的時間隨著培養時搖晃的方

式不同而有所差異，如照片 4.1.1-1 及 4.1.1-2 所示。照片 4.1.1-1 中，往復式培養

下的細胞結塊都呈現 0.5 ~ 2 cm 的圓球狀且呈現乳白色的結塊。而照片 4.1.1-2

則顯現出迴旋式培養下，NTU-1 在第 44 小時呈現棉絮狀的細胞聚集形態，而第

68 小時則呈現出黃色片狀的細菌結塊。 

造成結塊形態差異主要原因可能是因為在往復式的培養方式中，細菌來回的

與正十六烷碰撞，故細胞表面與正十六烷的接觸機會較大且細菌結塊容易像混雪

球一樣的情形產生。迴旋式培養方式中，正十六烷因為密度的關係浮在水面上且

在這種搖晃方式下正十六烷與下方培養基無法有太大的交換，故只有上方的

NTU-1 比較容易接觸到正十六烷。隨著培養時間增加，細胞表面的疏水性增強，

細菌結塊逐漸形成，但因為這種搖晃方式無法使細菌結塊與正十六烷來回的碰撞

接觸，所以形成的結塊構形呈現片狀浮在培養基上。 

另外，由 NTU-1 細菌結塊顏色也可以看出細胞密度及其包覆正十六烷量的

差異。由實驗結果得知往復式培養的細菌密度雖然較低但卻包覆了較多的正十六

烷 (第 68小時，細胞密度約 0.267 g/L包覆了約 1325 ppmv的正十六烷)。相對的，

迴旋式培養中的細胞密度較高，但卻包覆了較少的正十六烷 (第 68 小時，細胞
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密度約 0.282 g/L 包覆了約 1260 ppmv 的正十六烷)。因而往復式搖晃培養方式下

的細胞結塊顏色因為 NTU-1 細胞量較低但烷類較多而呈現乳白色；迴旋式搖晃

培養下的細胞結塊顏色因為細胞量較多、烷類較少而呈現淡黃色。張緯農在 2009

年的論文中提到，相似的細胞密度下，高濃度碳源環境形成的細胞結塊為乳白色，

而低濃度時則呈現結塊較紮實的淡黃色顆粒 (張緯農 2009)。故以上實驗結果也

符合之前過去實驗室人員的觀察。 

 

 

 

 

 

     (A)                            (B)  

照片 4.1.1-1 培養條件 30℃、往復式搖晃培養，轉速 100 rpm、初始 pH 值 6.8，

NTU-1 處理 2000 ppmv 正十六烷，不同時間點 NTU-1 細胞的聚集現象。(A) 第

44 小時；(B) 第 68 小時。 

 

 

 

 

 

 (A)                          (B)  

照片 4.1.1-2 培養條件 30℃、迴旋式搖晃培養，轉速 100 rpm、初始 pH 值 6.8，

NTU-1 處理 2000 ppmv 正十六烷，不同時間點 NTU-1 細胞的聚集現象。(A) 第

44 小時；(B) 第 68 小時。  
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4.1.2 迴旋式培養下錐形瓶中加入篩網時正十六烷生物復育的效果 

 

 由上一節的實驗結果可觀察到以迴旋式培養時，NTU-1 與正十六烷的碰撞

及接觸機會較小並可能侷限於上方的培養基，導致 NTU-1 形成細菌結塊的時間

較晚且結塊的形態呈現片狀。這一節的實驗則試著改進以迴旋式培養時，反應錐

形瓶內的構造。在錐形瓶中加入不同孔徑大小及不同折角的篩網，目的是希望增

加正十六烷在錐形瓶中的攪拌效果，使正十六烷油滴顆粒變更小，NTU-1 能以

較大的面積接觸利用正十六烷並增加碰撞機會，同時探討其 NTU-1 形成的結塊

構形及正十六烷移除效率。 

 

4.1.2.1 篩網孔徑大小為 10 mesh 

 

 本部分實驗中的篩網大小皆為 10 mesh (1.7 mm)，將篩網折成三個角度 (180、

90、45 度) 置放於反應錐形瓶內，如照片 4.1.2.1-1 所示。接著探討不同折角對

於正十六烷的生物復育是否會有不同的效果。 

 

 

(A)                       (B)                     (C)  

照片 4.1.2.1-1  10 mesh 篩網不同折角置放於 250 mL 反應錐形瓶中。(A) 180 °；

(B) 90 °；(C) 45 °。 
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實驗條件如下： 

 培養基 pH 值：7  6.8 (滅菌後)  

 培養基正十六烷濃度：2000 ppmv 

 培養基體積：100 mL 

 培養溫度：30℃ 

 培養形式：迴旋式恆溫培養箱 

 篩網孔徑大小：10 mesh  (1.7 mm)  

 篩網角度：180、90、45° 

 培養轉速：100 rpm 

 初始植菌量：5 mL 礦物培養基菌液 (OD600 ≒ 1)  

 分析時間點：20、32、44、56、68 hr 

 

接下來分別觀察討論其培養基酸鹼值變化，細胞生長曲線、正十六烷生物降

解量及總移除效率。圖 4.1.2.1-1 為迴旋式培養錐形瓶中含 10 mesh 篩網時培養基

酸鹼值的變化。由圖 4.1.2.1-1 可以看出，培養基內的酸鹼值皆隨著培養時間增加

而下降，其下降趨勢至形成結菌結塊後 (加入篩網組約在 32 ~ 44 小時內形成細

菌結塊，無篩網組約在 44 ~ 56 小時形成細菌結塊) 便開始趨於平緩，主要原因

與上一節相同，因為此時細菌形成結塊並進入生長平緩期，且此時培養基中的酸

鹼值已降到 4 左右，不利 NTU-1 繼續生長。 

同時由圖 4.1.2.1-1 可觀察到篩網折角為 180 度時 pH 下降趨勢與不加篩網的

實驗組別較相近，主要可能是因為篩網折角 180 度的組別中，篩網面積較折角為

90 度或 45 度時來得小，故正十六烷的攪拌效果較 90 度或 45 度的篩網來得差一

些。但折角為 180 度的這組實驗也會在 44 小時內即形成細菌結塊，故 44 小時之

後酸鹼值下降趨勢就趨於平緩。 
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由細胞生長曲線圖 4.1.2.1-2 可觀察到隨著時間的增加，NTU-1 因為降解利

用正十六烷故細胞密度也跟著增加，且在形成細菌結塊後生長趨勢則會開始持平

趨緩。且由此趨勢可以看出沒加入篩網的組別其細胞生長的情形在 44 小時以前

比有加入篩網的組別來得緩慢一些。加入篩網的三組實驗組別到了 44 小時形成

結塊以後細胞密度皆維持在 0.28 ~ 0.29 g/L 左右。沒加入篩網的控制組則在第 56

小時形成結塊後細胞的生長趨勢才開始趨於平緩，到第 68 小時約可以長到 0.28 

g/L 左右。 

因此，我們知道在反應錐形瓶中加入篩網對於細胞生長是有正面的幫助，正

十六烷在錐形瓶中的攪拌分散效果會提升，使其不是只浮在培養基液面上而能與

下方的培養基有較多的交換，故 NTU-1 能夠以較大的面積接觸到正十六烷，也

幫助 NTU-1 形成結塊包覆正十六烷的能力，使 NTU-1 形成結塊的時間提前到第

44 小時以前。 

圖 4.1.2.1-3 為生物降解曲線圖，反應錐形瓶中加入篩網的組別，正十六烷的

降解量於 44 小時前皆高於無加入篩網的控制組。而加入篩網的實驗組別所呈現

的正十六烷降解量並沒有太明顯的差異，隨著時間的增加，降解量也跟著遞增，

在第 44 個小時後隨著結塊的形成，正十六烷降解的情形開始趨緩，這個實驗結

果也符合了前面培養基酸鹼值及細胞生長的趨勢圖。 

接著，將含 10 mesh 不同折角篩網實驗中的正十六烷生物降解量及包覆量匯

集成圖 4.1.2.1-4。由上面一節定義我們知道總正十六烷移除量等於生物降解量加

上被包覆在細菌結塊中的量。由此圖可知加入篩網的實驗組別在第 44 個小時內

即能形成明顯的細菌結塊並可移除掉 95%以上的正十六烷，因此可以確定篩網的

加入不僅可以使 NTU-1 細胞密度在較短時間內增加同時也可以加速正十六烷的

降解及包覆情形。 

另外，由圖 4.1.2.1-4 中也可以看到隨著時間的增加結塊中的正十六烷的量會

逐漸的減少，顯示在形成細胞結塊後，NTU-1 仍可降解利用正十六烷，只是速

率變緩慢了。到達第 68 小時，加入篩網的實驗組，2000 ppmv 的正十六烷中約
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可降解掉 32 ~ 35%並包覆 60 ~ 65%的量。沒有加入篩網的組別，在第 56 個小時

左右形成細菌結塊並移除掉 95%左右的正十六烷，到達第 68 小時，2000 ppmv

中約可降解掉 34%及包覆 63%左右的正十六烷。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.1.2.1-1 培養條件 30℃、迴旋式搖晃培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，NTU-1

處理 2000 ppmv 正十六烷，錐形瓶中加入不同折角之 10 mesh 篩網之培養基酸鹼

值的變化。 
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圖 4.1.2.1-2 培養條件 30℃、迴旋式搖晃培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，NTU-1

處理 2000 ppmv 正十六烷，錐形瓶加入不同折角之 10 mesh 篩網時細胞生長曲

線。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.1.2.1-3 培養條件 30℃、迴旋式搖晃培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，NTU-1

處理 2000 ppmv 正十六烷，錐形瓶中加入不同折角之 10 mesh 篩網，正十六烷生

物降解量。 
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圖 4.1.2.1-4 培養條件 30℃、迴旋式搖晃培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，NTU-1

處理 2000 ppmv 正十六烷，於錐形瓶中加入 10 mesh 不同折角篩網之正十六烷生

物降解量及包覆量比較。(A) 沒有加入篩網；(B) 篩網折角為 180 度；(C) 篩網

折角為 90 度；(D) 篩網折角為 45 度。 
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實驗過程中也可觀察到加入篩網的實驗組別其細胞結塊的形態與未加入篩

網的控制組有明顯的差異。如照片 4.1.2.1-2 所示。 

無篩網的實驗組別中 (照片 4.1.2.1-2 (A) ) 可發現細菌結塊的形態呈現片狀

的情形，主要原因如上一節所提到，是因為在迴旋式的培養方式中，正十六烷因

為密度的關係分布於液面上層，故只有位於上層的細胞能夠接觸到正十六烷，而

迴旋式的搖晃方式並不容易像往復式的震盪一樣可以使細胞上下來回的接觸到

正十六烷或其他細菌結塊，所以細菌結塊無法像滾雪球一樣的形成圓球狀反而形

成片狀結構。 

反觀有加入篩網的實驗組別，結塊的形態也有差異且都不會呈現片狀。若置

入反應錐形瓶中的篩網為 180 度時，反應至 68 小時可以看到細菌的結塊呈現與

往復式震盪培養時類似的結果，結塊大小約為 1 ~ 2 cm 的圓球狀 (照片 4.1.2.1-2 

(B) )。主要可能是因為隨著培養時間的增加，當細菌結塊形成時，較大的顆粒無

法通過篩網故會在以 180 度篩網為分邊的某一邊不斷的與篩網來回碰撞，此時細

菌結塊會隨著與正十六烷及篩網的碰撞而逐漸形成圓球狀的顆粒。 

同時也觀察到當置入反應錐形瓶中的篩網為 90 度或 45 度時，結塊形成的位

置會在於兩個地方，主要與培養時旋轉的方式及折角面向的方向有很大的關係。

如照片 4.1.2.1-2 (C) 及 (D) 所示。由於培養箱旋轉的方向為逆時鐘方向，且在

實驗中皆將篩網折角的方向放置朝向左邊。實驗結果可以看出，結塊可能形成在

篩網下方的折角開口處及上方背向開口處的位置。這個現象推測是因為當細胞隨

著時間成長，細菌結塊逐漸形成且包覆掉未降解的正十六烷，此時較大的細菌結

塊無法通過篩網而集中在篩網的左邊或是右邊，故隨著培養箱的逆時鐘旋轉方向

及離心力的作用，在左邊的細菌結塊會較容易聚集在下方的角度開口處，而右邊

較大無法通過篩網的細菌結塊則易卡在上方的背向開口處。當細菌結塊形成時，

烷類的移除效果可達到 95%以上。 
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         (A)                         (B)        

     

 

 

 

 

         (C)                         (D)  

照片 4.1.2.1-2 培養條件 30℃、迴旋式搖晃培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，NTU-1

處理 2000 ppmv 正十六烷，於錐形瓶中加入 10 mesh 篩網不同折角，實驗至第

68 小時的細菌結塊形態。(A) 沒有加入篩網 (俯視)；(B) 篩網折角為 180 度 (俯

視)；(C) 篩網折角為 90 度 (側視)；(D) 篩網折角為 45 度 (俯視)。 
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4.1.2.2 篩網孔徑大小為 20 mesh 

 

與 4.1.2.1節的實驗條件相似，但實驗中的篩網大小改為 20 mesh (0.85 mm)，

一樣將篩網折成三個角度 (180、90、45 度) 如照片 4.1.2.2-1。探討 20 mesh 不

同折角的篩網置放於反應錐形瓶時，正十六烷生物復育的效果。 

 

 

 

 

(A)                   (B)                     (C)  

照片 4.1.2.2-1  20 mesh 篩網不同折角置放於反應錐形瓶中。(A) 180 °；(B) 90 °；

(C) 45 °。 

 

實驗條件如下： 

 培養基 pH 值：7  6.8 (滅菌後)  

 培養基正十六烷濃度：2000 ppmv 

 培養基體積：100 mL 

 培養溫度：30℃ 

 培養形式：迴旋式恆溫培養箱 

 篩網孔徑大小：20 mesh (0.85 mm)  

 篩網角度：180、90、45° 

 培養轉速：100 rpm 

 初始植菌量：5 mL 礦物培養基菌液 (OD600 ≒ 1)  

 分析時間點：20、32、44、56、68 hr 
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圖 4.1.2.2-1 為 NTU-1 在迴旋式培養方式下反應錐形瓶中含 20 mesh 不同折

角篩網時培養基酸鹼值的變化、圖 4.1.2.2-2 為 NTU-1 生長曲線。由圖 4.1.2.2-1

及圖 4.1.2.2-2可以看出其酸鹼值變化及細胞生長的趨勢皆與上一節 10 mesh篩網

實驗中的結果很相似，有加入篩網的組別其細胞生長的情形在 44 小時以前較沒

有加入篩網的組別好一些。而每組實驗中的培養基酸鹼值皆隨著培養時間的增加

而降低；細胞密度也隨著時間而增加，且在形成細菌結塊後，酸鹼值變化及細胞

生長的趨勢則會開始逐漸變得較緩慢，在第 68 小時後，每組實驗培養基酸鹼值

皆降至 4 左右而細胞密度約為 0.28 ~ 0.3 g/L。 

圖 4.1.2.2-3 為 20 mesh 篩網不同折角時之生物降解量曲線，結果同樣顯示出

有加入篩網的實驗組別其正十六烷的生物降解量在第 44 小時以前比沒有加入篩

網的組別來得高，尤其以篩網折角 45 及 90 度的這兩組更能看出較明顯的差別。

在第 44 小時後，由於加入篩網的組別此時形成細菌結塊將未降解之正十六烷包

覆且進入生長平緩期，所以可以看出正十六烷被降解的情形開始減緩，以較慢的

速率持續進行。在第 68 小時後，篩網折角為 90 度的正十六烷降解量約達 680 

ppmv 與沒加入篩網的組別相近。而篩網折角為 45 及 180 度的組別中則約有 550 

~ 600 ppmv 的正十六烷被降解掉，剩下未被降解掉的正十六烷大部分皆被包覆在

細菌結塊顆粒中。 

接下來同樣將實驗中的正十六烷生物降解量及包覆量匯集成圖 4.1.2.2-4。由

圖 4.1.2.2-4可以看出加入篩網的組別在反應第 44 小時後 NTU-1 即形成細菌結塊

並包覆掉大量的正十六烷，使其移除效果在第 44 小時以後即可到達 95%以上。 

由 4.1.2.1 及 4.2.2.2節實驗結果顯示，若反應錐形瓶中加入了 10或是 20 mesh

篩網皆可以使 NTU-1 形成細菌結塊的時間提前並包覆大量的烷類，因而正十六

烷在較短的時間內即可大量移除。 
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圖 4.1.2.2-1 培養條件 30℃、迴旋式搖晃培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，NTU-1

處理 2000 ppmv 正十六烷，於錐形瓶中加入 20 mesh 篩網不同折角時之培養基酸

鹼值變化。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.1.2.2-2 培養條件 30℃、迴旋式搖晃培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，NTU-1

處理 2000 ppmv 正十六烷，於錐形瓶中加入 20 mesh 篩網不同折角時之細胞生長

曲線。 
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圖 4.1.2.2-3 培養條件 30℃、迴旋式搖晃 100 rpm、初始 pH 值 6.8，NTU-1 處理

2000 ppmv 正十六烷，錐形瓶中加入 20 mesh 篩網時之正十六烷生物降解量。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.1.2.2-4 培養條件 30℃、100 rpm、初始 pH 值 6.8，NTU-1 處理 2000 ppmv

正十六烷，錐形瓶中加入 20 mesh 篩網之生物降解量及包覆量比較。(A) 沒有加

入篩網；(B) 篩網折角為 180 度；(C) 篩網折角為 90 度；(D) 篩網折角為 45 度。 
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將錐形瓶中含 20 mesh 篩網、實驗第 68 小時細菌結塊的情形與沒加入篩網

組別的結塊情形來作比較，以照片 4.1.2.2-2 表示。由照片 4.1.2.2-2 可以看出其

細菌結塊的形態與上一節中篩網大小為 10 mesh 的組別很相似，其中照片

4.1.2.2-2 (B) 篩網折角為 180 度的細胞結塊呈現 1 ~ 2cm 的圓球狀，其主要形成

原因已於上一節討論過。  

而照片 4.1.2.2-2 (C)、(D) 篩網折角為 90 及 45 度的實驗組別中可以看到細

胞結塊並不如折角 180 度所呈現的圓球狀，而呈現貼附或聚集在篩網上某一端的

情形。主要是因為折角的存在不像沒有折角 (180 度) 的篩網，其可如檔板一樣

的在 NTU-1 細胞形成結塊後與顆粒較小的結塊或正十六烷來回的碰撞並容易像

滾雪球一樣的產生圓球狀的結塊；有折角的篩網會因為其角度的關係而阻礙了細

菌結塊形成圓球狀的機會，而由於培養箱旋轉的方向為逆時鐘方向，且實驗中皆

將篩網折角的方向放置朝向左邊，故細菌結塊會呈現聚集於折角開口的下方或是

背向折角開口的上方處。這個情形比 10 mesh 篩網折角 90 及 45 度來得明顯，主

要是因為 20 mesh 的篩網孔徑較小，所以細菌一旦形成較大的結塊後，就很容易

無法通過篩網的孔洞，此時細菌結塊就會隨著水流及旋轉方向而使左邊的細菌結

塊會較容易聚集在下方的角度開口處，而右邊較大無法通過篩網的細菌結塊則易

卡在上方的背向開口處。 
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 (A)                         (B)  

 

 

 

 

 

    (C)                          (D)  

照片 4.1.2.2-2 迴旋式培養下 20 mesh 篩網不同折角實驗至第 68 小時的細菌結塊

形態。(A) 沒有加入篩網 (俯視)；(B) 篩網折角為 180 度 (俯視)；(C) 篩網折角

為 90 度 (側視)；(D) 篩網折角為 45 度 (俯視)。  
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4.1.2.3 不同孔徑大小但相同折角 (45 度) 篩網之比較 

 

 在這一小節中，主要是想要比較相同折角 (45 度) 但不同孔徑大小的篩網放

置反應錐形瓶中，對於 NTU-1 降解及包覆正十六烷的能力是否有不同的效果，

實驗條件如上面兩小節，主要的不同是在於篩網折角皆為 45 度，而三種篩網的

孔徑大約為 6 (3.35 mm，照片 4.1.2.3-1)、10 (1.7 mm)、20 (0.85 mm) mesh。  

 

 

  

 

 

照片 4.1.2.3-1  6 mesh 篩網 45 度折角置放於反應錐形瓶中。 

 

圖 4.1.2.3-1 為 NTU-1 在迴旋式培養下反應錐形瓶中放置 45 度、不同孔徑大

小篩網時培養基的酸鹼值變化，圖 4.1.2.3-2 為 NTU-1 生長曲線。由圖 4.1.2.3-2

可以看出 6 mesh 的實驗組別中，細胞密度較 10 及 20 mesh 的篩網來得低一些，

其也符合培養基的酸鹼值變化。接下來由圖 4.1.2.3-3 正十六烷生物降解曲線圖，

可以看出在 44 小時前，6 mesh 篩網的實驗組別中的正十六烷生物降解量比 10

及 20 mesh 的組別來得低一些，但在 44 小時左右形成細菌結塊後，三組實驗組

別的生物降解量趨勢開始趨緩，到達第 68 小時皆可以降解掉約 600 ~ 650 ppmv

的正十六烷。圖 4.1.2.3-4 則是將 6 mesh 篩網的實驗組別中的正十六烷降解量及

包覆量匯集成一張圖，其可看出 6 mesh 篩網 45 度折角的實驗下，NTU-1 一樣在

第 44 小時即形成細菌結塊並把其他未降解的正十六烷包覆起來，所以在第 44

小時以後即有 95%以上的總移除效率，其移除效果與 10 及 20 mesh 篩網 45 度折

角的組別一樣好。 
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圖 4.1.2.3-1 培養條件 30℃、迴旋式搖晃培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，NTU-1

