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中文摘要 

本研究目的主要在於探討如何利用土壤清洗的方式移除土壤中的烷類污染，

並利用 Rhodococcus erythropolis NTU-1 能夠生物降解並包覆烷類的特性，處理

溶液中的烷類，達到生物復育土壤的目的。 

 

研究顯示，本實驗所使用的液態礦物培養基能夠清洗被烷類污染的土壤。以

研究中的實驗條件為例，土壤粒徑大小為 20/50 mesh、正十六烷添加量為 4 ml n-

C16/g soil 的 0.5 g 土壤，經分析土壤中會含有 3.2 ml n-C16/g soil，利用 100 ml

培養基以批次攪拌清洗 10 秒後，培養基中約含 800 ppmv n-C16。 

 

為了避免土壤中的水溶性物質，如有機酸或礦物質，在土壤清洗的過程中溶

於清洗所使用的培養基，影響 NTU-1 於培養基中的生長，所以本實驗以自來水

與去離子水預清洗土壤並烘乾，才將土壤用於後續實驗操作。 

 

將清洗過土壤的培養基植入 NTU-1 培養 72 小時，初始植菌量為 5 ml 礦物

培養基菌液(OD600nm 約為 1.0)。72 小時之後，NTU-1 可以透過生物降解與物理包

覆移除 95%培養基中的正十六烷。 

 

探討影響培養基清洗效果的因素時，提高培養基的溫度有最好的清洗效果。

以本研究為例，土壤粒徑大小為 20/50 mesh、正十六烷添加量為 4 ml n-C16/g soil

的 0.5 g 土壤，利用 100 ml 培養基與污染土壤一起煮沸 5 分鐘，以沸騰時培養基

液體的流動取代攪拌清洗。培養基能夠清洗土壤中約 20%的正十六烷含量，進一

步培養 NTU-1 達 72 小時後，經分析，NTU-1 能移除培養基中約 95%的正十六

烷。 

關鍵字：土壤清洗、Rhodococcus erythropolis NTU-1、生物復育、生物降解 
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Abstract 

 For bioremediation, we focused on how to apply soil washing method with MSM 

(mineral salt medium) to wash n-hexadecane (n-C16) on soil. Furthermore, we apply 

Rhodococcus erythropolis NTU-1 (NTU-1) biofloccules and biodegradation for n-

hexadecane removal in MSM.  

 

Firstly, results showed that nearly 800 ppmv n-C16 can be washed by 100 ml MSM 

from 0.5 g contaminated soil of which the particle size is 20/50 mesh and the added 

volume of pollutant is 4 ml n-C16/g soil. By analyzing with GC-FID, soil will contain 

3.2 ml n-C16/g soil after added n-C16 as pollutant. 

 

 Secondly, to avoid hydrosoluble compounds in soil being desolved in MSM during 

soil washing, which may constrain the biodegradation ability of NTU-1, we have to 

pre-wash soil. Being pre-washed by both tap water and DI water, soil can be used for 

subsequent experiments. 

 

After incubated in MSM used to wash contaminated soil for 72 hours, NTU-1 will 

remove approximately 95% of total n-C16 in MSM by both biodegradation and 

biofloccules. 

 

Last but not least, the washing effectiveness of MSM can be promoted by 

increasing the temperature of MSM. Results showed almost 20% of total n-C16 can be 

removed from 0.5 g soil whose particle size is 20/50 mesh and the added volume of 

pollutant is 4 ml n-C16/g soil during soil washing at 100℃. After 72 hours NTU-1 

incubation, almost 95% of total n-C16 in MSM will be removed. 
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第一章 緒論 

 

1.1 前言 

十九世紀後人類開始使用石油，隨著對石油有越多的了解進而發展更多石油

相關的用途後，人類對石油資源的依賴程度日益增加。石油除了主要用於各類引

擎的燃料，提供如汽車、機車、公車等地面運輸工具外，也提供如飛機、船艦等

用途。石油也在一般生活中扮演重要的角色，主要是石油的相關衍生產品已成為

民生必需品的主要來源。也因為石油在人類文明中的重要性非常高，石油交易也

在能源市場中佔有重要定位，亦衍生出了非常龐大的期貨與選擇權市場。而石油

交易價格也左右了世界經濟局勢的發展，從委內瑞拉因近幾年石油價格波動造成

國內政經局勢的動盪，便可見其影響力之大。石油價格與交易量也是觀測全球經

濟發展的重要指標之一。 

 

雖然石油資源擁有極高的經濟價值，但也是環境污染的主要來源之一。除了

一般所知燃燒石油資源所產生的碳排放之外，在油田探鑽與開採、原油煉製、石

化能源運送及使用過程中，都有可能因人為疏失而外洩至自然環境中造成嚴重的

石油污染。例如今年年初，台灣籍「德翔台北輪」於台灣北部石門海域擱淺，船

體本身燃料用油外洩，造成北海岸的石油污染