處理 2000 ppmv 正十六烷，於錐形瓶中加入折角 45 度不同孔徑大小篩網之培養

基酸鹼值變化。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.1.2.3-2 培養條件 30℃、迴旋式搖晃培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，NTU-1

處理 2000 ppmv 正十六烷，於錐形瓶中加入折角 45 度不同孔徑大小篩網之細胞

生長曲線。 
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圖 4.1.2.3-3 培養條件 30℃、迴旋式搖晃培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，NTU-1

處理 2000 ppmv 正十六烷，於錐形瓶中加入折角 45 度不同孔徑大小篩網之正十

六烷生物降解量。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.1.2.3-4 培養條件 30℃、迴旋式搖晃培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，NTU-1

處理 2000 ppmv 正十六烷，於錐形瓶中加入折角 45 度、6 mesh 篩網之正十六烷

生物降解量及包覆量比較。 
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另外，照片 4.1.2.3-2 為 6 mesh 篩網 45 度折角在第 68 小時後的細菌結塊圖。

由此照片可以看出大部分細菌結塊的位置一樣是在下方折角開口處及上方背向

折角開口處，結塊易聚集在這兩處的原因已於上兩節討論過。與前面 10 及 20 

mesh篩網 45度折角實驗結果比較不同的地方在於培養基中仍有一些小顆粒的細

菌結塊懸浮在液面上，其主要原因可能是因為 6 mesh 篩網的孔徑較大，所以小

顆粒的細菌結塊較易通過篩網，而不如 10及 20 mesh有折角篩網的實驗組別中，

因為孔徑較小，故細菌在形成結塊後就容易因為篩網孔徑較小而卡在篩網折角的

某一處。 

 

 

 

 

 

 

照片 4.1.2.3-2 實驗條件 6 mesh 篩網 45 度折角在第 68 小時後細菌結塊圖 (開口

左，俯視)。 

 

4.1.3 討論 

 

根據 4.1.2 節實驗之結果與觀察，2000 ppmv 的正十六烷、迴旋式的培養方

式，若在反應錐形瓶中加入不同折角及大小的篩網，可幫助細胞的生長、提升

NTU-1 生物降解及包覆的能力，形成結塊的時間也會與 4.1.1 節中往復式培養的

時間類似，44 小時內 NTU-1 即把大量的正十六烷包覆起來，此時移除效果高達

95%以上。這個結果對於處理石油污染問題有很大的幫助，未來反應器設計中可

嘗試加入這些篩網，期望其對於大量烷類連續式的生物復育可有正面的效果。 
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4.1.2 節實驗結果中可發現在迴旋式培養方式下，於反應錐形瓶中加入篩網

雖然可以幫助 NTU-1 降解及包覆正十六烷的能力，但加入不同篩網孔徑大小及

折角時，正十六烷的移除效果並不會因此而有太大的差異。推測其中一項原因可

能是加入的篩網孔徑大小太相近不足以看出不同的效應，另外我們認為篩網除了

能幫助攪拌使油滴顆粒變小，增加 NTU-1 與其接觸的面積與機會以外，可能還

有其他的作用。為了能更清楚觀察正十六烷在加入篩網的組別且轉速 100 rpm 條

件下的分布位置，我們先以脂溶性染料 Sudan I (C16H12N2O) 將無色正十六烷染

成橘色，取 200 μL 加入含有 10 mesh、折角 180 度篩網的錐形瓶中，並加入 NTU-1

礦物培養基 NTU-1 菌液 (OD600 ≒ 1)。分別觀察反應在第 0、24、48 及 72 小時

NTU-1 與正十六烷在錐形瓶中的分布情形。如照片 4.1.2.4-1 所示。 

 

 

 

 

 

(A)                        (B)   

                    

 

 

 

(C)                        (D)  

照片 4.1.2.4-1 以脂溶性染料 Sudan I (C16H12N2O) 將無色正十六烷染成橘色，加

入含有 10 mesh 折角 180 度篩網的錐形瓶中，觀察不同時間 NTU-1 與正十六烷

在錐形瓶中的分布情形。(A) 第 0 小時；(B) 第 24 小時；(C) 第 48 小時；(D) 第

72 小時。 
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由照片 4.1.2.4-1 (A) 可以看出一開始在加入染色後正十六烷時，因密度較小

而分布於培養基的表面。經過 24 小時培養後 (照片 4.1.2.4-1 (B) )，可以看到染

色的正十六烷會被 NTU-1 所貼附並懸浮在培養基表面，此時染色的正十六烷已

不如剛加入時的均勻分布在液面。另外，由照片 4.1.2.4-1 (B) 中可以看出，被

NTU-1 貼附的染色正十六烷有部分會黏附在篩網上。我們推測，迴旋式搖晃培

養實驗中，分布於外圓周的正十六烷會因為篩網及搖晃的方式而散亂的分布在培

養基中，其他例如接近圓心部分的烷類，則可能因為流體的流動的圓周較小而卡

在篩網的孔隙或交叉處，此時 NTU-1 就會黏附在篩網上的正十六烷並開始降解

利用，故我們由照片 4.1.2.4-1 (C) 及 (D) 中除了看到已經形成的細菌結塊外，

皆可以看到黏附在篩網上的 NTU-1 及正十六烷。這個現象推測也是能幫助

NTU-1 利用並包覆正十六烷的原因，因為正十六烷間接的被固定在培養基中的

某處，使分散於培養基中 NTU-1 能穩定的接觸並利用碳源，故隨著時間的增加，

NTU-1 會因為降解正十六烷而跟著增加，當 NTU-1 細胞長到一定量時就會逐漸

的把未降解的正十六烷包覆起來，使正十六烷的移除效果在短時間內即達到 95%

以上。 

總結篩網的加入為何可以提升迴旋式培養下正十六烷的移除效率，主要的原

因可能有以下兩點： 

(1) 篩網的加入可幫助正十六烷的在培養基中攪拌分散的效果，使正十六烷油滴

顆粒變得更小，並且不會只是停留在培養基的上層處，因此可幫助 NTU-1

與正十六烷的接觸，當 NTU-1 與正十六烷接觸的機會變大時，其降解及包

覆的機會也會跟著提升。 

(2) 實驗中有觀察到結塊除了較明顯的聚集在篩網開口的上下處外，篩網中間的

部分也會有細菌結塊的黏附。其主要是在於當反應錐形瓶以迴旋式來培養時，

少部分正十六烷會因為瓶中培養基的搖晃旋轉而有停留在篩網上的現象，此

時 NTU-1 則會貼附在這些正十六烷，進而黏附在篩網上，幫助 NTU-1 生長

及使移除正十六烷的效率提升。 
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4.2 以NB培養的NTU-1冷凍乾燥後細胞存活率及降解包覆能力探討 

  

冷凍乾燥是將含有大量水分的物質預先降溫凍結成固體，然後在真空條件下

使冰直接昇華被除去的一種乾燥方法 (張玉華等 2006)。冷凍乾燥的技術廣泛的

應用於食品、製藥工業及菌株保存上，主要目的為使其在一般環境下能長時間保

存，不會因為溫度及溼度而遭受污染及破壞活性。 

根據文獻指出，冷凍乾燥過程中菌株的存活率會受到許多因素影響，例如：

微生物的生長期、生長的條件、保護劑、復水的條件…等 (Morgan et al. 2006)。

其中保護劑是最複雜、最難選擇的一個關鍵因素，必須考量細菌的特性來選擇適

合的保護劑，降低細菌在冷凍乾燥的過程中的傷害 (Zhao and Zhang 2005)。 

本部分實驗在探討加入不同的保護劑對於以 NB 培養的 NTU-1 在冷凍乾燥

時的保護效果，並利用平板計數法來計算冷凍乾燥後的活菌數 (CFU/mL，CFU：

菌落形成單位)，探討其存活率及其對烷類生物降解及包覆的能力是否受到影

響。 

 

4.2.1 利用 NB 培養的 NTU-1 經過冷凍乾燥後之存活率探討 

 

這一節的實驗中固定了培養 NTU-1 時的其他條件，主要探討不同的保護劑

對於 NTU-1 冷凍乾燥後的存活率，並觀察在不同溫度下存放及存放時間的長短

對於 NTU-1 存活率是否會造成影響。文獻中指出，保護劑的種類主要是要依據

不同微生物來選擇，不同的微生物對於不同的保護劑所產生的保護效果也會有很

大的差異 (De Valdez et al. 1983)。實驗中，我們選擇了幾種較常見且本實驗室現

有又不會影響結果分析的保護劑來進行比較。 

進行冷凍乾燥前，微生物生長期的選擇對於冷凍乾燥的結果也會有差異，而

實驗中選定在穩定期初期的微生物來進行冷凍乾燥，主要是因為生長週期至穩定
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期的微生物由於此時的碳源已接近用盡，故細胞會激發出逆境反應 (stress 

responses) 並容易誘導出不同生理的狀態，使其能夠保護細胞並維持活性。文獻

中指出，初始細菌濃度的選擇通常要高於 108 CFU/mL 較佳，故在實驗中會將

NTU-1 的初始濃度控制在 109 CFU/mL 左右。選擇較高的細胞濃度是因為微生物

會在冷凍乾燥的過程中受到傷害或是死亡，此時若有較高濃度的初始微生物量的

話，相對的也會有較多的微生物存活下來，進而可以繼續繁殖增長，並維持其生

理特性 (Morgan et al. 2006)。 

 

實驗條件如下： 

 NTU-1 在 NB (0.8%) 中的生長時間：20 小時 (穩定期初期)  

 離心取得濃縮 NTU-1: 15℃、4800 rpm，15 分鐘 

 加入保護劑：(1) 去離子水 or (2) 1%麥芽糖 or (3) 10%麥芽糖 or (4) 10%甘露

糖醇 (w/v)  

 初始 NTU-1 濃度：0.54 ~ 1.49×109 CFU/mL 

 冷凍菌液體積：5 mL 

 冷凍溫度及時間：－20℃，24 小時 

 真空乾燥條件：－50℃以下，100 mTorr 以下，24 小時 

 存放條件：真空封瓶後於 30、4、－20℃下存放 0，10，30 天 

 復水培養基：MSM 礦物培養基 5 mL (初始體積)  

 復水條件：30℃下於迴旋式培養箱中搖晃 10 分鐘 

 NTU-1 存活率計算 (%) = 
乾燥 ୒୘୙ିଵ復水後的濃度	ሺిూ౑ౣై ሻ	

初始 ୒୘୙ିଵ濃度	ሺిూ౑ౣై ሻ	 ൈ 100 

 

接下來分別討論以 NB 培養之 NTU-1 加入不同保護劑並經過冷凍及冷凍乾

燥後的細胞存活率，同時討論存放溫度與時間對於細胞存活率的影響。 

首先探討 NTU-1 在冷凍後的細胞存活率，如圖 4.2.1-1 表示。在濃縮的 NTU-1
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中加入不同保護劑並以加入去離子水的組別作為對照組，經過 －20℃下冷凍 24

小時後，置放於 30℃下的環境 10 ~ 15 分鐘使其解凍，並利用平板計數法來計算

活菌數。冷凍造成的傷害主要在於冰晶的形成會破壞細胞膜，且當水結成冰後細

胞質中殘餘部分的溶液濃度會增大，易引起胞內 pH 和離子強度改變，使有害化

學反應速率的提高，造成蛋白質變性及細胞膜破壞 (Bozoglu et al. 1987)。由實驗

結果圖 4.2.1-1 可以看出不管 NTU-1 是加入不同保護劑或是加入沒有任何保護作

用的去離子水，其存活率在冷凍後皆接近 100%。這個實驗結果顯示冷凍產生的

冰晶並不會造成 NTU-1 的傷害。 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.2.1-1 不同保護劑下，以 NB 培養的 NTU-1 在－20℃冷凍 24 小時後的存活

率。 

 

接著探討在真空冷凍乾燥後直接進行復水動作的 NTU-1 存活率，實驗結果

如圖 4.2.1-2 所示。由於在乾燥的過程中，細菌表面快速的失去水份，使其容易

因為脫水而損害了細胞的活性，也可能導致脂類或蛋白質氧化反應，產生自由基，

降低細胞活性 (Selmer Olsen et al. 1999)。由實驗結果圖 4.2.1-2 我們可以看到添

加去離子水的組別，其 NTU-1 的存活率約為 60%左右，相較於利用 10%麥芽糖 

(約 97%) 或 10%甘露糖醇為保護劑的組別 (約 85%) 來得低，顯示在乾燥的過程

中，保護劑的添加對於 NTU-1 的存活率是有正面的幫助。Bozoglu 等學者於 1987
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年提出，冷凍乾燥後微生物的存活率為初始菌數的 0.1%時即足以使微生物繼續

繁殖下去 (Bozoglu et al. 1987)。而實驗中添加去離子水的 NTU-1 進行冷凍乾燥

後仍具有 60%的存活率，顯示 NTU-1 具有相當的抗凍、抗脫水的特性，主要可

能是因為 NTU-1 是一種細胞壁擁有分枝酸 (mycolic acid) 的放線菌，因此其細

胞表面具有抵抗化學性傷害、疏水性以及抵禦脫水等性質 (Collins et al. 1982)，

故其在冷凍乾燥後仍能維持較高的存活率。 

至於兩種不同種類的保護劑來比較可以看出雙糖類的麥芽糖其保護效果較

多元醇類的甘露糖醇來得高，顯示以麥芽糖為保護劑是 NTU-1 較佳的選擇。麥

芽糖屬於雙糖類，而糖類的保護機制於文獻回顧中已有稍作介紹，其主要可以在

冷凍期間穩定脂質雙層膜且醣類上的氫氧基能與水分子結合，避免冰晶之形成 

(Burke 1986)。同時，醣類的氫氧基能於乾燥期間取代細胞膜結構水，亦能藉由

以氫鍵結合細胞膜上蛋白質的極性端而避免蛋白質變性 (Leslie et al. 1995)。多

元糖醇的保護機制與糖類相似，而甘露醇大量被用來當作冷凍乾燥時的保護劑主

要是因為其物理穩定性，不易被氧化，可提供支持結構、非吸濕性以及良好的化

學惰性 (不與氨基反應)，因而適用於冷凍乾燥時添加的保護劑。 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.2.1-2 不同保護劑下，以 NB 培養的 NTU-1 經過冷凍乾燥後馬上進行復水的

細胞存活率。 
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接下來探討冷凍乾燥後貯存溫度的選擇及存放的時間，實驗測試了三個保存

溫度，分別是－20、4 及 30℃且存放於這些溫度下 0、10 及 30 天後來進行 NTU-1

存活率的實驗，以圖 4.2.1-3 (A) －20℃、(B) 4℃、(C) 30℃表示。由實驗結果圖

4.2.1-3 可以很明顯看出，不管是哪一種保護劑的添加，菌體存放的溫度越高，死

亡率隨著存放時間增長也跟著提高。故當保存的溫度為－20℃時，細胞的存活率

最高，4℃次之，而 30℃的組別則存活率為最低。造成如此的差異主要是由於在

乾燥過程中，引起蛋白質變性的時間尺度為小時；然而對於貯存而言，時間的尺

度通常較長，是日、月甚至是年，因此當乾燥後的菌株貯存溫度越低時，細胞狀

態較穩定，也可降低細胞膜上脂肪酸的氧化反應、延緩蛋白質的變性，因而存活

率也會較高 (Castro et al. 1995)。 

當了解不同保護劑的選擇及存放的溫度對於冷凍乾燥後 NTU-1 存活率的影

響後，另一個重點即是存放時間的長短，其對於微生物的保存也非常重要。因為

冷凍乾燥菌株的目的就是希望能長時間的保存菌株，希望在經過長時間的保存後

還能維持很高的存活率，並維持其生理特性。由圖 4.2.1-3 可以看出隨著存放的

時間增加，細菌的存活率會逐漸降低，其中以存放溫度為 30℃下的存活率下降

最快，而貯放溫度為－20℃及 4℃且有加入保護劑的實驗組別細菌在經過 30 天

的存放後仍具有相對高的存活率。 

同時由圖 4.2.1-3 也可以看出三種添加的保護劑中，以麥芽糖的保護效果較

好，其在－20℃下經過 30 天的存放，存活率仍有 80%左右；存放在 4℃經過 30

天也有 70%左右的存活率，甚至將存放溫度提高到 30℃，經過 30 天也仍有 65%

左右的存活率。這個現象顯示出以 NB 培養的 NTU-1，適合利用麥芽糖來作為冷

凍乾燥時的保護劑並適合存放在－20℃的環境中，這樣的條件可以使乾燥後的

NTU-1 經過長時間的存放後仍具有很高的存活率。 
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圖 4.2.1-3 以 NB 培養的 NTU-1，添加不同保護劑並在冷凍乾燥後存放於不同溫

度下 0，10 及 30 天後的存活率。 (A) －20℃、(B) 4℃、(C) 30℃。 
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由以上實驗結果可知道以麥芽糖溶液作為 NTU-1 冷凍乾燥時的保護劑是較

佳的選擇，故接下來測試不同濃度的麥芽糖溶液來探討不同濃度對於 NTU-1 的

保護效果是否會有明顯的差異。我們以保護劑 1%及 10%濃度的麥芽糖測試了三

個不同的貯存溫度，分別為－20、4 及 30℃，且存放於這些溫度下 0、10 及 30

天後進行細菌存活率的實驗，實驗結果以圖 4.2.1-4 (A) －20℃、(B) 4℃、(C) 30

℃表示。 

由圖 4.2.1-4 可以看出以 1%麥芽糖的溶液作為保護劑，其保護效果仍然是非

常的好，其在－20℃下經過 30 天的存放，存活率仍有 92%左右；存放在 4℃經

過 30 天也有 89%左右的存活率，甚至將存放溫度提高到 30℃，經過 30 天也仍

有 51%左右的存活率。顯示了濃度約為 109 CFU/mL 的 NTU-1 細胞並不需要太

高濃度的麥芽糖就可以提供相當的保護效果。 
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圖 4.2.1-4 以 NB 培養的 NTU-1，添加保護劑 1%或 10%麥芽糖溶液並在冷凍乾

燥後存放於不同溫度下 0，10 及 30 天後的存活率 (A) -20℃、(B) 4℃、(C) 30℃。 
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4.2.2 以 NB 培養的 NTU-1 經過冷凍乾燥後對於正十六烷降解及包覆

能力探討 

 

接下來的實驗將討論經過冷凍乾燥後的 NTU-1，對正十六烷的生物降解及

包覆能力是否會受到影響。由於 4.2.1 節中發現利用 NB 培養的 NTU-1 在選擇正

確的保護劑並進行冷凍乾燥後仍然具有相常高的存活率，由菌落形態也可以看出

其與初始的菌落形態並沒有差異，如照片 4.2.2-1 所示。故推測 NTU-1 的細胞生

理特性應該不會因為冷凍乾燥的這個步驟而受到影響或改變。為了確定此項推論，

我們測試以 1%麥芽糖作為 NTU-1 冷凍乾燥的保護劑，並在冷凍乾燥後來進行正

十六烷生物復育實驗，探討其生物降解及包覆的效果為何。 

 

 

 

 

 

 (A)                        (B)  

照片 4.2.2-1 以 1%麥芽糖為保護劑不同條件下的菌落形態。(A) 初始 NTU-1 菌

落形態；(B) 冷凍乾燥的 NTU-1 進行復水後的菌落形態。 

 

實驗條件如下： 

 培養基 pH 值：7  6.8 (滅菌後)  

 培養基正十六烷濃度：2000 ppmv 

 培養基體積：100 mL 

 培養溫度：30℃ 

 篩網孔徑大小：10 mesh (1.7 mm)  
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 篩網折角：180° 

 培養箱及轉速：迴旋式恆溫培養箱 100 rpm 

 初始植菌量：1%麥芽糖為保護劑冷凍乾燥後的 NTU-1，以初始體積 5 mL 

MSM 礦物培養基進行復水後，測得初始濃度：9 × 108 CFU/mL。 

 存放條件：－20℃下，10 天 

 分析時間點：20、32、44、56、68 hr 

 

接下來觀察討論實驗中培養基酸鹼值變化，細胞生長曲線、正十六烷生物降

解量及總移除效率。實驗結果以圖 4.2.2-1 ~ 4 表示。由圖 4.2.2-1 可以看出培養

基內的酸鹼值一樣會隨著時間的增加而下降，到達第 44 小時以後即為持在 4 左

右，主要的原因與 4.1 節中所討論的一樣，因為在 32 ~ 44 小時間，NTU-1 即形

成結塊並把未降解的正十六烷給包覆起來且此時 pH 值已下降到 4 左右，不利

NTU-1 繼續生長，而使培養基酸鹼值維持在 4 附近。 

由 NTU-1 生長曲線圖 4.2.2-2 可觀察到隨著時間的增加，NTU-1 的細胞密度

也會增加，不過可看到 NTU-1 細胞密度在第 32 小時後即長到 0.3 g/L，且開始呈

現持平的趨勢。推測這是因為在這一組實驗下，初始的植菌密度 (0.065 g/L) 相

對於 4.1.2.1 節 (約 0.035 g/L) 中高，而培養基中含有保護劑麥芽糖可作為 NTU-1

的另一個碳源，故細胞生長速率較快，且在第 35 小時左右即會形成細菌結塊，

因而 NTU-1 細胞密度約在第 32 小時候即呈現持平的狀態。 

 接著探討圖 4.2.2-3 正十六烷的生物降解量，圖中可以看到 NTU-1 降解正十

六烷的情形與 4.1.2.1 節中以液態 NTU-1 植菌液作為菌種來源的趨勢差不多。在

形成結塊後，正十六烷的降解速率即開始趨緩，到達第 68 小時約可降解掉 600 

ppmv。 

 最後將實驗中的正十六烷生物降解量及包覆量匯集成圖 4.2.2-4，由此圖也可

看出正十六烷的移除效果在第 44 小時以後即可達到 95%以上，在第 68 小時約可

以降解掉 600 ppmv 及包覆 1380 ppmv 的正十六烷。這樣的結果顯示，以 NB 培
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養的 NTU-1 在經過冷凍乾燥且存放的步驟後，其生物降解及包覆的能力皆不會

受到影響。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.2.2-1 培養條件 30℃、迴旋式搖晃培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，培養基中

加入以保護劑 1%麥芽糖冷凍乾燥後的 NTU-1，處理 2000 ppmv 正十六烷時之酸

鹼值變化。 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.2.2-2 培養條件 30℃、迴旋式搖晃培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，培養基中

加入以保護劑 1%麥芽糖冷凍乾燥後的 NTU-1，處理 2000 ppmv 正十六烷時之細

胞密度變化趨勢。  
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圖 4.2.2-3 培養條件 30℃、迴旋式搖晃培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，培養基中

加入以保護劑 1%麥芽糖冷凍乾燥後的 NTU-1，處理 2000 ppmv 正十六烷時之正

十六烷生物降解量。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.2.2-4 培養條件 30℃、迴旋式搖晃培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，培養基中

加入以保護劑 1%麥芽糖冷凍乾燥後的 NTU-1，處理 2000 ppmv 正十六烷時之正

十六烷生物降解量及包覆量比較。 
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4.2.3 討論 

 

大部分的文獻指出，海藻糖及蔗糖為糖類中最佳的保護劑，使菌株在冷凍乾

燥後仍維持很高的存活率 (Berny and Hennebert 1991, Morgan et al. 2006)。而本

實驗中採用的保護劑為實驗室現有的藥品，且由實驗結果發現以麥芽糖為保護劑

也可提供 NTU-1 相當的保護性。另外實驗發現以去離子水加入 NTU-1 並進行冷

凍乾燥，存放於－20℃下經過 30 天以後，NTU-1 仍維持約有 70%的存活率，顯

示 NTU-1 本身的抗冷凍及抗乾燥的能力很強，主要可能是跟其細胞表面的特性

有關，其為革蘭氏陽性且表面具有分枝酸 (mycolic acid) 的放線菌。在存放溫度

方面，貯存於－20℃下的環境 NTU-1 存活率最高。 

並由 4.2.2 節實驗證實，NTU-1 在經過冷凍乾燥後，其生物降解及包覆烷類

的能力並不會受到影響，故我們可以利用冷凍乾燥的方法來進行 NTU-1 (NB 培

養) 的保存，使其能在長時間貯藏下仍具有其生理特性。而接下來也將探討冷凍

乾燥對於以正十六烷培養形成的 NTU-1 細菌結塊的影響，進一步研究其對於正

十六烷生物復育的應用。 
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4.3 利用正十六烷培養的 NTU-1 細菌結塊冷凍乾燥後其存活率及降

解包覆能力探討 

 

由 4.2 節中知道以 NB 培養後的 NTU-1 進行冷凍乾燥時，可以加入麥芽糖溶

液作為保護劑，使其在冷凍乾燥後仍具有相常高的存活率。這一章節中，我們將

4.2 節中所用到的保護劑加入利用正十六烷培養產生的 NTU-1 細菌結塊上，希望

這些保護劑也可以在形成結塊後的 NTU-1 上產生保護作用。將正十六烷培養後

的 NTU-1 細菌結塊進行冷凍乾燥的目的是為了大量貯存這些乾燥後的細菌結塊，

希望其能在短時間內再次形成結塊把正十六烷包覆起來並降解，進而省去 NTU-1

培養的時間在短時間內移除烷類。 

實驗中因為利用正十六烷培養的 NTU-1 會形成顆粒或圓球狀的細菌結塊，

不像利用 NB 培養時的 NTU-1 可以均勻的分散於溶液中，故沒辦法利用計算菌

落數的方法來計算 NTU-1 結塊的存活率，只能將乾燥後的 NTU-1 細菌結塊與碳

源正十六烷再加入礦物培養基進行培養，間接的藉由培養基中酸鹼值的變化及細

胞密度的變化來判斷乾燥後的 NTU-1 結塊是否仍具有活性，並探討冷凍乾燥後

的細菌結塊對於正十六烷包覆降解的效果。 

 

4.3.1 NTU-1 細菌結塊降解及包覆正十六烷的能力 (未經冷凍乾燥)  

 

在進行 NTU-1 細菌結塊冷凍乾燥以前，必需先知道 NTU-1 在利用正十六烷

後形成的細菌結塊是否具有再包覆及降解新添加正十六烷的能力，同時觀察培養

基酸鹼值及細胞密度隨時間的變化。 
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實驗條件如下： 

 培養基 pH 值：7  6.8 (滅菌後)  

 初始植菌量：5 mL 液態礦物培養基菌液 (OD600 ≒ 1)  

 培養基體積：100 mL 

 更換培養積時間：第 72、102 小時 

 培養基總正十六烷濃度：2000 (0 – 72 hr)、4000 (72 – 102 hr)、6000 (102 – 146 

hr) ppmv 

 添加正十六烷時間：第 0、72、102 小時 

 篩網孔徑大小：10 mesh (1.7 mm)  

 篩網折角：180° 

 培養溫度：30℃ 

 培養箱及轉速：迴旋式恆溫培養箱 100 rpm 

 分析時間點：第 72、102、146 小時 

 

實驗流程如下：首先利用 2000 ppmv 正十六烷來培養 NTU-1，經過 72 個小

時以後，NTU-1 已形成聚集體並把未降解的正十六烷包覆於其中，此時將結塊

與培養基分離，如照片 4.3.1-1 (A) 所示。並於含結塊的錐形瓶中再加入 100 mL

新的 MSM 培養基，使酸鹼值回復到初始值 6.8。同時分析培養三天後分離培養

基的酸鹼值、殘餘正十六烷的量及殘餘在培養基中的細胞密度。錐形瓶中加入新

的 MSM 培養基後，同時重新再添加 2000 ppmv 的正十六烷，並置於 30℃迴旋

式培養箱中培養，觀察形成結塊的 NTU-1 是否能因為培養基中酸鹼值回復到適

合生長的值而再繼續降解包覆正十六烷。反應經過 5 個小時可發現 NTU-1 結塊

會分散成結塊前的棉絮狀聚集體，如照片 4.3.1-1 (B) 所示。經過 30 個小時以後，

NTU-1 會重新聚集形成結塊，使培養基呈現澄清的狀態，如照片 4.3.1-1 (C) 所

示。此時又將培養基與細菌結塊分離並測量培養基中的酸鹼值、殘餘正十六烷的

量及殘餘細胞的密度。接著如上面的步驟再加一次新的培養基及 2000 ppmv 的正
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十六烷。反應時間再經過約 44 小時後可以看到錐形瓶中生成的結塊比在第 72、

102 小時都來得大一些，如照片 4.3.1-1 (D) 所示，顯示 NTU-1 的細菌結塊能因

為培養基酸鹼值的提升及添加入新的正十六烷而繼續生長並形成更大的結塊將

正十六烷包覆於其中。 

 

 

 

 

 

 

 

(A)                          (B)  

 

 

 

 

 

 

 

(C)                          (D)  

 

照片4.3.1-1  NTU-1細菌結塊在重新更換培養基及添加2000 ppmv正十六烷後，

不同時間下，細胞結塊的情形。(A) 反應經過 72 小時後，移除培養基；(B) 第

77 小時；(C) 第 102 小時；(D) 第 146 小時。 
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 接下來分別來探討培養過程中培養基酸鹼值變化、NTU-1 細胞密度變化及

培養過程中正十六烷殘餘在培養基的量、降解量及包覆量的分布情形，如圖

4.3.1-1 ~ 3 所示。 

 由圖 4.3.1-1 培養基中酸鹼值變化的趨勢可以看到隨著培養時間的增加，

NTU-1 降解正十六烷產生酸性的代謝物使 pH 值下降。當反應到第 72 個小時後，

將培養基移除並更換成新的培養基，使 pH 值回復到 6.8，同時再加入新的正十

六烷，再經過約 30 個小時後已有明顯的 NTU-1 細菌結塊形成且 pH 值會由 6.8

降至 4.3 左右。此時再將結塊與培養基分離並加入新的培養基及正十六烷，再經

過 44 小時以後，NTU-1 再次聚集包覆大部分未降解的正十六烷形成更大的細菌

結塊且 pH 值也由 6.8 降到 4 左右。這個現象顯示了結塊後的 NTU-1 能在較短時

間內利用新添加的正十六烷且重新聚集形成結塊並包覆未降解的正十六烷。 

 接著來看圖 4.3.1-2 細胞密度的變化趨勢圖，由於實驗中是利用形成結塊後

的 NTU-1 來作為每次更換培養基及添加正十六烷的細菌來源，所以無法在第 72

及 102 小時來測得 NTU-1 細菌結塊的乾重，只能測得殘餘在舊培養基中的細胞

密度。但由 4.1.2.1 節的實驗中可知道加入篩網的實驗組別中，在培養時間至 68

小時的細胞密度皆約為 0.3 g/L。本節實驗結果發現反應時間到 146 個小時所測

得的總細胞密度約有 0.7 g/L (約有 0.6 g/L 為細胞結塊、0.1 g/L 為殘餘在培養基

中的細胞密度)。由此可知，NTU-1 細菌結塊會隨著更換培養基及添加新的正十

六烷而成長，細胞密度也會提升。 

 圖 4.3.1-3 為 NTU-1 細菌結塊重新更換 MSM 培養基及添加 2000 ppmv 正十

六烷後，不同時間下培養基中正十六烷分布的變化。這個部分與細胞密度的測量

一樣，由於是利用形成結塊後的 NTU-1 來作為每次更換培養基及添加正十六烷

的細菌來源，所以無法在第 72 及 102 小時測得 NTU-1 細菌結塊內包覆的正十六

烷量，只能測得其殘餘在 MSM 培養基中的正十六烷。而因為知道初始添加正十

六烷的量，也知道殘餘在培養基中正十六烷的量，所以可以推出正十六烷的總移

除量 (總移除量 = 烷類的初始添加量 – 烷類殘餘量)。圖上的黑線代表的是不
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102 小時之間總正十六烷的量有 4000 ppmv 而 102 ~ 146 小時間總正十六烷的量

為 6000 ppmv)。由圖 4.3.1-3 可以看出在第 72 小時就可以移除掉約 1920 ppmv 的

正十六烷，在第 102 小時內則可移除掉約 3700 ppmv 的正十六烷。而到達第 146

小時後，NTU-1 總共約包覆了 3600 ppmv 的正十六烷而降解掉 1900 ppmv 的正

十六烷，使 6000 ppmv 的正十六烷在 146 小時內移除掉 90%以上。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.3.1-1 培養條件 30℃、迴旋式搖晃培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，NTU-1 形

成細菌結塊後重新更換 MSM 培養基及添加 2000 ppmv 正十六烷，不同時間下培

養基中酸鹼值的變化。(更換 MSM 時間：第 72、102 小時)。 
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圖 4.3.1-2 培養條件 30℃、迴旋式搖晃培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，NTU-1 形

成細菌結塊後重新更換 MSM 培養基及添加 2000 ppmv 正十六烷，不同時間下培

養基中細胞密度的變化。(更換 MSM 時間：第 72、102 小時)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.3.1-3 培養條件 30℃、迴旋式搖晃培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，NTU-1 形

成細菌結塊後重新更換 MSM 培養基及添加 2000 ppmv 正十六烷，不同時間下培

養基中正十六烷分布的變化。(更換 MSM 時間：第 72、102 小時)。 
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4.3.2 NTU-1 細菌結塊在冷凍乾燥後降解及包覆正十六烷的能力 

  

將 NTU-1 細菌結塊冷凍乾燥的目的在於大量且長期的儲存乾燥的細菌結塊，

因而一有需要時就能馬上應用，希望其可在短時間內重新形成聚集進而移除掉污

染源碳氫化合物。 

4.3.1 節中確定了未經冷凍乾燥的 NTU-1 細菌結塊能夠因為培養基的更換及

添加入新的正十六烷而繼續生長並能降解且包覆掉大部分未降解的正十六烷。在

這個過程中，培養基的酸鹼值會降低且細胞的密度也會隨時間增加。另外，由

4.2 節知道以 NB 培養的 NTU-1 在冷凍乾燥後仍維持一定的活性，且對正十六烷

仍有很好的移除效果。故接下來將探討冷凍乾燥後的 NTU-1 細菌結塊是否具有

相同的特性，能使正十六烷在短時間被包覆降解，並能使細胞密度提升及使培養

基的酸鹼值降低。實驗中分別會討論幾個不同初始克數的乾燥 NTU-1 結塊對於

正十六烷復育實驗結果。 

由於冷凍乾燥過程中，有添加保護劑來減少冷凍乾燥對於 NTU-1 細菌結塊

的傷害，所以乾燥後的產品除了細菌結塊以外，其他大部分皆為乾燥後的保護劑，

故無法很準確的量測我們加入的初始 NTU-1 細菌結塊之重量，不過大概可以將

其固定在某一個範圍內。下面則分別討論幾個初始乾燥後 NTU-1 細菌結塊重量 

(每 100 mL 的 MSM 礦物培養基)：(1) 初始乾燥 NTU-1 結塊重量為 0.024 ~ 0.025 

g。(2) 初始乾燥 NTU-1 結塊重量為 0.007 ~ 0.008 g。(3) 初始乾燥 NTU-1 結塊

重量為 0.018 ~ 0.02 g。 
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(1) 初始乾燥 NTU-1 結塊重量為 0.024 ~ 0.025 g  

  

首先選擇加入的初始 NTU-1 細菌結塊重量為 0.024 ~ 0.025 g，主要是因為在

4.1 節的實驗中發現利用液態礦物培養基菌液來進行正十六烷生物復育實驗時，

當 NTU-1 長到約 0.02 g (每 100 mL 礦物培養基) 以上時就會聚集形成結塊並把

未降解的正十六烷包覆起來。接下來的實驗會探討不同的保護劑、不同存放溫度

及時間對於乾燥後 NTU-1 結塊之降解包覆能力的影響。 

 

實驗條件如下： 

 NTU-1 結塊製備：5 mL (OD600 ≒ 1) 礦物培養基菌液與 2000 ppmv 正十六

烷  加入 100 mL MSM 礦物培養基，培養 3 天後取得 NTU-1 細菌結塊。 

 保護劑：10%麥芽糖或 10%甘露糖醇 (w/v)  

 混合 NTU-1 結塊與保護劑：NTU-1 結塊重與保護劑重量比值控制在 0.1 左

右，即 
୒୘୙ିଵ結塊重	ሺ୥ሻ	

保護劑重	ሺ୥ሻ	 ≒ 0.1 

 冷凍條件：－20℃下冷凍 24 hr 

 真空乾燥條件：－50℃以下，100 mTorr 以下，24 小時 

 乾燥後存放條件： 

 10%麥芽糖組：0 天 

 10%甘露糖醇組：－20℃下 30 天 

 乾燥後初始取樣重量 (保護劑 + NTU-1 結塊)： 

 10%麥芽糖組：0.249 (± 0.0013) g 

 10%甘露糖醇組：0.283 (± 0.008) g 

 乾燥後初始NTU-1 結塊重量 (經過加入培養基復水後以 0.3 μm濾紙過濾)： 

 10%麥芽糖組：0.0238 (± 0.0008) g 

 10%甘露糖醇組：0.0256 (± 0.0005) g 



 

122 
 

 培養基 pH 值：7  6.8 (滅菌後)  

 添加培養基正十六烷濃度：2000 ppmv 

 培養基體積：100 mL 

 培養溫度：30℃ 

 培養箱及轉速：往復式恆溫震盪水槽，100 rpm 

 分析時間點：第 12、24、36、48 小時 

 

這部分的實驗中皆採取添加濃度為 10%的保護劑，主要是因為由 4.2 節中可

知道以麥芽糖為保護劑時，不管是 1%或是 10%的濃度皆能對 NB 培養的 NTU-1

產生很好的保護效果。若以重量來比較的話，以NB培養的NTU-1細胞 (OD600 ≒ 

2) 在 5 mL 下重量大約為 0.006 g；換算 1%的麥芽糖 5 mL 下的重量約為 0.05 g、

而換算 10%麥芽糖溶液 5 mL 下重量約為 0.5 g。所以在 NTU-1 細胞與保護劑重

量比值約在 0.012 ~ 0.12 時 (即
୒୘୙ିଵ重	ሺ୥ሻ	
保護劑重	ሺ୥ሻ	 ≒ 0.012~0.12)，保護劑皆能達到

保護 NTU-1 的效果。因此，本實驗中將 NTU-1 細菌結塊與保護劑的重量比值控

制在 0.1 左右。 

 實驗流程大至如下：首先我們將 5 mL 礦物培養基 NTU-1 菌液與 200 μL 的

正十六烷一同加入體積為 100 mL 的礦物培養基，經過培養 72 小時後，利用孔

徑大小 14mesh (1.18 mm) 的篩網將形成的 NTU-1 結塊分離放入玻璃真空瓶中，

此時每 100 mL 礦物培養基中產生的 NTU-1 結塊量大約為 0.02 ~ 0.025 g。接著我

們加入10%保護劑 (w/v) 2 mL ( NTU-1細菌結塊與保護劑的重量比值約為0.1)，

將結塊與保護劑充分搖晃混合後，置入－20℃的冰箱冷凍 24 小時。24 小時後進

行真空冷凍乾燥的步驟將水份移除，所需時間一樣為 24 小時。冷凍乾燥完成後，

將乾燥完成的 NTU-1 結塊在真空下封瓶並置放於不同環境下保存。接著依實驗

條件秤取乾燥後的產品，而由於乾燥產品中不僅含有乾燥 NTU-1 結塊且含有乾

燥後的保護劑，因而要知道實際初始的 NTU-1 結塊重量，必須先將乾燥後的成
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品加入礦物培養基復水之後，再利用 0.3 μm 的濾紙過濾，過濾完成後置入烘箱

中乾燥，進而測得初始乾燥 NTU-1 結塊量。而我們將乾燥後的產品 (含乾燥保

護劑及 NTU-1 結塊) 與 2000 ppmv 正十六烷再加入 100 mL 礦物培養基後，則開

始進行正十六烷的生物復育實驗。 

以下以培養基酸鹼值變化、NTU-1 細胞密度分布變化及正十六烷之分布來

觀察討論 NTU-1 的生長情形，分別以圖 4.3.2-1 ~ 3 表示。由圖 4.3.2-1 中可以發

現培養基中酸鹼值的變化在兩組不同保護劑及存放條件下的變化趨勢並不明顯。

以 10%麥芽糖為保護劑的組別到達第 48 個小時，培養基酸鹼值的變化大約從 6.8

降到 6.4 左右。而以 10%甘露糖醇為保護劑的組別則更明顯的沒有太大的變化，

從第 12 小時開始就維持在 6.6 左右。這個現象顯示了乾燥後 NTU-1 細菌結塊的

活性可能很低或是已經不具活性，所以對正十六烷不會進行降解而產生酸性代謝

物。 

為了更清楚的了解乾燥後的 NTU-1 細菌結塊是否具有活性，接著來看圖

4.3.2-2 NTU-1 細胞密度的分布圖。圖 4.3.2-2 也可明顯看出細胞密度的分布及趨

勢，由變化趨勢來看可以看出在 48 小時內，以 10%麥芽糖為保護劑的組別其總

細胞密度由初始的 0.24 g/L增加到 0.29 g/L，變化量在 48小時中只增加了 0.05 g/L。

另外一組以 10%甘露糖醇為保護劑的組別，其細胞密度變化由初始的 0.25 g/L 到

第 48 小時約為 0.27 g/L，也只提升了 0.02 g/L。由這樣的變化趨勢來看可以知道

細胞的生長速率很緩慢甚至可以說是幾乎沒有生長，再次的顯示乾燥後的 NTU-1

結塊活性很低。  
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圖 4.3.2-1 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，MSM 礦

物培養基中加入冷凍乾燥後的 NTU-1 結塊 (以 10%麥芽糖或 10%甘露糖醇為保

護劑)，處理 2000 ppmv 正十六烷時之酸鹼值變化。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.3.2-2 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，MSM 礦物

培養基中加入冷凍乾燥後的 NTU-1 結塊 (以 10%麥芽糖或 10%甘露糖醇為保護

劑)，處理 2000 ppmv 正十六烷時之細胞密度分布及變化趨勢。 
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接著將初始正十六烷的量及反應過程中正十六烷殘餘在培養基及被 NTU-1

細菌結塊包覆的量匯集成圖 4.3.2-3。由圖中第 0 個小時來看，可以看出初始正十

六烷的濃度不只有實驗中所添加的 2000 ppmv，而有 2500 ~ 2600 ppmv 左右。這

是因為實驗中是先利用 NTU-1 礦物培養基菌液來降解正十六烷並聚集形成結塊，

接著利用這些細菌結塊來進行冷凍乾燥，所以乾燥後的 NTU-1 細菌結塊上含有

一些殘留的正十六烷，乾燥後 NTU-1 細菌結塊如照片 4.3.2-1 (A)、(B) 所示。因

而當將乾燥後的結塊加入 MSM 礦物培養基時，同時也會把一部分的正十六烷帶

進到培養基中。 

實驗過程中發現反應經過 1 ~ 2 小時以後，NTU-1 乾燥的粉末就能再形成結

塊把正十六烷包覆起來，但結塊形成的初期形態顯得較鬆散，且由於我們希望能

看到細胞生長的情形，所以選擇把分析的時間延長至第 12 個小時才開始取第一

個點。 

由正十六烷分布圖 4.3.2-3 可以看出，乾燥後的 NTU-1 結塊能在 12 小時內

把大部分在培養基中的正十六烷給包覆起來因而能以 60 mesh 的篩網來進行分

離。其結塊形態如照片 4.3.2-1 (C)、(D) 所示。但隨著時間的增加，正十六烷包

覆的量並沒有明顯的提升，顯示在第 12 小時以內，NTU-1 能包覆的正十六烷的

量已經達到平衡。另外由正十六烷分布圖 4.3.2-3 (A)、(B) 這兩張圖的每個時間

點來看，第 12 及 24 小時正十六烷分布於礦物培養基及被包覆的量總和與初始的

正十六烷量差不多，而在第 36 及 48 小時的總正十六烷分布和則相較於初始正十

六烷的值來得少一些，大概少了 100 ~ 200 ppmv。這個 100 ~ 200 ppmv 的正十六

烷有可能是被 NTU-1 降解掉的量，但也有可能是實驗中取樣及測量的誤差值。

這樣的實驗結果顯示，乾燥後 NTU-1 細菌結塊的活性是很低的，可見實驗中添

加的保護劑對於 NTU-1 細菌結塊的保護效果有限，至於為什麼保護效果有限，

將於 4.3.4 節進行討論。 

由以上結果也可以發現，雖然乾燥後的 NTU-1 細菌結塊存活率不高，然而

其包覆正十六烷的能力並沒有因為 NTU-1 的活性降低而喪失。故接著討論乾燥
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後 NTU-1 細菌結塊對於正十六烷的包覆效果，以第 24 個小時為例，實驗結果發

現 10%麥芽糖為保護劑的組別，其NTU-1以 0.19 g/L的結塊密度即包覆了約 2000 

ppmv 的正十六烷。10%甘露糖醇為保護劑的組別在 24 個小時則以約 0.21 g/L 的

結塊密度包覆了約 2100 ppmv 的正十六烷，這個結果顯示條件為初始乾燥菌量

0.24 ~ 0.25 g/L 的 NTU-1 能夠以每單位重量的細胞包覆約 8 倍重左右的正十六

烷。 

 最後將正十六烷在此系統中的總移除百分比表示於圖 4.3.2-4 中。因為正十

六烷在此實驗中的降解量很低，甚至可能根本沒有降解而只是實驗的誤差值，所

以在這裡計算正十六烷總移除百分比的方法是將測得殘餘在培養基與包覆在結

塊中的正十六烷量之和當作正十六烷的總量，再以被包覆於結塊中的正十六烷量

除上正十六烷的總量來當作移除的效率。	 
 

 總移除百分比 (%) = 
包覆於 ୒୘୙ିଵ結塊中正十六烷的量

正十六烷的總量
ൈ 100 

 正十六烷的總量 = 殘餘在礦物培養基中正十六烷的量 + 包覆於 NTU-1 結

塊中正十六烷的量 

 

由圖 4.3.2-4 顯示，以 10%麥芽糖或是以 10%甘露糖醇為 NTU-1 細菌結塊冷

凍乾燥中的保護劑組別皆在第 12 小時內即可移除掉 80% ~ 90%的正十六烷，但

在 12 小時後並沒有因為搖晃培養時間的增加而提升其移除效果。 

這個部分的實驗結果皆顯示乾燥後 NTU-1 細菌結塊的存活率不高，但可能

因為細胞的疏水性表面並沒有遭受破壞，因而保存 30 天後仍具有相當高的包覆

能力，在 12 小時以內就可以移除掉 80 ~ 90%的正十六烷，對比之前的實驗中要

到第 32 ~ 44 小時才有明顯結塊產生，將冷凍乾燥後 NTU-1 結塊應用在烷類移除

上，不僅可提早結塊形成的時間並能快速移除大量的烷類。故此方法對於石油碳

氫化合物污染的移除是有其發展及應用性的。 
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(A)                          (B)  

 

 

 

 

 

(C)                          (D)  

照片 4.3.2-1 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，MSM 礦

物培養基中加入冷凍乾燥後的NTU-1結塊，處理 2000 ppmv正十六烷時之NTU-1

細菌結塊形態圖。(A) 10%麥芽糖為保護劑；(B) 10%甘露糖醇為保護劑；(C) 10%

麥芽糖組反應第 12 小時細菌結塊圖；(D) 10%甘露糖醇組反應第 12 小時細菌結

塊圖。 
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圖 4.3.2-3 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，MSM 礦物

培養基中加入冷凍乾燥後的 NTU-1 結塊，(A) 以 10%麥芽糖、(B) 10%甘露糖醇

為保護劑，處理 2000 ppmv 正十六烷時之正十六烷初始量及反應中殘餘在培養基

及被包覆量的分布圖。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.3.2-4 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，MSM 礦物

培養基中加入冷凍乾燥後的 NTU-1 結塊 (以 10%麥芽糖或 10%甘露糖醇為保護

劑)，處理 2000 ppmv 正十六烷時之正十六烷總移除百分比。 
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(2) 初始乾燥 NTU-1 結塊重量為 0.007 ~ 0.008 g 

 

在 (1) 部分的實驗中可發現添加保護劑於 NTU-1 結塊上並沒有在冷凍乾燥

的過程中產生保護的效果，乾燥後的結塊活性很低甚至已經失去活性。故接下來

我們將保護劑這個名稱改為 “添加劑”。而添加劑對於 NTU-1 結塊的冷凍乾燥有

一定的用處，因為實驗發現若在 NTU-1 結塊冷凍乾燥過程中不加入任何添加劑

只加入去離子水進行冷凍後，真空乾燥的這個步驟無法完成，經過 2 天的真空乾

燥產品仍然呈現溼黏的狀態，如照片 4.3.2-2 所示。 

 

 

 

 

 

 

 

 

照片 4.3.2-2  NTU-1 細菌結塊加入去離子水冷凍後，真空乾燥 2 天後所呈現的

溼黏狀態 (冷凍乾燥失敗)。 

 

 對於為什麼以去離子水加入 NTU-1 結塊後進行的冷凍乾燥，其 NTU-1 結塊

的乾燥效果會不好，推測這是因為在真空乾燥過程中，加入的去離子水會以昇華

的方式被帶離，而此時因為 NTU-1 結塊上有烷類油滴的殘留，故 NTU-1 結塊會

傾向於聚集在一起。聚集在一起後，結塊的乾燥表面就較結塊分散時來得小，殘

餘的油類不容易在真空乾燥下被帶走，所以在經過 2 天真空乾燥後，產品還是呈

現溼黏的狀態，無法完全乾燥。至於加入糖類或多元醇類的添加劑可以幫助冷凍

乾燥過程中結塊的分散，當水分以昇華的方式被帶離時，這些添加劑也會變成固

態而繼續存在於 NTU-1 分散的結塊之間，所以可以增加結塊表面乾燥的面積，
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不會因為水分的帶離而使結塊重新聚集在一起，因而使冷凍乾燥能順利進行。 

 而由於冷凍乾燥後的 NTU-1 結塊已經失去降解烷類的能力，故接下來的討

論主要針對不同的添加劑及添加不同冷凍乾燥後 NTU-1 結塊重量對於正十六烷

的包覆效果。此部分將初始乾燥的 NTU-1 結塊重量降低至 0.007 ~ 0.008 g，主要

是想看在低 NTU-1 結塊重量時，是否仍可以將正十六烷包覆並探討其移除的效

率。 

 

實驗條件如下： 

由於冷凍乾燥前的實驗條件並沒有太大的差異，如 (1) 部分所示，故接下來皆

省略，以下直接列出冷凍乾燥後的實驗條件。 

 冷凍乾燥添加劑：10%麥芽糖、10%甘露糖醇、10%乳糖 

 冷凍乾燥後存放條件： 

 10%麥芽糖組：(1) 0 天 

              (2) －20℃下 10 天 

 10%甘露糖醇組：－20℃下 10 天 

 10%乳糖組：－20℃下 10 天  

 乾燥初始取樣重量 (添加劑 + NTU-1 結塊)： 

 10%麥芽糖組：(1) 0.063 (± 0.0009) g 

              (2) 0.062 (± 0.0008) g 

 10%甘露糖醇組：0.083 (± 0.0016) g 

 10%乳糖組：0.060 (± 0.0037) g 

 乾燥初始 NTU-1 結塊重量 (經過加入培養基復水後以 0.3 μm 濾紙過濾)： 

 10%麥芽糖組：(1) 0.00855 (± 0.0003) g 

               (2) 0.00835 (± 0.0007) g 

 10%甘露糖醇組：0.0081 (± 0.0007) g 

 10%乳糖組：0.00715 (± 0.0005) g 
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 培養基 pH 值：7  6.8 (滅菌後)  

 培養基正十六烷濃度：2000 ppmv 

 培養基體積：100 mL 

 培養溫度：30℃ 

 培養箱及轉速：往復式恆溫震盪水槽，100 rpm 

 分析時間點：第 12、24 小時 

 

這個部分的實驗中，由於培養基的酸鹼值沒有太大的變化，約從 6.8 降至 6.6 

~ 6.7 左右，故在此沒有將培養基的酸鹼值實驗結果列出。接著以細胞密度分布

變化及正十六烷之分布圖來觀察討論，以圖 4.3.2-5 及 4.3.2-6 表示。實驗過程中，

分析點只取了第 12 和 24 小時，這是因為從 (1) 部分的實驗中知道乾燥後 NTU-1

細菌結塊在 12 小時內就能包覆正十六烷且不再隨時間增加而提升包覆量。 

 圖 4.3.2-5 為細胞密度的變化及分布圖。由這兩張圖可以看到，細胞密度的

變化在 24 小時內沒有明顯增加的趨勢，顯示乾燥後的 NTU-1 結塊並沒有生長。

另外，此圖也可看出並不是所有乾燥後的 NTU-1 結塊皆會再次形成結塊將正十

六烷給包覆，礦物培養基中還是會有殘餘的 NTU-1 細胞。在此推測是因為此時

正十六烷的量太多而細胞量太少，因而造成再次形成的結塊結構較鬆散，無法緊

密的將正十六烷包覆於結塊內，所以在以 60 mesh 篩網分離結塊的過程中，結構

較鬆散的結塊會穿過篩網而殘留在 MSM 礦物培養基。 

接著將初始正十六烷的量及反應過程中正十六烷殘餘在培養基及被乾燥後

NTU-1 結塊包覆的量匯集成圖 4.3.2-6。由圖中第 0 個小時我們可以看到每一組

實驗的初始正十六烷的量有些許的差異，除了跟我們初始取的結塊重量不同外，

主要還有我們製造每一批NTU-1結塊時，即使實驗中控制相同培養條件及時間，

但 NTU-1 的生長情形還是會有一些差別，所以在冷凍乾燥後我們會將每一次以

相同條件下製作的乾燥後結塊均勻的混合，使其乾燥的結塊狀態一致。但每一批

不同時間所製作的結塊條件還是會有些許的差異，這也是為什麼每一組實驗中都
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要取一個在第 0 小時的狀態來進行分析。 

由圖 4.3.2-6 的第 12 及 24 小時顯示出在較低的初始添加 NTU-1 菌量時，其

正十六烷的包覆效果較差且可看到其誤差值的範圍很大，NTU-1 細胞結塊的情

形以照片 4.3.2-3 來表示。由照片可以看出形成的結塊呈現較鬆散，這樣的結果

說明了低乾燥 NTU-1 菌量時，再形成的結塊構造不穩定且包覆的效果也不好。

另外由圖 4.3.2-6 也可以看到每一組不同添加劑及保存條件下的實驗結果，在較

低的結塊密度時，正十六烷被包覆的量大約都在 1200 ~ 1300 ppmv 左右，並沒有

因為添加劑的不同而有不同的包覆量，所以添加劑的用途主要是使真空乾燥的這

個步驟能夠順利完成，對於 NTU-1 結塊包覆烷類的效果並沒有幫助，這也符合 (1) 

部分的實驗結果。 

 同樣的將正十六烷在此系統中的總移除百分比表示於圖 4.3.2-7 中。由此圖

可看出在初始 NTU-1 密度為 0.07 ~ 0.08 g/L 時，正十六烷的移除效果較差，但也

都可以在 12 小時內包覆掉約 50 ~ 60%的正十六烷。 
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(C)                          (D)  

照片 4.3.2-3 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，MSM 礦

物培養基中加入冷凍乾燥後的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv 正十六烷，第 12 小

時之 NTU-1 細菌結塊形態圖。(A) 10%麥芽糖添加劑，存放 0 天；(B) 10%麥芽

糖添加劑，於－20℃存放 10 天；(C) 10%甘露糖醇添加劑，於－20℃存放 10 天；

(D) 10%乳糖添加劑，於－20℃存放 10 天。 
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圖 4.3.2-5 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，MSM 礦物

培養基中加入冷凍乾燥後的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv 正十六烷，細胞密度

的變化及分布。(A) 10%麥芽糖為添加劑，不同保存條件：0 天及－20℃下 10 天； 

(B) 10%甘露糖醇及 10%乳糖為添加劑，存放在－20℃下 10 天。 
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圖 4.3.2-6 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，MSM 礦物

培養基中加入冷凍乾燥後的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv 正十六烷，正十六烷

初始量及反應中殘餘在培養基及被包覆量的分布圖。 (A) 10%麥芽糖為添加劑，

不同保存條件：0 天及－20℃下 10 天；(B) 10%甘露糖醇及 10%乳糖為添加劑，

存放在－20℃下 10 天。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

  

 

圖 4.3.2-7 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，MSM 礦物

培養基中加入冷凍乾燥後的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv 正十六烷，正十六烷

總移除百分比。 
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(3) 初始乾燥 NTU-1 結塊重量為 0.018 ~ 0.02 g 

  

由 (2) 部分的實驗結果知道當初始 NTU-1 乾燥結塊重量在 0.007 ~ 0.008 g

時，正十六烷的包覆效果不好，移除效率也較差。這個部分的實驗則提高了初始

的 NTU-1 乾燥菌量至 0.018 ~ 0.02 g，並討論不同添加劑及保存條件下正十六烷

的移除效率。 

 

實驗條件如下： 

由於冷凍乾燥前的實驗條件並沒有太大的差異，如 (1) 部分所示，故接下來皆

省略，以下直接列出冷凍乾燥後的實驗條件。 

 冷凍乾燥添加劑：10%麥芽糖、10%甘露糖醇、10%乳糖 

 乾燥後存放條件： 

 10%麥芽糖組：(1) 0 天 

              (2) －20℃下 10 天 

 10%甘露糖醇組：－20℃下 10 天 

 10%乳糖組：－20℃下 10 天  

 乾燥後初始取樣重量 (添加劑 + NTU-1 結塊)： 

 10%麥芽糖組：(1) 0.153 (± 0.0012) g 

              (2) 0.152 (± 0.0004) g 

 10%甘露糖醇組：0.183 (± 0.0013) g 

 10%乳糖組：0.149 (± 0.0009) g 

 乾燥後初始NTU-1 結塊重量 (經過加入培養基復水後以 0.3 μm濾紙過濾)： 

 10%麥芽糖組：(1) 0.0196 (± 0.0014) g 

              (2) 0.0186 (± 0.0008) g 

 10%甘露糖醇組：0.0192 (± 0.0006) g 

 10%乳糖組：0.0190 (± 0.0003) g 
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 培養基 pH 值：7  6.8 (滅菌後)  

 培養基正十六烷濃度：2000 ppmv 

 培養基體積：100 mL 

 培養溫度：30℃ 

 培養箱及轉速：往復式恆溫震盪水槽，100 rpm 

 分析時間點：第 12、24 小時 

 

接下來一樣討論NTU-1細胞密度分布變化及正十六烷之分布，以圖4.3.2-8、

圖 4.3.2-9 表示。圖 4.3.2-8 為細胞密度的變化及分布圖，其中圖 4.3.2-8 (A) 是以

10%麥芽糖為添加劑、在不同保存條件下的結果；圖 4.3.2-8 (B) 則是 10%甘露糖

醇及 10%乳糖這兩種不同添加劑、相同保存條件下的實驗結果。由這兩張圖也可

以看到，細胞密度的變化在 24 小時內沒有明顯增加的趨勢，顯示 NTU-1 結塊並

沒有生長，而乾燥後的 NTU-1 並沒有完全形成結塊，在培養基中仍可測得一些

殘餘的細胞量。 

與前面 (1)、(2) 部分的實驗結果類似，不管在哪一種添加劑或是不同的存

放條件下，乾燥後的 NTU-1 皆能在 12 小時內即形成結塊，而當提高初始 NTU-1

菌量至 0.018 ~ 0.02 g 時，可發現形成的結塊呈現較 (2) 部分的結塊來得紥實，

與 (1) 部分中的結塊情形類似。NTU-1 細胞結塊的情形以照片 4.3.2-4 來表示。

接著將初始正十六烷的量及反應過程中正十六烷殘餘在培養基及被乾燥後

NTU-1 細菌結塊包覆的量匯集成圖 4.3.2-9。由圖 4.3.2-9 可以看到每一組不同添

加劑及保存條件下的 NTU-1 結塊皆能包覆掉約 1800 ~ 2000 ppmv 的正十六烷。 

 為了更清楚看出各組不同添加劑及不同保存條件下正十六烷的移除效果，我

們將正十六烷在此系統中的總移除百分比表示於圖 4.3.2-10 中。由此圖可看出在

初始 NTU-1 菌量為 0.018 ~ 0.02 g 時，正十六烷的移除效果可以在 12 小時內即

達到 80 ~ 90%，其移除效果與 (1) 部分中初始菌量為 0.024 ~ 0.025 g 相似，顯示

在這個範圍的菌量下，培養基中的烷類並不會因為菌量的提高而使移除效率提升，
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但若是初始菌量太低的話，正十六烷的移除效果也會不好。因此有必要找到一個

與添加正十六烷的濃度最適合的添加的 NTU-1 乾燥菌量，這個部分在 4.4.5 節中

有較清楚的討論及分析。 

 

 

 

 

 

 

(A)                          (B)  

                    

 

 

 

 

(C)                          (D)  

照片 4.3.2-4 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，MSM

礦物培養基中加入冷凍乾燥後的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv 正十六烷，第 12

小時之 NTU-1 細菌結塊形態圖。(A) 10%麥芽糖添加劑，存放 0 天；(B) 10%麥

芽糖添加劑，於－20℃存放 10；(C) 10%甘露糖醇添加劑，於－20℃存放 10 天；

(D) 10%乳糖添加劑，於－20℃存放 10 天。 
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圖 4.3.2-8 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，MSM 礦物

培養基中加入冷凍乾燥後的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv 正十六烷時之細胞密

度的變化及分布。 (A) 10%麥芽糖為添加劑，不同保存條件：0 天及－20℃下 10

天；(B) 10%甘露糖醇及 10%乳糖為添加劑，相同保存條件：－20℃下 10 天。 
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(B) 10% Mannitol, 10% Lactose
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圖 4.3.2-9 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，MSM 礦物

培養基中加入冷凍乾燥後的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv 正十六烷時，正十六

烷初始量及反應中殘餘在培養基及被包覆量的分布圖。 (A) 10%麥芽糖為添加劑，

不同保存條件：0 天及－20℃下 10 天；(B) 10%甘露糖醇及 10%乳糖為添加劑，

相同保存條件：－20℃下 10 天。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.3.2-10 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，MSM 礦

物培養中加入以不同添加劑冷凍乾燥後的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv 正十六

烷時之正十六烷總移除百分比。 
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前面的實驗中，乾燥後 NTU-1 的存放條件都選擇為存放 0 天或存放在－20

℃下 10 及 30 天，實驗的結果也顯示乾燥後的 NTU-1 包覆效果不會受到存放溫

度及時間的影響，為了更加確認這個結果，我們同樣也測試了將存放的條件改成

30℃下存放 30 天的實驗。實驗條件與前面皆類似，不同的是取樣的重量、NTU-1

結塊初始的重量及存放條件。以下標示出不同的實驗條件： 

 

 乾燥後存放條件： 

 10%麥芽糖組： 30℃存放 30 天 

 10%甘露糖醇組：30℃存放 30 天 

 乾燥後初始取樣重量 (添加劑 + NTU-1 結塊)： 

 10%麥芽糖組：0.162 (± 0.0017) g 

 10%甘露糖醇組：0.162 (± 0.0004) g 

 乾燥後初始NTU-1 結塊重量 (經過加入培養基復水後以 0.3 μm濾紙過濾)： 

 10%麥芽糖組：0.0186 (± 0.0002) g 

 10%甘露糖醇組：0.0193 (± 0.0007) g 

 分析時間點：第 12 小時 

 

這個部分的實驗取樣時間為第 12 個小時，因為由前面的實驗結果發現，實

驗取樣的時間點在第 24 個小時與在第 12 小時的結果並無明顯差異。接下來探討

第 12 小時的細胞密度分布變化、正十六烷之分布及總移除效果。以圖 4.3.2-11 ~ 

13表示。圖 4.3.2-11顯示出乾燥後的NTU-1 並沒有在反應過程中完全形成結塊，

故能測得殘餘在培養基中的 NTU-1 結塊密度。由圖 4.3.2-12 正十六烷之分布圖

可以看出以不同添加劑乾燥後的 NTU-1 結塊在 30℃下存放 30 天以後仍保有其

包覆的能力，兩組實驗皆以約 0.16 g/L 的結塊密度包覆掉約 1700 ppmv 的正十六

烷。將正十六烷的移除效果整理成圖 4.3.2-13，由圖 4.3.2-13 可以看到兩組不同

添加劑的乾燥NTU-1結塊皆可以在 12小時內包覆並移除掉 80 ~ 85%的正十六烷，
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與前面不同保存條件的實驗結果差不多。顯示乾燥後的 NTU-1 雖然已經不具活

性然而其疏水性的表面並沒有因為冷凍乾燥的過程被破壞，使 NTU-1 在不同保

存溫度及時間下皆維持相當好的包覆能力，配合篩網的撈除可使正十六烷在 12

小時內大量的移除。 

 

另外，我們測試了結合 4.2 節中以 NB 培養冷凍乾燥後具活性的 NTU-1 及

4.3.2 節中冷凍乾燥後不具活性的 NTU-1 結塊，利用具活性的乾燥 NTU-1 來降解

正十六烷並利用不具活性的 NTU-1 乾燥結塊來加速細胞聚集現象的產生，探討

此結合方法時正十六烷的移除效率，詳細實驗內容可參考附錄 1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.3.2-11 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，MSM 礦

物培養基中加入冷凍乾燥後的 NTU-1 結塊，存放於 30℃下 30 天，處理 2000 ppmv

正十六烷時之細胞密度的變化及分布。 
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圖 4.3.2-12 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，MSM 礦

物培養基中加入冷凍乾燥後的 NTU-1 結塊，存放於 30℃下 30 天，處理 2000 ppmv

正十六烷時，正十六烷初始量及反應中殘餘在培養基及被包覆量的分布圖。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.3.2-13 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，MSM 礦

物培養基中加入冷凍乾燥後的 NTU-1 結塊，存放於 30℃下 30 天，處理 2000 ppmv

正十六烷時之正十六烷總移除百分比。 
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4.3.3 超音波震碎 NTU-1 結塊並進行冷凍乾燥後之應用 

 

4.3.2 節中發現以正十六烷培養的 NTU-1 細菌結塊進行冷凍乾燥後會失去活

性，但其再形成細胞聚集體 (結塊) 包覆正十六烷的能力並沒有受到影響，推測

是因為NTU-1結塊的疏水性表面在冷凍乾燥過程中沒有受到破壞。而這一節中，

我們將測試冷凍乾燥後細胞表面完整性與否對於 NTU-1 再形成結塊能力的影響。

首先將 NTU-1 結塊利用超音波震碎成細胞碎片，接著進行冷凍乾燥，並於乾燥

後進行正十六烷的包覆移除實驗。 

 

實驗條件如下： 

 NTU-1 結塊製備：5 mL (OD600 ≒ 1) 礦物培養基菌液與 2000 ppmv 正十

六烷加入 100 mL MSM 礦物培養基，培養 3 天後取得 NTU-1 細菌結塊。 

 添加劑：10%麥芽糖溶液 (w/v)  

 利用超音波將細胞震碎 

 強度：4 (約 100 瓦)  

 時間：15 分鐘 

 Sonicate：1 秒 

 Pulse：0.5 秒 

 冷凍條件：－20℃下冷凍 24 hr 

 真空乾燥條件：－50℃以下，100 millitorr 以下，24 小時 

 乾燥後存放條件：0 天 

 乾燥後初始取樣重量：0.161 g 

 培養基 pH 值：7  6.8 (滅菌後)  

 添加培養基正十六烷濃度：2000 ppmv 

 培養基體積：100 mL 
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 培養溫度：30℃ 

 培養箱及轉速：往復式恆溫震盪水槽，100 rpm 

 分析時間點：第 24 小時 

 

超音波震碎細胞的原理主要是利用高頻率的聲波產生強而有力的剪切作用

力進而將細胞打碎。利用乾燥後的 NTU-1 碎片進行正十六烷的包覆移除實驗，

培養時間經過 24 小時以後發現，不同於 4.3.2 節中乾燥 NTU-1 結塊能再次形成

聚集將正十六烷包覆，NTU-1 碎片沒有再次形成結塊，而呈現棉絮狀聚集體懸

浮在礦物培養基的表面，如照片4.3.3-1所示。這樣的實驗結果顯示，乾燥後NTU-1

細胞結塊表面的完整性與否對於再次形成結塊的能力會有很大的影響。至於

NTU-1 結塊在經過超音波震碎後，細胞表面疏水性是否受到影響，將於 4.4.2 中

討論。在此推測乾燥後的 NTU-1 結塊除了表面的疏水性要存在以外還需具有完

整的細胞表面才能再次形成聚集將正十六烷包覆。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

照片 4.3.3-1 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，MSM 礦

物培養基中加入冷凍乾燥後的 NTU-1 碎片 (經超音波震碎)，處理 2000 ppmv 正

十六烷，第 24 小時之 NTU-1 細胞形態圖。 
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4.3.4 討論 

 

4.2 節中發現以 NB 培養的 NTU-1 在冷凍乾燥前加入糖類或是多元醇類為保

護劑時，NTU-1 可以在冷凍乾燥後仍具有很高的存活率，且其降解及包覆正十

六烷的特性並不會受到影響。然而在 4.3.2 節實驗中發現以正十六烷培養的

NTU-1 細菌結塊在冷凍乾燥的過程中，不管加入的是 10%麥芽糖、10%甘露糖醇

或是 10%的乳糖作為添加劑，冷凍乾燥後的 NTU-1 結塊所呈現包覆正十六烷的

能力並沒有太大的差異，這是因為冷凍乾燥後的 NTU-1 結塊活性很低或已不具

活性，添加劑的功能是幫助冷凍乾燥的步驟能夠順利完成。 

實驗發現若加入的NTU-1結塊量較少，正十六烷的移除效果會較差 (4.3.2 (2) 

部分)，當初始加入的NTU-1結塊量大於0.02 g (每100 mLMSM礦物培養基) 時，

系統中正十六烷 (2000 ~ 2500 ppmv) 總移除效率就會維持在 80 ~ 90%左右，且

不會因為添加更多 NTU-1 結塊量而提高。 

在 4.3.3 節的實驗中，我們先將 NTU-1 結塊震碎再拿去冷凍乾燥，接著發現

震碎後的 NTU-1 碎片無法再次形成結塊，故推測細胞表面的完整性會影響細胞

再次形成聚集的能力。我們認為，一般冷凍乾燥的步驟雖然使細胞失去活性，但

細胞表面並不會完全受到破壞，所以乾燥後的 NTU-1 結塊表面仍具有很強的疏

水性及完整性，可再次吸附正十六烷進而聚集形成結塊並把培養基中大部分的正

十六烷給包覆起來。 

而推測造成培養基中總是會殘餘 10 ~ 20%正十六烷的原因可能是因為我們

加入的乾燥 NTU-1 結塊並不是全部都具有完整的表面，還是會有少部分的細胞

在冷凍乾燥的過程中破碎，因而無法全部再次聚集並把全部正十六烷給包覆起來。

有些細胞碎片，其表面能貼附正十六烷然而並無法形成大的結塊，所以在以 60 

mesh 篩網進行分離結塊時，就會因為顆粒太小而通過篩網，使培養基中總是殘

餘一些正十六烷，這也是為什麼我們每次進行細胞密度量測時，總是會測到一些
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殘餘在培養基中的 NTU-1 細胞密度，詳細的討論可參考 4.4.8 節。 

 

接著探討同樣是菌株 NTU-1 但是在利用不同營養源 (NB 及正十六烷) 培養

並經過冷凍乾燥後的存活率卻相差這麼多，造成差異的原因推測可能是以下 2

點： 

 

(1) 以 NB 培養的 NTU-1 是以均勻分散的形態分布在添加的保護劑中，然而以

正十六烷培養的 NTU-1 是以結塊的形態分布於保護劑 (添加劑) 中，雖然實

驗中會以搖晃的方式使結塊均勻分散在保護劑中，但由於 NTU-1 結塊表面

貼附有正十六烷使整體密度小於 1，故當將結塊搖散接著靜置一段時間後，

結塊又會重新聚集且趨向於浮在保護劑的表面 (如照片 4.3.5-1 (B) )。因而加

入的保護劑對於 NTU-1 結塊的保護面積會相對於以 NB 培養均勻分散的

NTU-1 (照片 4.3.5-1 (A) ) 來得小。此外，形成結塊後的 NTU-1，其細胞表

面性質如脂肪酸的成份也會在培養過程中而有所改變，故在冷凍乾燥這個過

程中，NTU-1 的存活率是有可能呈現如此差異的。 

 

(2) 以正十六烷培養後的 NTU-1 結塊在加入保護劑 (添加劑) 後，除了因為結塊

的形態使保護劑與 NTU-1 細胞表面接觸面積較小外，由於結塊表面有正十

六烷的貼附，使加入的添加劑更加難以接觸到 NTU-1 的表面故無法在冷凍

乾燥期間保護 NTU-1，所以易造成 NTU-1 在冷凍乾燥期間不可復原的傷

害。 
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(A)                     (B)                            

照片 4.3.5-1 冷凍乾燥前，以不同碳源培養 NTU-1 產生不同形態的 NTU-1 加入

保護劑 (添加劑) 後 NTU-1 的分布情形。(A) 以 NB 培養後的 NTU-1 均勻分散

在保護劑的情形；(B) 以正十六烷培養後的 NTU-1 結塊懸浮在添加劑表面的情

形。 

 

 生物復育過程中，一般都會遇到微生物降解速率緩慢使其成效無法在短時間

內顯現這個問題。而由以上的實驗知道，雖然冷凍乾燥後的 NTU-1 結塊活性很

低或已經不具活性，但我們發現礦物培養基中含 0.2 g/L 以上的 NTU-1 結塊密度

與 2000 ppmv 的正十六烷，經過往復式搖晃的培養，NTU-1 結塊可以在 1 ~ 2 小

時內再次吸附正十六烷並聚集形成結塊，在取樣的時間點第 12 小時配合物理撈

除 NTU-1 形成的聚集體，能移除掉 80 ~ 90%的正十六烷。這個結果顯示將 NTU-1

結塊以冷凍乾燥的方式來保存對於石油復育的研究中是有其潛力及發展性的。
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4.4 利用正十六烷培養的 NTU-1 細菌結塊經烘乾後再聚集包覆烷類

之能力探討 

  

4.3節的實驗結果發現利用正十六烷培養形成的NTU-1結塊經過冷凍乾燥後

細胞會失去活性但其吸附正十六烷聚集形成結塊的能力並沒有受到影響，12 小

時內仍能移除 80 ~ 90%濃度為 2000 ~ 2500 ppmv 的正十六烷。然而冷凍乾燥有

成本較高且較耗時間的缺點，故這一節中我們使用了較簡易的方法－烘乾，來乾

燥 NTU-1 結塊，並探討烘乾後的 NTU-1 結塊包覆及移除正十六烷的能力是否會

受影響。 

 

4.4.1 烘乾 NTU-1 結塊時溫度與時間的選擇 

  

這個部分的實驗將測試不同溫度來烘乾 NTU-1 結塊，探討烘乾所需的時間

及乾燥後 NTU-1 結塊包覆正十六烷的能力，進而選擇一個較合適的溫度來作為

日後實驗烘乾的條件。 

 

實驗條件如下： 

 NTU-1 結塊製備：5 mL (OD600 ≒ 1) 礦物培養基菌液與 200 μL 正十六烷

加入 100 mL MSM 礦物培養基，培養 3 天後取得 NTU-1 細菌結塊。 

 烘乾溫度：(1) 60、(2) 80、(3) 100、(4) 120、(5) 160℃ 

 烘乾測試時間：(1) 48、(2) 15、(3) 6、(4) 2、(5) 0.5 小時 

 初始取樣重量：0.051 (± 0.0008) g 

 初始 NTU-1 結塊重量 (經過加入培養基復水後以 0.3 μm 濾紙過濾)：0.0281  

(± 0.001) g  

 培養基正十六烷濃度：2000 ppmv 
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 培養基 pH 值：7  6.8 (滅菌後)  

 培養基體積：100 mL 

 培養溫度：30℃ 

 培養箱及轉速：往復式恆溫震盪水槽，100 rpm 

 分析時間點：第 12 小時 

 

目前實驗的階段採用目測的方法來判斷產物是否已烘乾，若 NTU-1 結塊沒

有完全烘乾則產品會呈現如照片 4.4.1-1 (A) 所示，此時乾燥表面呈現深黃色，

若利用勺子將其刮下，產品會呈現溼黏狀。若產品已完全烘乾，則其乾燥表面的

顏色明顯較淺，利用勺子將其刮下後會呈現粉末狀，如照片 4.4.1-1 (B) 所示。 

實驗中，以溫度為 60℃下來烘乾，所需時間約為 48 小時、利用 80℃來烘乾

所需時為 15 小時，利用 100、120 及 160℃烘乾所需時間分別為 6、2 和 0.5 小時。

其中，以 120 及 160℃來烘乾的組別雖然花費時間較短，但是發現 NTU-1 結塊

因為溫度過高而逐漸產生焦黑的情形，對照烘乾溫度為 80℃的組別，如照片

4.4.1-2 所示。 

接下來，觀察這幾個溫度烘乾後的 NTU-1 結塊是否皆能再次形成聚集體而

將正十六烷給包覆並移除。培養第 12 小時的實驗結果如照片 4.4.1-3。由照片

4.4.1-3 可以看到烘乾溫度為 60 及 80℃的組別，乾燥 NTU-1 能再次形成結塊，

而乾燥溫度 100℃的組別形成的結塊呈現鬆散、不穩固的情形；烘乾溫度為 120

及 160℃的組別則無法再次形成結塊而呈現棉絮狀懸浮在礦物培養基上。 

探討烘乾溫度高於 100℃時乾燥 NTU-1 結塊無法再次形成聚集包覆正十六

烷的原因，我們推測是因為當溫度高於 100℃時，細胞上的疏水性脂肪酸會被破

壞分解或是表面成分產生變化使細胞破裂、不完整。其中，以 160℃烘乾的組別，

NTU-1 結塊已經呈現焦黑的情形，可知此時 NTU-1 細胞變質、成分改變。探討

NTU-1 表面疏水性是否會因烘乾溫度不同而有所影響的實驗將在 4.4.2 節介紹。 
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照片 4.4.1-1 烘乾過程中，NTU-1 結塊不同乾燥程度之差別。(A) 未乾燥完全；

(B) 完全乾燥。 

 

 

 

 

 

 

照片 4.4.1-2 不同溫度烘乾後 NTU-1 結塊乾燥的情形，依左而右分別為 80℃、

120℃及 160℃。 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

152 
 

 

 

 

 

(A)                 (B)  

 

                            

 

 

(C)                (D)                 (E)  

照片 4.4.1-3 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，礦物培

養基中加入不同溫度烘乾後的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv 正十六烷，第 12 小

時 NTU-1 再形成結塊的情形。(A) 60℃；(B) 80℃；(C) 100℃；(D) 120℃；(E) 160

℃。    

 

 

另外，實驗發現當取乾燥後的 NTU-1 加入培養基時，其初始取的 NTU-1 重

量會與加入培養基後再以 0.3 μm 濾紙過濾後的所測得的 NTU-1 乾重有差別，主

要原因推測是因為在取得 NTU-1 結塊時，同時會將一些降解過程中的代謝物及

培養基鹽類一起帶到烘箱中烘乾，另外結塊上也會殘留一些正十六烷。當這些物

質一起被烘乾，因此在秤取NTU-1乾燥後的重量時也會把這些物質一起算進去，

而這些物質在加入培養基後則會溶解掉，所以初始取的 NTU-1 重量會與加入培

養基並用濾紙進行過濾後所得重量有所差異。 

由於實驗中所選擇的 5 個烘乾溫度下，只有 60 及 80℃的組別能夠在 12 小

時內再次形成聚集並把正十六烷包覆在結塊內，故接下來只分析了烘乾溫度為

60 及 80℃的組別的實驗結果，其他組別則不列出。 
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在 4.3 節中知道了乾燥後的 NTU-1 結塊不具活性，培養過程中培養基的酸

鹼值與初始值 6.8 不會有太大的差異，故這一小節就不探討培養基酸鹼值的變化

且取樣的時間點皆取第12個小時來作分析。接下來則分別來探討在第 12個小時，

NTU-1 細胞密度的分布及正十六烷的包覆量及殘餘量，以圖 4.4.1-1、4.4.1-2 表

示。 

由圖 4.4.1-1 細胞密度的分布圖可以看到在經過 12 小時的培養後，兩組不同

烘乾條件 (60 及 80℃) 的實驗結果培養基中殘餘的細胞密度及形成結塊的結塊

密度分布皆差不多，約有 0.02 g/L 的細胞密度殘餘在培養基中而約有 0.25 g/L 的

NTU-1 會再次形成結塊將正十六烷包覆於其中。 

圖 4.4.1-2 正十六烷分布圖的第 0 小時可看出雖然乾燥後的 NTU-1 結塊上會

殘留有一些正十六烷，但這些量不多約只有 30 ~ 40 ppmv，幾乎可以忽略。因而

在接下來實驗中我們皆假設正十六烷的總量等於初始添加的量，不另外再測量第

0 小時正十六烷殘餘在 NTU-1 結塊上的量有多少。 

由圖 4.4.1-2 也可看出兩組不同乾燥條件下的 NTU-1 結塊能於 12 小時內將

正十六烷包覆並移除，且由細胞分布圖來看可以看出兩組約以 0.25 g/L 的結塊密

度包覆了約 1700 ppmv 的正十六烷。 

將正十六烷的移除效率以百分比來表示，如圖 4.4.1-3。實驗中移除百分比的

計算如同 4.3.2 節中所定義： 

 

 總移除百分比 (%) = 
包覆於 ୒୘୙ିଵ結塊中正十六烷的量

正十六烷的總量
ൈ 100 

 正十六烷的總量 = 殘餘在培養基中正十六烷的量 + 包覆於 NTU-1 結塊中

正十六烷的量 ≒ 初始正十六烷添加量 

 

圖 4.4.1-3 可以看出兩組不同烘乾條件下正十六烷的移除效率在第 12 個小時

皆能達到 86 ~ 90%。因此知道以 60 及 80℃來烘乾並不會對於乾燥後 NTU-1 結
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塊的包覆能力造成影響，顯示雖然乾燥後的 NTU-1 已不具活性，但細胞的完整

性及疏水性的表面並沒有因為這兩種乾燥溫度而受到破壞，所以在加入新的正十

六烷後，NTU-1 結塊能因為搖晃震盪而吸附正十六烷並慢慢聚集形成結塊將大

量正十六烷包覆於其中，使其移除效率在 12 小時內即能達到 80 ~ 90%。若以實

驗時間方便來考量的話，選擇烘乾溫度為 80℃較適合，因為其只需要 15 個小時

即能把結塊烘乾，且乾燥後的 NTU-1 仍具有相當好的包覆能力。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.4.1-1 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，培養基中

加入不同烘乾條件乾燥後的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv 正十六烷，第 12 小時

之細胞密度分布。 
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圖 4.4.1-2 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，培養基中

加入不同烘乾條件乾燥後的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv 正十六烷，第 0、12

小時正十六烷殘餘在培養基及包覆量的分布圖。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.4.1-3 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，培養基中

加入不同烘乾條件乾燥後的的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv 正十六烷，第 12 小

時之正十六烷總移除百分比。 
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4.4.2 不同條件乾燥下 NTU-1 結塊表面疏水性測定 

 

由 4.4.1 節中可發現若烘乾溫度高於 100℃，乾燥後 NTU-1 再形成結塊包覆

正十六烷的能力會變差。我們認為可能是在乾燥過程中，細胞表面之疏水性脂肪

酸遭受破壞變質或是細胞已破裂不完整。這一節中，將測試不同條件乾燥下，

NTU-1 細胞結塊表面的疏水性是否會有差異，進而了解乾燥後 NTU-1 結塊能再

次形成聚集體的原因。 

測試細胞表面疏水性的方法是由 Rosenberg 等學者所提出的 MATH 

(microbial adhesion to hydrocarbons) (Rosenberg et al. 1991)。由於此法操作容易、

使用儀器較常見因而被文獻中大量的使用。 

 

實驗條件如下： 

 菌株來源： 

 不同溫度下烘乾的 NTU-1 結塊：60、80、100、120、160℃ 

 冷凍乾燥後的 NTU-1 結塊 

 利用超音波震碎後再進行冷凍乾燥的 NTU-1 結塊 

 分散相：去離子水 (2 mL)  

 初始 OD600 吸收值 (ODi)：0.5 ~ 0.8 

 正十六烷添加量：0.5 mL 

 溫度：27℃ 

 OD600 吸收值測量時間：每 10 分鐘 (ODa)  

 細胞吸附百分比計算 

Percentage of adhesion (%) =  

  

100×−

i

ai

OD

ODOD
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實驗結果如圖 4.4.2-1 所示，其中也列出實驗室之前對於一般礦物培養基菌

液 (自由細胞狀、NB 培養，pH=7) 的吸附百分比 (劉志文 2007)來作比較。實

驗結果顯示，除了以 160℃烘乾的實驗組別其吸附百分比較低以外，其他不同乾

燥條件的組別吸附百分比皆能在前 3 個小時內達到 70%以上。經過約一天以後，

160℃組別的吸附百分比約有 80%而其餘乾燥組別皆能達到 90%左右。同時也可

以發現除了 160℃烘乾的實驗組別，其他組別的吸附百分比皆會高於一般礦物培

養基菌液的實驗組別。 

文獻中指出，細胞的疏水性是主導微生物貼附現象的原因之一 (Olofsson et 

al. 1998)。而使用 MATH 測量細胞表面疏水性時，吸附百分比能達到 70%以上即

顯示細胞具有相當的疏水性 (Rosenberg 2006)。因此我們知道這些狀態下的

NTU-1 細胞都具有很高的疏水性，而形成結塊後的 NTU-1 細胞表面疏水性會比

一般 NTU-1 菌液 (以 NB 培養) 來得高，主要是因為 NTU-1 在利用正十六烷時

會產生一些長鏈脂肪酸鍵結在細胞表面，因而使表面疏水性增強，而這些長鏈脂

肪酸的存在也是實驗中促使 NTU-1 形成結塊將正十六烷包覆的重要原因之一 

(張緯農 2009)。 

另外，實驗中無法再次形成結塊的組別 (烘乾溫度大於 100℃、經過超音波

震碎再進行冷凍乾燥的 NTU-1 結塊)，除了以 160℃烘乾的組別 NTU-1 表面疏水

性脂肪酸可能遭受破壞造成疏水性相對較低以外，其他組別皆還是能呈現很高的

疏水性。在 4.3.4 節中發現震碎的 NTU-1 細胞碎片經冷凍乾燥後無法再次聚進形

成結塊，但這一節中經過實驗發現其表面仍具有很高的疏水性，所以更加能確認

細胞表面的完整性對於 NTU-1 再次形成結塊的能力有很大的影響。我們推測當

烘乾溫度高於 100℃時，細胞表面會因為溫度太高開始變質破裂，因而造成細胞

的破碎，其中以 160℃乾燥組別更為明顯，其細胞顏色已經改變而呈現焦黑的情

形，然而此時表面脂肪酸並沒有完全被破壞，故仍具有一定疏水性，但是細胞已

不完整，所以無法再次形成結塊將正十六烷包覆。乾燥後 NTU-1 再形成結塊的

機制將於 4.4.8 節中詳細討論。 
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圖 4.4.2-1 不同乾燥條件下 NTU-1 細胞表面疏水性測定 
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4.4.3 烘乾後的 NTU-1 結塊存放溫度與時間之探討 

  

將以正十六烷培養而得的 NTU-1 結塊利用冷凍乾燥或是烘乾的方法使其乾

燥的目的是因為乾燥後的結塊較易保存，且若將其與正十六烷重新加入礦物培養

基進行搖晃培養，乾燥後的 NTU-1 結塊能以很快的速率重新包覆，配合物理撈

除的方法可在短時間內移除大量的正十六烷。由 4.3 節發現冷凍乾燥後的 NTU-1

結塊已失去活性無法再降解正十六烷，然而其在經過 30 天的存放下仍具有相當

好的包覆能力。這一節中我們要探討以烘乾的方式乾燥後的結塊在經過長時間的

存放後其包覆正十六烷的能力會不會受到影響。 

 

實驗條件如下： 

 NTU-1 結塊製備：5 mL (OD600 ≒ 1) 礦物培養基菌液與 200 μL 正十六烷

加入 100 mL MSM 礦物培養基，培養 3 天後取得 NTU-1 細菌結塊。 

 烘乾溫度：80℃ 

 烘乾所需時間：15 小時 

 存放溫度：30℃ 

 存放時間：10 天、30 天 

 烘乾後初始取樣重量：0.0511 (± 0.0006) g 

 烘乾後初始NTU-1結塊重量 (經過加入培養基復水後以 0.3 μm濾紙過濾)：

0.0282 (± 0.0005) g        

 培養基正十六烷濃度：2000 ppmv 

 培養基 pH 值：7  6.8 (滅菌後)  

 培養基體積：100 mL 

 培養箱及轉速：往復式恆溫震盪水槽，100 rpm 

 分析時間點：第 12 小時 
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實驗中探討將乾燥 NTU-1 結塊存放於 30℃的環境 10 天及 30 天後，對正十

六烷的包覆效果是否會有影響。分別以第 12 小時細胞密度的分布變化及正十六

烷之分布圖來觀察討論，以圖 4.4.3-1、圖 4.4.3-2 表示。 

圖 4.4.3-1 NTU-1 細胞密度分布圖顯示出，不同存放條件下細胞密度之分布

並沒有太大的差異，NTU-1 再形成結塊的密度於第 12 小時約有 0.25 ~ 0.27 g/L，

剩餘在培養基中的 NTU-1 密度則約在 0.015 ~ 0.035 g/L 的範圍間。圖 4.4.3-2 一

樣可以看出乾燥後的 NTU-1 結塊存放在 30℃下經過 10 天及 30 天後仍具有相當

好的包覆能力，兩組實驗皆能在12小時內包覆約1700 ~ 1900 ppmv的正十六烷。

若將正十六烷的移除效率以百分比來表示，如圖 4.4.3-3，三組不同存放條件下的

移除效率在第 12 小時皆能達到 86 ~ 95%。 

此部分的實驗結果顯示，我們能將烘乾後的 NTU-1 結塊存放於一般的室溫

環境下，且經存放 30 天後，乾燥 NTU-1 結塊包覆烷類的能力並不會受影響。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.4.3-1 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，礦物培養

基中加入烘乾後不同存放條件下的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv 正十六烷，第

12 小時的 NTU-1 細胞密度之分布。 
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圖 4.4.3-2 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，礦物培養

基中加入烘乾後不同存放條件下的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv 正十六烷，第

12 小時正十六烷殘餘在培養基及包覆量的分布圖。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.4.3-3 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，礦物培養

基中加入烘乾後不同存放條件下的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv 正十六烷，第

12 小時之正十六烷總移除百分比。 
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4.4.4 烘乾後 NTU-1 結塊於培養過程 12 小時間的細胞聚集情形 

  

前面的實驗中，將乾燥後的 NTU-1 結塊與正十六烷加入礦物培養基進行震

盪培養，都取第 12 個小時來作為分析時間點，此時 NTU-1 結塊重新包覆大量正

十六烷使其移除效率能達到 85 ~ 95%。然而乾燥 NTU-1 結塊真正再次聚集包覆

烷類的時間是在培養的第 1 ~ 2 小時間，故接下來將觀察 12 小時內 NTU-1 再形

成結塊的情形及正十六烷包覆量隨時間的變化。 

 

實驗條件如下： 

 NTU-1 結塊製備：5 mL (OD600 ≒ 1) 礦物培養基菌液與 200 μL 正十六烷

加入 100 mL MSM 礦物培養基，培養 3 天後取得 NTU-1 細菌結塊。 

 烘乾溫度：80℃ 

 烘乾所需時間：15 小時 

 烘乾後初始取樣重量：0.031 (± 0.0002) g 

 烘乾初始 NTU-1 結塊重量 (經過加入培養基復水後以 0.3 μm 濾紙過濾)：

0.0172 (± 0.0007) g           

 培養基正十六烷濃度：2000 ppmv 

 培養基 pH 值：7  6.8 (滅菌後)  

 培養基體積：100 mL 

 培養溫度：30℃ 

 培養箱及轉速：往復式恆溫震盪水槽，100 rpm 

 分析時間點：第 2, 4, 6, 9, 12 小時 

 

培養過程中 NTU-1 再形成結塊的情形如照片 4.4.4-1 所示，雖然 NTU-1 在 1 

~ 2 小時間即可再形成結塊，但結塊初期看起來較鬆散且是以錢幣狀的扁平圓形
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聚集體懸浮在培養基的表面，如照片 4.4.4-1 (A)、(B) 所示。隨著時間的增加，

第 6 個小時以後，結塊會漸漸形成較緊實的圓球狀懸浮在培養基上 (照片 4.4.4-1 

(C) ~ (E) )。同時測量培養過程中，培養基酸鹼值的變化、細胞密度的變化及正

十六烷包覆的情形，以圖 4.4.4-1 ~ 3 表示。 

由圖 4.4.4-1 可以看出加入乾燥後的 NTU-1 結塊後，反應經過 2 小時，培養

基的酸鹼值即會從初始值 6.8 下降至 6.7 左右，而到第 12 小時培養基的酸鹼值皆

會一直維在 6.7，這個結果除了顯示 NTU-1 結塊因為不具活性故不會降解正十六

烷產生酸性代謝物以外，由此也可知在烘乾 NTU-1 結塊時，可能也把一些酸性

的代謝物一起帶入烘乾，故當秤取乾燥後的 NTU-1 加入培養基時，這些酸性物

質會重新溶解於培養基中。這也是為什麼在反應的第 2 個小時培養基的酸鹼值會

有 0.1 的差距，且也可解釋乾燥後的 NTU-1 加入培養基後利用濾紙過濾所得的

細胞重量會與初始加入的重量有所差異的原因。 

接著，由圖 4.4.4-2 細胞密度分布變化圖可以看到隨著時間的增加，殘餘在

培養基中的細胞密度會逐漸減少而形成結塊的細胞密度則會慢慢的上升，此情形

與圖 4.4.4-3 正十六烷分布圖的趨勢符合，隨著時間增加正十六烷被包覆的量也

跟著提升。這個現象顯示了結塊再次的形成是因為乾燥後的細胞結塊會吸附正十

六烷，並隨著時間以正十六烷為連結慢慢聚集形成較大顆粒的結塊。圖 4.4.4-2

及 4.4.4-3 中可觀察到細胞密度的分布及正十六烷的包覆量在第 9 個小時以後已

經趨於穩定平衡，約以 0.16 g/L 的結塊密度包覆了 1700 ppmv 的正十六烷，與第

12 小時所量測的結果差不多，往後的實驗中仍選擇以第 12 個小時來進行分析。 

將正十六烷的移除效率以百分比來表示，如圖 4.4.4-4 所示。由圖 4.4.4-4 可

以看出 NTU-1 結塊在 2 小時內即能包覆並移除掉 65%濃度為 2000 ppmv 的正十

六烷。隨著時間的增加，移除效率也跟著上升，到達第 9 個小時以後即達成平衡，

能移除掉約 86%的正十六烷，而第 12 小時則約能移除掉 90%的正十六烷。 
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照片 4.4.4-1 培養條件 30℃、100 rpm、初始 pH 值 6.8，礦物培養基中加入烘乾

後的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv 正十六烷時，隨著時間 NTU-1 細胞結塊變化

的情形。(A) 2 小時；(B) 4 小時；(C) 6 小時；(D) 9 小時；(E) 12 小時。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.4.4-1 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，礦物培養

基中加入烘乾後的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv 正十六烷時，隨著時間培養基

酸鹼值的變化。 
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圖 4.4.4-2 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，礦物培養

基中加入烘乾後的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv 正十六烷時，隨著時間 NTU-1

細胞密度之分布。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.4.4-3 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，礦物培養

基中加入烘乾後的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv 正十六烷時，隨著時間正十六

烷殘餘在培養基及包覆量的分布圖。 
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圖 4.4.4-4 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，礦物培養

基中加入烘乾後的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv 正十六烷時，隨著時間正十六

烷總移除百分比之變化圖。 

 

 

4.4.5 以不同量之乾燥 NTU-1 結塊處理 2000 ppmv 正十六烷 

  

由前面實驗 4.4.1、4.4.3 節中發現 NTU-1 在第 12 小時約以 0.25 ~ 0.27 g/L

的結塊密度包覆了 1700 ~ 1900 ppmv 的正十六烷，然而 4.4.4 節中的 NTU-1 在第

12 小時卻以較低的結塊密度 0.16 g/L 包覆了 1700 ppmv 的正十六烷。不同密度

的 NTU-1 結塊卻包覆了相同濃度的烷類，顯示在 NTU-1 添加的重量大於一定量

後，正十六烷的包覆量不會隨著細胞量越高而增加。4.3.2 節中得到冷凍乾燥後

NTU-1 結塊密度為 0.08 g/L 時，正十六烷的包覆效果較差，2000 ppmv 的正十六

烷中約只能移除掉 50 ~ 60%；而當冷凍乾燥後 NTU-1 密度大於 0.2 g/L 時，正十

六烷即能達到 80 ~ 90%的移除效果。在這一節實驗中，將添加的正十六烷濃度

固定為 2000 ppmv，並測試每 100 mL 礦物培養基中加入不同重量的乾燥 NTU-1
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結塊時，正十六烷被包覆及移除的效果為何，進而找出處理 2000 ppmv 正十六烷

時，最適合添加的乾燥 NTU-1 重量。 

實驗條件如下： 

 NTU-1 結塊製備：5 mL (OD600 ≒ 1) 礦物培養基菌液與 200 μL 正十六烷

加入 100 mL MSM 礦物培養基，培養 3 天後取得 NTU-1 細菌結塊。 

 烘乾溫度：80℃ 

 烘乾所需時間：15 小時 

 烘乾後初始取樣重量：(A) 0.01；(B) 0.02；(C) 0.03；(D) 0.05；(E) 0.06；

(F) 0.08；(G) 0.1 g 

 烘乾初始 NTU-1 結塊重量 (經過加入培養基復水後以 0.3 μm 濾紙過濾)：

(A) 0.0054；(B) 0.0122；(C) 0.0179；(D) 0.0278；(E) 0.0357；(F) 0.0463；

(G) 0.0573 g          

 培養基正十六烷濃度：2000 ppmv 

 培養基 pH 值：7  6.8 (滅菌後)  

 培養基體積：100 mL 

 培養箱及轉速：往復式恆溫震盪水槽，100 rpm 

 分析時間點：第 12 小時 

 

實驗中測試了 7 個不同初始的 NTU-1 結塊重量，分別觀察這 7 組不同重量

的 NTU-1 在第 12 個小時所呈現的結塊形態，如照片 4.4.5-1 所示。同時也分析

第 12 小時 NTU-1 細胞密度的變化及正十六烷的分布情形，以圖 4.4.5-1~2 表示。

由照片 4.4.5-1 可以看出，隨著添加的 NTU-1 重量的不同，每一組實驗皆能再形

成結塊將正十六烷給包覆起來，但包覆的效果卻有差異，且很明顯的看出當

NTU-1 添加初始重量較低時，結塊的形態會較鬆散且呈現白色，如照片 4.4.5-1 

(A)、(B)。當初始 NTU-1 重量提高至 0.018 g 或 0.028 g 時，會形成較緊實的乳

白色結塊，如照片 4.4.5-1 (C)、(D)。於更高添加 NTU-1 的重量下，結塊則會呈
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現緊實且顏色為淡黃色的情形，如照片 4.4.5-1 (F)、(G) 所示。這個現象顯現出

在相同濃度的正十六烷下，不同重量的乾燥 NTU-1 結塊皆能聚集並將其包覆於

結塊中，且因為形成的細胞密度不同而呈現不同形態及顏色。 

同時由圖 4.4.5-1 細胞密度分布圖可以看到隨著初始取樣 NTU-1 重量的增加，

再次形成的結塊細胞密度會跟著提升，而殘餘在培養基的細胞密度則會維持在

0.02 g/L 左右，這也說明了為什麼 NTU-1 再次形成結塊的顏色及緊實程度會有差

異，當形成細胞密度越高結塊形態會較緊密且顏色較深。 

圖 4.4.5-2 正十六烷的分布圖則顯示出當初始 NTU-1 重量較低時，正十六烷

的包覆量也較低。例如，初始 NTU-1 重量為 0.0054 g 的組別，約只能包覆 1100 

ppmv 左右的正十六烷。同時我們也可觀察到，並不會因為添加成倍數的 NTU-1

結塊而包覆成倍數的正十六烷。正十六烷的包覆量在初始 NTU-1 結塊重量為

0.018 g 以上時會維持 1700 ~ 1900 ppmv 的包覆量。 

將正十六烷的包覆量與殘餘量換算成移除百分比，以圖 4.4.5-3 表示。由此

圖可以知道 NTU-1 結塊初始取樣的重量較低時，正十六烷的移除效率較差。其

中，初始 NTU-1 結塊重量約為 0.0054 g 的這組實驗，可以發現其誤差範圍較大，

主要是因為系統中乾燥後的 NTU-1 結塊密度太低不足以完全吸附 2000 ppmv 的

正十六烷並形成結塊，符合 4.3.2 節中 (2) 部分 (初始冷凍乾燥後 NTU-1 結塊重

量為 0.008 g 時，正十六烷的包覆效果較差) 的實驗結果。在初始 NTU-1 重量大

於 0.018 g時，正十六烷的移除效果皆能達到 90%或以上，與 4.3.2節中 (1) 及 (3) 

部分的實驗結果相似 (冷凍乾燥後初始 NTU-1 重量大於 0.02 g 時，正十六烷的

移除效率能達到 80 ~ 90%)。故當正十六烷濃度為 2000 ppmv (每 100 mL 礦物培

養基) 時，若要使其移除效率達 90%以上又不想浪費多餘的 NTU-1 結塊時，我

們可取初始 NTU-1 重量約為 0.02 g 較佳，因為再高的 NTU-1 重量也不會再提升

正十六烷的包覆效果。將其換算可以知道在較大的系統中可使用 1 g/L 的 NTU-1

結塊密度來處理 10000 ppmv 的正十六烷。 
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(A) (0.01)0.0054 g   (B) (0.02)0.0122 g   (C) (0.03)0.0179 g   (D) (0.05)0.0278 g  

 

 

 

 

 

 

(E) (0.06)0.0357 g     (F) (0.08)0.0463 g         (G) (0.1)0.0573 g       

照片 4.4.5-1 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，培養基

中加入不同初始重量烘乾後的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv 正十六烷第 12 小時

NTU-1 細胞結塊的形態。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.4.5-1 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，礦物培養

基中加入不同初始重量烘乾後的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv 正十六烷第 12 小

時 NTU-1 細胞密度之分布。 
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圖 4.4.5-2 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，礦物培養

基中加入不同初始重量烘乾後的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv 正十六烷，第 12

小時正十六烷殘餘在培養基及包覆量的分布圖。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.4.5-3 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，礦物培養

基中加入不同初始重量烘乾後的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv 正十六烷，第 12

小時正十六烷總移除百分比。 
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4.4.6 以固定量之乾燥 NTU-1 結塊處理不同濃度的正十六烷 

 

上一節中發現 NTU-1 重量大於 0.02 g (初始取樣重量大於 0.03 g) 時，12 小

時內皆能移除掉 90%濃度為 2000 ppmv 的正十六烷。然而添加的克數越多，正

十六烷移除效率的提升卻有限，NTU-1 無法完全將 100%的正十六烷聚集包覆在

形成的結塊中，反而是形成的結塊顏色會越來越深，此項實驗結果顯示了固定系

統中碳源濃度，加入不同重量的乾燥 NTU-1 結塊時，這些細胞會以系統中的碳

源濃度來分配吸附的量，因而再形成聚集體後的密度、形態及顏色會有所差異。

而接下來這個部分的實驗是想要測試當加入固定重量的乾燥 NTU-1 結塊、不同

體積的正十六烷時，NTU-1 再形成結塊的形態及包覆烷類的效果。 

 

實驗條件如下： 

 NTU-1 結塊製備：5 mL (OD600 ≒ 1) 礦物培養基菌液與 200 μL 正十六烷

加入 100 mL MSM 礦物培養基，培養 3 天後取得 NTU-1 細菌結塊。 

 烘乾溫度：80℃ 

 烘乾所需時間：15 小時 

 烘乾後初始取樣重量：約 0.03 g 

 烘乾後初始NTU-1結塊重量 (經過加入培養基復水後以 0.3 μm濾紙過濾)：

0.0184 (± 0.0008) g     

 培養基正十六烷濃度：200, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 3000, 3500, 4000, 

5000, 6000, 7000, 8000 ppmv 

 培養基 pH 值：7  6.8 (滅菌後)  

 培養基體積：100 mL 

 培養溫度：30℃ 

 培養箱及轉速：往復式恆溫震盪水槽，100 rpm 
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 分析時間點：第 12 小時 

 

實驗中測試了 13 個不同的正十六烷濃度，最小濃度為 200 ppmv 而最高濃度

為 8000 ppmv。經過 12 個小時培養後，可以發現這 13 個濃度所形成細胞結塊的

形態可大致分成三種類形，如照片 4.4.6-1 所示。當正十六烷添加濃度為 500 ppmv

以下時，由照片 4.4.6-1 (A) 可看到其形成的結塊呈現黃色不規則的小顆粒，大

小約為 0.3 ~ 0.5公分。當正十六烷添加濃度介於 500 ppmv與 2000 ppmv之間時，

NTU-1 再形成的結塊則會呈現較緊實的淡黃色或白色圓球狀，大小約為 0.5 ~ 1.5

公分且表面較光滑 (照片 4.4.6-1 (B) ~ (F) )。當添加正十六烷的濃度大於 3000 

ppmv 時，NTU-1 則會形成較鬆散且顏色呈現白色的扁平楕圓狀結塊 (照片

4.4.6-1 (G) ~ (K) )。隨著添加濃度越高，如 7000 及 8000 ppmv 組別 (照片 4.4.6-1 

(L)、(M) )，可以看到雖然 NTU-1 會吸附正十六烷，但卻無法完全將正十六烷聚

集形成結塊，故培養基表面會像是浮著一層油狀懸浮物。 
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(A) 200 ppmv              (B) 500 ppmv               (C) 750 ppmv 

 

 

 

 

(D) 1000 ppmv              (E) 1500 ppmv            (F) 2000 ppmv 

 

 

 

 

(G) 3000 ppmv              (H) 3500 ppmv            (I) 4000 ppmv 

 

 

 

 

(J) 5000 ppmv       (K) 6000 ppmv       (L) 7000 ppmv      (M) 8000 ppmv 

照片 4.4.6-1 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，礦物培

養基中加入相同初始重量烘乾後的 NTU-1 結塊，處理不同濃度正十六烷，第 12

小時 NTU-1 細胞結塊的形態。 
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接著討論實驗中 NTU-1 結塊細胞密度分布的變化及正十六烷的包覆效果，

以圖 4.4.6-1、圖 4.4.6-2 來表示。由圖 4.4.6-1 可以看出殘餘在培養基中的細胞密

度在添加的正十六烷濃度大於 3500 ppmv 時會有增加的趨勢，形成結塊的細胞密

度則相對的逐漸下降，將這個結果配合圖 4.4.6-2 正十六烷分布圖來看，當殘餘

在培養基中的細胞密度提升，正十六烷留在培養基的量也會增加。另外，當正十

六烷添加濃度小於 2000 ppmv 時，雖然形成的結塊構造較緊實，但是經過分析後

仍可看出每組實驗都會有部分正十六烷殘餘在培養基中，造成移除效率無法達到

100%。 

推測這些殘餘在培養基中正十六烷的量與 NTU-1 細胞殘餘在培養基中的密

度有關，我們認為乾燥後的 NTU-1 結塊與正十六烷加入培養基後，NTU-1 會隨

著正十六烷的濃度不同而吸附不同濃度的正十六烷且以正十六烷作為連結物再

次形成結塊，但是總是會有一些 NTU-1 細胞在烘乾的過程中受到破壞造成其表

面不完整，而這些 NTU-1 碎片是能黏附一些正十六烷，但是卻無法再次聚集形

成大顆粒結塊，因而這些貼附正十六烷的細胞碎片會在分離過程中通過濾網而殘

餘在培養基。此外，乾燥的 NTU-1 結塊也可能會因為添加的正十六烷濃度太高，

因而在搖晃培養時，油滴顆粒量太多、細胞量較少，造成形成的結塊構造較鬆散

不緊密，故在使用篩網分離時鬆散的NTU-1細胞容易通過濾網而留在培養基中。

這也是為什麼實驗中總是能測得殘餘在培養基的 NTU-1 密度，且若這些測得的

密度增加的話，殘餘在培養基中正十六烷的比例也會增加。 

探討培養基中每單位乾燥後的 NTU-1 結塊能包覆正十六烷的量 

 (= 
୒୘୙ିଵ結塊中正十六烷包覆量	ሺ୥/ଵ଴଴	୫୐ሻ	୒୘୙ିଵ結塊細胞密度	ሺ୥/ଵ଴଴	୫୐ሻ	 	)，我們取在較高濃度下仍具有

接近 90%移除效率，初始正十六烷濃度為 3500 ppmv 的組別來計算，其以 0.0153 

g/100 mL 的結塊密度即包覆了約 3060 ppmv 的正十六烷，換算後可以發現每單

位重量的 NTU-1 結塊約能包覆 15.5 倍重的正十六烷。若以初始正十六烷濃度為

5000 ppmv 的正十六烷來計算，可得到每單位重量的 NTU-1 結塊能包覆 22 倍的
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正十六烷 (培養基中 NTU-1 以結塊密度 0.0149 g/100 mL 包覆了約 4300 ppmv 的

正十六烷)。以上的結果顯示，培養基中同樣重量的 NTU-1 結塊會因為添加正十

六烷的濃度不同而展現不同的吸附及包覆能力，但如果添加的正十六烷濃度過高，

這些吸附正十六烷的結塊細胞無法再次聚集，使移除效果變得較差。 

最後將正十六烷的包覆量與殘餘量換算成移除百分比，以圖 4.4.6-3 表示。

由此圖可以看出當添加正十六烷的濃度小於 6000 ppmv 時，乾燥的 NTU-1 結塊

皆能展現很好的包覆能力使其移除效果達到 80%以上；正十六烷濃度小於 3000 

ppmv 時，大部分的組別其移除效率甚至能達到 90%或 90%以上，再一次顯示了

NTU-1 結塊相當高的包覆及移除正十六烷能力。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.4.6-1 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，礦物培養

基中加入相同初始重量烘乾後的 NTU-1 結塊，處理不同濃度正十六烷，第 12 小

時 NTU-1 細胞密度之分布。 
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圖 4.4.6-2 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，礦物培養

基中加入相同初始重量烘乾後的 NTU-1 結塊，處理不同濃度正十六烷，第 12 小

時正十六烷殘餘在培養基及包覆量的分布圖。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.4.6-3 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，礦物培養

基中加入相同初始重量烘乾後的 NTU-1 結塊，處理不同濃度正十六烷，第 12 小

時正十六烷總移除百分比。 

 



 

177 
 

4.4.7 提高乾燥 NTU-1 結塊移除正十六烷效率的方法 

  

上一節實驗中發現不管添加的正十六烷濃度為多少，經過添加乾燥後的

NTU-1 結塊來包覆移除時，總會有一些正十六烷殘餘在培養基中。以添加正十

六烷的濃度為 2000 ppmv 為例，其在經過 12 小時培養後進行分離結塊及分析，

可發現約有 200 ppmv 左右的正十烷殘餘在培養基中。接下來我們設計了一個兩

段式添加乾燥 NTU-1 結塊的實驗，試著來移除這些剩餘的正十六烷。 

 

實驗條件如下： 

 NTU-1 結塊製備：5 mL (OD600 ≒ 1) 礦物培養基菌液與 200 μL 正十六烷

加入 100 mL MSM 礦物培養基，培養 3 天後取得 NTU-1 細菌結塊。 

 烘乾溫度：80℃ 

 烘乾所需時間：15 小時 

 烘乾後初始取樣重量：(1) 0.0311 (± 0.0003) g；(2) 0.0312 (± 0.0005) g 

 添加乾燥 NTU-1 時間：(1) 第 0 小時；(2) 第 6 小時 

 培養基正十六烷濃度：2000 ppmv 

 培養基 pH 值：7  6.8 (滅菌後)  

 培養基體積：100 mL 

 培養溫度：30℃ 

 培養箱及轉速：往復式恆溫震盪水槽，100 rpm 

 分析時間點：第 6、12 小時 

 

實驗流程大致如下：首先取約 0.03 g 烘乾後的結塊與 2000 ppmv 的正十六烷

加入 100 mL 礦物培養基中，經過 6 小時的培養後，將已形成的白色圓球狀結塊

以 60 mesh 的篩網過濾分離並進行正十六烷包覆量及細胞密度的分析，接著在剩
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餘的培養基中重新再加入 0.03 g 的乾燥結塊，反應再經過 6 小時 (第 12 小時)，

可發現 NTU-1 結塊呈現黃色不規則狀的小顆粒，同樣將結塊再次分離後進行正

十六烷包覆量及殘餘量分析。實驗中 NTU-1 結塊的情形如照片 4.4.7-1 所示。由

照片 4.4.7-1 可以看出當培養基中正十六烷濃度較高時，NTU-1 所形成的結塊會

呈現白色圓球狀 (照片 4.4.7-1 (A) )，當系統中正十六烷濃度減少時，NTU-1 的

結塊則會呈現黃色不規則的小顆粒狀 (照片 4.4.7-1 (B) )。 

於第 6 小時及第 12 小時進行了 NTU-1 細胞密度及培養基中正十六烷濃度的

分析，結果如圖 4.4.7-1~2 所示。圖 4.4.7-1 為 NTU-1 細胞密度的分布，培養第 6

小時將結塊分離並測量其乾重，但是無法測得此時殘餘在培養基的細胞重量，因

為分離結塊後會在殘餘的培養基中再加入新的乾燥 NTU-1 結塊，故殘餘在培養

基的 NTU-1 細胞密度只能在第 12 個小時測得。由圖 4.4.7-1 可以看出在 12 小時

後，殘餘在培養基中的細胞密度約剩下 0.0075 g/L，而形成結塊的密度約有 0.18 

g/L，比在第 6 個小時分析得到的 0.15 g/L 來得高，然而其包覆的正十六烷量較

少，所以很明顯的細胞結塊形態也會有所差異，這個現象再次證明了乾燥後的

NTU-1 結塊會因為系統中烷類濃度的不同而展現不同的吸附能力且形成不同形

態顏色的細菌結塊。 

接著由圖 4.4.7-2 培養基中正十六烷濃度分布圖可以看出反應經過 6 小時以

後，NTU-1 形成的結塊約能包覆 1680 ppmv 的正十六烷，此時殘餘在培養基中

的正十六烷濃度約為 320 ppmv。將形成的 NTU-1 聚集體分離並加入新的乾燥後

NTU-1 結塊，再經過培養 6 個小時後，我們可以發現第 12 小時殘餘在培養基中

的正十六烷濃度只剩下25 ppmv左右，顯示再加入的NTU-1結塊能將約300 ppmv

的正十六烷包覆並移除。 

將正十六烷的總包覆量以移除百比表示，如圖 4.4.6-3 所示。由此圖可以看

到反應經過 12 小時，2000 ppmv 的正十六烷的移除效率高達 98.6%，比 4.4.6 節

中單獨添加一次 0.03 g 乾燥結塊的移除百分比高了將近 10%。這樣的實驗結果顯

示了系統中殘餘的正十六烷能因為新添加的乾燥 NTU-1 結塊而被包覆並移除，
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使正十六烷的移除效率能在 12 小時內接近 100%。 
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照片 4.4.7-1 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，兩段式

添加 0.03 g 乾燥 NTU-1 結塊 (第 0 小時及第 6 小時)，處理 2000 ppmv 正十六烷，

不同時間點下的細胞結塊情形。(A) 第 6 小時；(B) 第 12 小時。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.4.7-1 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，兩段式添

加 0.03 g 乾燥 NTU-1 結塊 (第 0 小時及第 6 小時)，處理 2000 ppmv 正十六烷，

不同時間點下 NTU-1 細胞密度之分布。 
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圖 4.4.7-2 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，兩段式添

加 0.03 g 乾燥 NTU-1 結塊 (第 0 小時及第 6 小時)，處理 2000 ppmv 正十六烷，

不同時間點殘餘在培養基中正十六烷的濃度分布。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.4.7-3 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，兩段式添

加 0.03 g 乾燥 NTU-1 結塊 (第 0 小時及第 6 小時)，處理 2000 ppmv 正十六烷，

不同時間點下正十六烷的移除效率百分比。 
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4.4.8 乾燥 NTU-1 結塊再形成聚集體包覆正十六烷之機制 

  

這一節中，我們將為不同方法乾燥 (冷凍乾燥及烘乾) 的 NTU-1 結塊，其再

聚集形成結塊將正十六烷包覆的機制作個整理與討論。 

文獻中提到影響微生物聚集現象的幾個因子包含有碳源種類、溫度、疏水性

作用力、凡得瓦力、靜電作用力、微生物生長期…等 (Busch and Stumm 1968, 

Bossier and Verstraete 1996, Malik et al. 2003)。以上幾個影響因子皆是指微生物還

具活性的情況下，本實驗中將已形成結塊的 NTU-1 乾燥後再與烷類加入培養基

後進行培養，由於乾燥後的 NTU-1 結塊已不具活性，故推測此時細胞表面的完

整性與否也是影響 NTU-1 再形成結塊包覆正十六烷的重點之一。 

若利用自由細胞態的 NTU-1 菌液處理正十六烷時，培養經過 40 小時以後，

細胞結塊開始慢慢形成，經過實驗室人員以掃描式電子顯微鏡觀察 NTU-1 結塊

外觀，發現結塊是由許多不規則排列的細胞所組成，而經由萃取細胞表面脂肪酸

則發現細胞表面上的脂肪酸有大幅增加的現象，尤其是以碳鏈長度C12、C14、C16、

C18 的脂肪酸變化幅度最為明顯 (張緯農 2009)。文獻中指出，Rhodococcus 在降

解烷類的過程中會產生一些界面活性劑，其中主要成分有脂肪酸 (fatty acids) 及

醣脂類 (glycolipids)，這些物質常存在於 Rhodococcus 的細胞壁，且因其均具有

長碳鏈結構故對烷類有很強的疏水性親和力 (Peng et al. 2007)。此實驗結果也說

明了 NTU-1 結塊的形成與其細胞表面疏水性增強有很大的關係。 

而利用乾燥後 NTU-1 結塊移除正十六烷的實驗中，發現若只添加了乾燥後

的 NTU-1 結塊粉末而沒有加入正十六烷，此時 NTU-1 不會再形成結塊而是呈現

粉末狀的細胞懸浮在液體中或是沈在底部。因而知道正十六烷的加入可作為

NTU-1 的連結劑，當疏水性 NTU-1 結塊吸附正十六烷時，會以一層正十六烷一

層 NTU-1 結塊慢慢的堆疊成我們所看見的細胞結塊，這個現象也符合實驗室過

往研究中對於以正十六烷培養 NTU-1 時結塊形成機制的推測 (劉志文 2007, 張
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緯農 2009)。 

4.3.4 節的實驗結果中發現若 NTU-1 結塊經過超音波處理成細胞碎片時，乾

燥後的 NTU-1 碎片無法再次聚集，但以經過 MATH 實驗卻發現 NTU-1 碎片表

面仍具有相當高的疏水性，因此知道細胞表面的完整性是影響 NTU-1 再次聚集

的原因之一。同樣的結果也可以用在 4.4.1 節中烘乾溫度高於 100℃的情況，

NTU-1 細胞表面會因為溫度過高而產生變質，甚至有燒焦的情形，而雖然細胞

的疏水性脂肪酸沒有被破壞分解，故細胞表面仍疏水，但此時細胞表面已不完整，

因而無法再次形成聚集體。為了證明烘乾的 NTU-1 結塊是否會因為溫度太高而

使細胞破碎，我們測量了乾燥後 NTU-1 結塊的細胞大小，詳細實驗可參考附錄

2。附錄 2 的實驗結果顯示，烘乾溫度大於 100℃或是經超音波震碎的 NTU-1 結

塊細胞大小確實相較於正常 NTU-1 及結塊烘乾溫度為 60、80℃來得小。進而證

實乾燥後 NTU-1 細胞需同時具備完整的細胞表面及疏水性才能順利將正十六烷

包覆移除。 

接下來將 NTU-1 結塊表面為完整或不完整的情況下與正十六烷的交互作用

以圖 4.4.8-1 及 4.4.8-2 來表示。搖晃培養的過程中，正十六烷會分散成小油滴，

在 100 rpm 轉速條件下，油滴大小分布主要為 0.5 ~ 1.2 μm 及 2 ~ 10 μm (劉志文 

2007, 張緯農 2009)，而 NTU-1 大小約為 2 ~ 3 μm。由圖 4.4.8-1 可以看出，當

乾燥後 NTU-1 結塊表面完整時，其能順利黏附正十六烷，並能以堆疊的方式逐

漸聚集形成較大顆粒的結塊。反之由圖 4.4.8-2 可以看到，當 NTU-1 細胞破裂形

成細胞碎片時，雖然疏水性的脂肪酸沒有被破壞，且同樣會貼附在正十六烷上，

但因為此時細胞已不完整，故無法以一層正十六烷一層 NTU-1 細胞的堆疊方式

形成大顆粒結塊，因而呈現棉絮狀的細胞懸浮在液面上。 

由此也可以推測，利用冷凍乾燥或烘乾溫度為 60 及 80℃來乾燥 NTU-1 結

塊的實驗組別，細胞表面大部分皆呈現完整的狀態，然而還是會有少部分的細胞

在這些乾燥條件下被破壞而成為細胞碎片，這也是為什麼在前面的實驗中，儘管
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已提高添加的 NTU-1 結塊量，但都還是會有一些正十六烷及 NTU-1 細胞殘餘在

培養基中的原因 (如圖 4.4.8-3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.4.8-1 乾燥後 NTU-1 結塊表面完整時，細胞貼附正十六烷形成大顆粒結塊示

意圖。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.4.8-2 乾燥後 NTU-1 結塊表面不完整時 (細胞碎片)，細胞貼附正十六烷示

意圖。 
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圖 4.4.8-3  NTU-1 結塊經過冷凍乾燥或以 60 及 80℃的條件烘乾後，細胞貼附正

十六烷再形成聚集體之示意圖。 

 

 

4.4.9 討論 

 

 4.4.1 節中測試了不同烘乾溫度的乾燥 NTU-1 結塊來進行正十六烷的生物復

育實驗，實驗中發現烘乾溫度以 80℃為較好的選擇，因為其烘乾時間只需 15 小

時且包覆正十六烷的效果也很好。4.4.2 節中則測試了不同乾燥條件下的 NTU-1

結塊表面疏水性，結果發現細胞表面的完整性與否對於正十六烷包覆效果有很大

的影響。當 NTU-1 結塊經過超音波震碎再進行冷凍乾燥或是烘乾 NTU-1 結塊的

溫度高於 100℃時，NTU-1 細胞會破碎或是表面成分變質而使細胞不再完整，此

時雖然細胞上的脂肪酸仍存在故具有一定的疏水性，然而細胞表面已不再完整，

因而無法再次聚集將正十六重新包覆並移除。 

同時進行了存放溫度及時間的測試，結果發現乾燥後的 NTU-1 結塊在經過

30 天存放於 30℃的環境下，仍保有很好的包覆移除正十六烷能力，故知道乾燥
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後的結塊可以在室溫下長期的存放，這對於石油碳氫化合物污染的應用有很大的

幫助，我們可以大量收集乾燥後的 NTU-1 結塊，一旦有需要時，其馬上就可以

派上用場，不需等待細菌生長的時間即可在短時間內移除污染物。 

 討論乾燥後 NTU-1 再次形成結塊的時間，實驗中大多採取在第 12 個小時進

行取樣分析。然而實驗過程中發現其實在 1 ~ 2 小時內 NTU-1 即能形成結塊但其

構造會較鬆散，培養時間經過 6 小時以後，NTU-1 結塊會越趨穩定與緊實，故

在 6 小時以後進行正十六烷包覆效果的分析較佳，其包覆正十六烷的量也會達一

個穩定值。 

 接著測試了以不同添加的 NTU-1 重量來處理固定濃度 2000 ppmv 的正十六

烷時並探討其移除效果，實驗中發現當系統中初始 NTU-1 結塊密度大於 0.2 g/L

時，2000 ppmv 中 90%左右的正十六烷能被移除掉。而細胞結塊的構形及顏色則

會因為添加的 NTU-1 克數越多而呈現越緊密及顏色較深的情形。這個部分的實

驗推算出以密度約為 1 g/L 的 NTU-1 結塊來處理濃度為 10000 ppmv 的正十六烷

較佳的選擇，因為這樣的 NTU-1 結塊密度即能對正十六烷有很好的移除效率，

不需浪費多餘的 NTU-1 細胞。 

 同時測試了以相同初始 NTU-1 密度約 0.2 g/L 來處理不同濃度下的正十六烷，

實驗中發現當正十六烷添加濃度低於 500 ppmv 時，結塊的形態會呈現不規則的

黃色小顆粒。當濃度介於 500 ~ 2000 ppmv 時，細胞結塊則會呈現較緊實的圓球

狀，且隨著濃度的增加，結塊顏色會越接近乳白色。若加入正十六烷的濃度大於

3000 ppmv 時，NTU-1 會形成較鬆散扁平狀的結塊，且當添加濃度越高，形成的

結塊會越鬆散，移除效率也會跟著變差。實驗結果顯示添加正十六烷的濃度小於

6000 ppmv 時，乾燥重量約 0.02 g (每 100mL 礦物培養基) 的 NTU-1 結塊皆能展

現很好的包覆能力使其移除效果達到 80%以上。這個部分的實驗我們看出 NTU-1

具有很大的包覆能力，並能因為添加濃度的不同而展現不同的包覆能力而形成不

同形態的細胞結塊。 

 4.4.7 節中則測試了兩段式添加乾燥 NTU-1 結塊的方法來提升正十六烷的移
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除效果，培養經過 12 小時發現正十六烷的移除效率能由原本的 90%提升到近

100%，顯示這是一個有效能提高正十六烷移除效率的方法。 

 最後則整理出乾燥 NTU-1 結塊再形成聚集將正十六烷包覆的機制，主要與

細胞表面的疏水性脂肪酸及細胞完整性有關。由乾燥後 NTU-1 結塊的疏水性測

試及細胞粒徑大小的分析，我們推測出若單純的只有細胞表面脂肪酸存在而細胞

已破碎不完整時，乾燥 NTU-1 無法再形成聚集包覆烷類。結塊的形成需同時具

備這兩點特性，乾燥 NTU-1 才可順利貼附正十六烷，並能以不規則的堆疊方式

慢慢的聚集形成大顆粒結塊，形成結塊的同時也能移除掉大部分的烷類，因而在

相當短的時間內即能達到移除石油碳氫化合物的目標。 
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第五章 結論 

 

石油碳氫化合物生物復育過程中，往往會因為碳氫化合物在水中的溶解度太

低，造成微生物攝取不易、降解速率緩慢，使污染物之移除成效不彰。而本研究

中的實驗結果顯示，在錐形瓶中加入篩網來幫助正十六烷的攪拌情形及增加

NTU-1 接觸及碰撞正十六烷的機會，使 NTU-1 在 44 小時內形成聚集並將殘餘正

十六烷包覆於結塊中，此時正十六烷的移除效率可達到 95%以上。另外，將已形

成結塊包覆烷類的 NTU-1 進行冷凍乾燥或烘乾，乾燥後的 NTU-1 結塊雖然不具

活性，但其能再次形成聚集且將新添加的烷類包覆，因而 12 小時內即能移除大

量的烷類。這些研究成果對於石油污染處理方面有很大的潛力，也具有相當的應

用性及競爭力。根據本論文的各項實驗結果及討論，作了以下的結論： 

 

不同搖晃培養方式對於 NTU-1 形成聚集 (結塊) 的時間及形態會有差異，往

復式培養下 NTU-1 的結塊時間較迴旋式培養提早了約 12 小時，且往復式培養下

NTU-1 結塊呈現 0.5 ~ 2 公分圓球狀而迴旋式培養方式下的 NTU-1 細胞聚集呈現

片狀。在培養錐形瓶中加入不同大小及折角的篩網，可幫助迴旋式培養下 NTU-1

與正十六烷的接觸機會及形式，使 NTU-1 形成結塊將烷類包覆的時間提早到 44

小時以前，因而在 44 小時左右，配合物理撈除的方式可讓正十六烷的移除效率

達 95%以上。 

 

利用冷凍乾燥的方式來保存以 NB 培養的 NTU-1，實驗結果發現若利用 1%

及 10%(w/v) 麥芽糖溶液作為冷凍乾燥時添加的保護劑，並存放於－20℃的環境

下，可使乾燥後的 NTU-1 在經過 30 天存放下仍具有很高的存活率。且經實驗證

實，冷凍乾燥後 NTU-1 的生理特性並不會受到影響及破壞。 
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同樣利用冷凍乾燥的方式來乾燥以正十六烷培養而得的 NTU-1 細菌結塊。

然而實驗發現，不管添加任何保護劑，乾燥後的 NTU-1 結塊活性皆很低，因而

無法降解烷類，但其包覆烷類的能力並不會受到影響，若添加的乾燥 NTU-1 密

度約大於 0.02 g 時 (每 100 mL 礦物培養基)，2000 ~ 2500 ppmv 的正十六烷在 12

小時內即可移除掉 80 ~ 90%。推測造成 NTU-1 細胞活性如此差異的原因與其細

胞表面性質的改變有關，且形成結塊後的 NTU-1 易聚集及表面有烷類的貼附，

因而造成添加的保護劑無法接觸到細胞使保護效果不佳。 

 

發現 NTU-1 結塊的生物活性對於烷類移除效果的影響不大後，我們利用烘

乾的方式取代成本高及費時的冷凍乾燥法來使 NTU-1 結塊乾燥。實驗發現烘乾

溫度高於 100℃，乾燥 NTU-1 結塊再聚集的能力會變差，因而選擇烘乾溫度 80

℃，其乾燥所需時間約 15 小時且乾燥後的 NTU-1 結塊具有良好的包覆效果。這

個部分發現可利用 1 g/L 的 NTU-1 結塊密度來處理 10000 ppmv 的正十六烷，因

為在這樣的比例下正十六烷即能有很好的移除效率，不需再浪費多餘的乾燥

NTU-1 結塊。  

 

而若固定初始乾燥 NTU-1 的結塊密度在約 0.2 g/L、添加不同濃度的正十六

烷時，可看到 NTU-1 再形成結塊的形態及顏色也會有所差異。當正十六烷添加

濃度為 500 ppmv 以下時，形成的結塊呈現黃色不規則的小顆粒，大小約為 0.3 ~ 

0.5 公分；添加濃度介於 500 ppmv 與 2000 ppmv 之間時，NTU-1 再形成的結塊

則會呈現較緊實的淡黃色或白色圓球狀，大小約為 0.5~1.5 公分且表面較光滑；

當添加正十六烷的濃度大於 3000 ppmv 時，NTU-1 則會形成較鬆散且顏色呈現

白色的扁平楕圓狀結塊，此時若再將正十六烷濃度的提高，NTU-1 包覆烷類的

效果會越趨不佳。實驗中，添加正十六烷的濃度小於 6000 ppmv 時，乾燥的 NTU-1

結塊皆能展現很好的包覆能力使其移除效果達到 80%以上；若正十六烷濃度小於

3000 ppmv，大部分的組別其移除效率甚至能達到 90%或 90%以上。另外，以兩
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段式添加乾燥 NTU-1 結塊的方法，可使濃度為 2000 ppmv 的正十六烷移除效率

在 12 小時內由原本的 90%提升至將近 100%。 

 

推測乾燥後 NTU-1 結塊再形成聚集將烷類包覆的主要原因與其細胞表面疏

水性及完整性有關。乾燥後細胞表面不完整的組別，如經過超音波震碎後進行冷

凍乾燥或是以溫度大於 100℃烘乾的 NTU-1 結塊，經由 MATH 測試發現這些細

胞表面的疏水性並沒有受到破壞，然而經過粒徑分析儀測得這些情況下的 NTU-1

細胞相較於正常狀態下來得小。由此可知細胞表面的完整性及疏水性需同時存在，

乾燥 NTU-1 結塊才能順利貼附烷類且能以烷類為連結劑堆疊形成大顆粒結塊，

配合物理分離可將正十六烷在 12 小時內大量移除。若對以正十六烷培養的

NTU-1 結塊進行冷凍乾燥或以溫度為 60、80℃來烘乾，乾燥後的 NTU-1 結塊表

面大部分皆呈現完整的狀態，然而可能還是會有少部分的細胞在這些乾燥條件下

被破壞而成為細胞碎片，這也是為什麼在實驗中，儘管已提高添加的 NTU-1 結

塊量，但都還是會有一些正十六烷及 NTU-1 細胞殘餘在培養基中的原因。 

 

本研究提出一個相當快速移除石油碳氫化合物污染的方法，乾燥後的 NTU-1

結塊能再次形成聚集體將烷類包覆，配合篩網的撈除，使烷類在短時間內即可達

到相當好的移除效果。未來建議可朝向研究如何將包覆於細胞內的烷類取出並還

原，進而應用在實際石油污染發生的狀況下，將石油回收再利用，不僅可減少環

境的污染，也可減輕石油逐漸短缺的問題。 
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附錄 1  NB 培養的 NTU-1 及正十六烷培養的 NTU-1 結塊經

冷凍乾燥後的結合應用 

 

 由 4.3.2節中我們觀察到利用正十六烷培養的NTU-1結塊在冷凍乾燥後雖然

不具活性，但因其疏水的表面沒被破壞且可在 1 - 2 小時內再次吸附正十六烷形

成結塊，並能於取樣的時間點 12 小時內移除 80 ~ 90%濃度為 2000 ppmv 左右的

正十六烷。移除效率為 80 ~ 90%意味著培養基內還殘餘 200 ~ 400 ppmv 的正十

六烷，故我們想結合 4.2 節中以 NB 培養並乾燥後具活性的 NTU-1 來降解正十六

烷並配合加入乾燥後不具活性的 NTU-1 結塊來加速細胞聚集現象的產生，探討

此結合方法的正十六烷移除效率是否會比單獨利用乾燥後不具活性的 NTU-1 結

塊來得高。 

 

實驗條件如下： 

由於冷凍乾燥前的實驗條件並沒有太大的差異，如 4.3.2 (1) 部分所示，故以下

直接列出冷凍乾燥後的實驗條件。 

 冷凍乾燥後存放條件：0 天  

 初始植菌來源 (第 0 小時)： 

(1) 液態礦物培養基菌液 (5 mL，未經冷凍乾燥，控制組) : 4.12 ×108 

CFU/mL  

(2) NTU-1 以 10%麥芽糖為保護劑乾燥後再以 MSM 礦物培養基復水 (5 

mL) : 7.6×108 CFU/mL 

(3) NTU-1以 10%乳糖為保護劑乾燥後再以MSM礦物培養基復水 (5 mL) : 

1.33×109 CFU/mL 

 第 20小時加入之乾燥結塊取樣重量 (添加劑+NTU-1結塊)：0.254 (± 0.001) g 

 第 20 小時加入的乾燥 NTU-1 結塊重量 (經過加入 MSM 復水後以 0.3 μm 濾
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紙過濾，意即扣除添加劑後的 NTU-1 重量)： 

 (1) 10%麥芽糖為添加劑: 0.0253 (± 0.0002) g 

 (2) 10%麥芽糖為添加劑: 0.0285 (± 0.0018) g 

 (3) 10%乳糖為添加劑: 0.027 (± 0.0024) g 

 培養基 pH 值：7  6.8 (滅菌後)  

 培養基正十六烷濃度：2000 ppmv 

 培養基體積：100 mL 

 培養溫度：30℃ 

 培養箱及轉速：往復式恆溫震盪水槽，100 rpm 

 分析時間點：第 24 小時 

 

實驗流程大致如下：首先利用以 NB 培養後自由細胞狀的 NTU-1 進行冷凍

乾燥，再以 MSM 礦物培養基復水 (加入與初始體積相同的 5 mL) 並利用平板計

數法計算出活菌數，接著與 2000 ppmv 正十六烷一同加入 100 mL 礦物培養基進

行培養。培養經過 20 小時以後，NTU-1 生長並降解掉一些正十六烷，接著再加

入乾燥後的 NTU-1 細菌結塊 (不具活性) 將未降解的正十六烷包覆。 

實驗中 NTU-1 生長及包覆的情形以附錄照片 1-1 來表示。由此照片可以看

出以液態礦物培養基菌液或以 NB 培養並乾燥後的 NTU-1 組別，反應經過 20 個

小時後 NTU-1 皆會因為接觸利用正十六烷而形成棉絮狀的聚集物懸浮在培養基

的表面。接著加入乾燥後的 NTU-1 結塊 (不具活性)，反應再經過 4 小時，可以

看到此時 NTU-1 會再次形成結塊將這些棉絮狀的細胞聚集體及正十六烷一起包

覆起來。因而在第 24 小時，我們將形成的結塊分離並進行 NTU-1 降解及包覆正

十六烷的分析。 
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附錄照片 1-1 培養條件 30℃、往復式震盪培養 100 rpm、初始 pH 值 6.8，MSM

礦物培養基中加入乾燥後的 NTU-1 (以 NB 培養) 及 NTU-1 結塊 (以正十六烷培

養)，處理 2000 ppmv 正十六烷，第 20 及 24 小時之 NTU-1 生長及結塊形態圖。 

 

 

實驗結果第 24 小時的培養基酸鹼值、細胞密度分布變化、正十六烷之分布

及總移除效果將以附圖 1-1 ~ 4 表示。 

 首先，由附圖 1-1 培養基酸鹼值的變化可以看出在 24 小時後這三組實驗組

別皆會因為一開始加入以 NB 培養乾燥後 NTU-1 而使培養基酸鹼值會相對於只

加入乾燥後 NTU-1 結塊來得低一些，大約在 6.4 ~ 6.5 左右 (單獨只加入乾燥後

不具活性的 NTU-1 結塊，pH 值約為 6.6 ~ 6.7)，顯示以 NB 培養的 NTU-1 在乾

燥後仍可降解利用正十六烷，但由於培養時間不長故酸鹼值沒有太大的下降。 

接著由附圖 1-2 細胞密度變化分布圖可以看到由於有自由細胞態 NTU-1 的

加入，所以在殘餘培養基中的 NTU-1 細胞密度約有 0.08 ~ 0.1 g/L 左右。而每一

組 NTU-1 的總密度在第 24 小時也都約有 0.37 ~ 0.39 g/L，若是減去於 20 小時添
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加的 NTU-1 乾燥結塊，可以大約算出在第 24 小時，以 NB 培養並乾燥後的 NTU-1

約能長到 0.12 g/L，相對於第 0 小時添加的細胞密度 (約 0.04 ~ 0.06 g/L) 可發現

NTU-1 有一定的生長量。 

接著將實驗結果正十六烷初始量、殘餘在培養基中及包覆量匯整成附圖 1-3，

由此圖可以看出初始培養基中的正十六烷量大約為 2500 ~ 2600 ppmv。因為此系

統中有加入具活性之 NTU-1，所以在經過 24 小時的培養後我們將正十六烷初始

量減去測得的正十六烷殘餘量及包覆量則可大概算出 24 小時正十六烷的降解

量。 

同時將實驗中正十六烷的分布情形換算成移除的百分比附圖 1-4，此部分的

移除百分比與前面幾節較不同的是，在移除量中考慮到正十六烷的降解量。故此

處總移除效率的百分比計算方法為： 

 

 總移除百分比 (%) = 
包覆於 ୒୘୙ିଵ結塊中正十六烷的量	ା正十六烷降解量

正十六烷的總量
ൈ 100 

 正十六烷的總量 = 正十六烷初始量 = 殘餘在培養基中正十六烷的量 + 

包覆於 NTU-1 結塊中正十六烷的量 + 正十六烷降解量 

 

由上面公式計算出來的結果可以看出三組實驗下在培養經過 24 小時後正十

六烷移除率為 85 ~ 90 %左右，與前面幾節的實驗結果移除效率差不多，並沒有

因為加入具活性的乾燥 NTU-1 而提高移除的效果。這個結果顯示系統中若含具

活性之 NTU-1 確實可以增加正十六烷的降解量，然而因為降解的速率較慢，所

以短時間內正十六烷的移除主要還是要靠乾燥後的 NTU-1 結塊的再形成聚集的

包覆能力。  
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附圖 1-1 培養條件 30℃、100 rpm、初始 pH 值 6.8，培養基中加入以不同保護劑

冷凍乾燥後的 NTU-1 及不同添加劑冷凍乾燥後的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv

正十六烷第 24 小時之培養基酸鹼值變化。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

附圖 1-2 培養條件 30℃、100 rpm、初始 pH 值 6.8，培養基中加入以不同保護劑

冷凍乾燥後的 NTU-1 及不同添加劑冷凍乾燥後的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv

正十六烷第 24 小時之細胞密度分布。 
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附圖 1-3 培養條件 30℃、100 rpm、初始 pH 值 6.8，培養基中加入以不同保護劑

冷凍乾燥後的 NTU-1 及不同添加劑冷凍乾燥後的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv

正十六烷。第 24 小時正十六烷初始量及殘餘在培養基及包覆量的分布圖。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

附圖 1-4 培養條件 30℃、100 rpm、初始 pH 值 6.8，培養基中加入以不同保護劑

冷凍乾燥後的 NTU-1 及不同添加劑冷凍乾燥後的 NTU-1 結塊，處理 2000 ppmv

正十六烷，第 24 小時之正十六烷總移除百分比。 
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附錄 2 不同條件乾燥後 NTU-1 結塊之細胞粒徑大小 

 

 4.3 及 4.4 節實驗中推測乾燥後 NTU-1 結塊要能再次形成聚集體將正十六烷

包覆需同時具備以下兩個條件：細胞表面疏水性及完整性。NTU-1 結塊可能會

因為以超音波或是高於 100℃的烘乾溫度而使細胞產生變質、破裂，此時 NTU-1

細胞無法再形成聚集體，因而無法將正十六烷包覆移除。在這一部分的實驗中將

測量不同條件乾燥後 NTU-1 結塊的細胞大小分布，進一步了解 NTU-1 結塊細胞

是否會因為超音波或是烘乾溫度高於 100℃而破碎，並探討細胞完整性與否是不

是真的對於乾燥 NTU-1 結塊再聚集能力會有所影響。實驗利用 Nano-ZS 粒徑分

析儀來測量乾燥 NTU-1 結塊以去離子水為分散劑時細胞的粒徑大小。 

 

實驗條件如下： 

 不同條件下乾燥的 NTU-1 結塊： 

 烘乾 (溫度 60、80、100、120 及 160℃)  

 冷凍乾燥 

 先經過超音波震碎後再進行冷凍乾燥 

 分散劑：去離子水 (DI-water)  

 量測儀器：粒徑分析儀 Malvern，Nano-ZS (0.6 ~ 6000 nm)  

 

粒徑分析儀量測粒徑的原理主要是利用雷射光射入含粒子的懸浮溶液中，

粒子本身進行不規則的布朗運動，粒子大小不同其擴散速度及布朗運動也會有所

不同，因而雷射照射區域同時會有許多粒子產生散射光，散射光亦隨時間改變，

利用散射光起代變化配合理論可計算出粒徑的大小。    

不同烘乾溫度下的 NTU-1 細胞大小分布實驗結果如附圖 2-1 所示，其中以

自由細胞態的 NTU-1 菌液 (以 NB 培養、未經乾燥) 作為對照組。由附圖 2-1 可
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以看出，測量出的正常 NTU-1 細胞大小約為 900 ~ 1000 nm (0.9 ~ 1 μm)。然而顯

微鏡下觀察的 NTU-1 為大小 2 ~ 3 μm 的桿狀細胞。造成量測結果差異的原因可

能是因為 NTU-1 屬於桿狀的細胞，但粒徑分析儀適合用於圓球狀粒子的量測，

故兩種方式下觀察到的細胞大小會有差異。不過由附圖 2-1 中，仍大概可看出

NTU-1 結塊的細胞大小會在烘乾溫度大於 100℃時變得相對較低，顯示在烘乾的

過程中，NTU-1 結塊是有可能會因為溫度過高造成細胞的破碎，此時細胞變得

不完整，因而無法再次形成聚集將烷類包覆。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

附圖 2-1 不同烘乾溫度下，NTU-1 細胞粒徑大小分布 

 

附圖 2-2為以 120℃烘乾的NTU-1結塊在去離子水中所測得的細胞粒徑大小

相對於訊號強度的分布圖。圖中呈現出單一的波峰值，可以看出懸浮溶液中細胞

大小均勻的分布在 500 nm 左右。 

另外，將冷凍乾燥後的 NTU-1 結塊所測得之細胞粒徑大小分布相對於訊號

強度以附圖 2-3 表示。由附圖 2-3 可以看到有兩個明顯的波峰，推測是由於 NTU-1

結塊在冷凍乾燥時，會有一部分的細胞在過程中破碎 (圖中粒徑大小 245 nm 處)，
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其他部分則能維持完整的狀態 (圖中粒徑大小 2400 nm 處)，因而冷凍乾燥後的

NTU-1 結塊能重新聚集將正十六烷包覆。 

附圖 2-4 則為先利用超音波將 NTU-1 結塊震碎再進行冷凍乾燥後的細胞粒

徑大小相對於訊號強度之分布。由附圖 2-4 也可看出有兩個明顯的波峰，且這兩

個波峰大小分布約為 182 及 707 nm，相較於正常 NTU-1 細胞大小來得低。顯示

NTU-1 會因為高頻的超音波而震碎，這個狀態下的 NTU-1 因呈現破碎的情形，

故無法再次聚集將正十六烷包覆移除。 

由此部分實驗結果顯示，NTU-1 結塊細胞確實可能會因為超音波震碎或是

高溫烘乾 (高於 100℃) 而產生破裂、不完整，造成粒徑分析儀量測出的細胞大

小相對於正常 NTU-1 細胞來得小。配合 4.4.2 節中不同條件下乾燥的 NTU-1 結

塊表面疏水性測定，可知道乾燥 NTU-1 結塊若要再形成聚集體將正十六烷包覆

確實是需要在細胞完整性及疏水性同時具備的條件下才會產生。 

此部分所測量出的正常 NTU-1 細胞粒徑大小之絕對值與實際利用顯微鏡觀

察的結果不太相同，所以我們只能藉由相對的細胞粒徑大小來評斷細胞的完整性。

建議未來可利用穿透式顯微鏡或原子力顯微鏡等直接觀察乾燥 NTU-1 結塊細胞，

將其幾何形貌呈現出來，進而推算出真實的細胞大小分布及觀察破碎的情形。 

 

 

 

 

 

 

 

附圖 2-2 以 120℃烘乾的 NTU-1 結塊在去離子水中所測得的細胞粒徑大小相對

於訊號強度之分布圖。 
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附圖 2-3 冷凍乾燥後的 NTU-1 結塊在去離子水中所測得之細胞粒徑大小相對於

訊號強度之分布圖。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

附圖 2-4 先利用超音波將 NTU-1 結塊震碎再進行冷凍乾燥的 NTU-1 在去離子水

中所測得之細胞粒徑大小相對於訊號強度之分布圖。 

 


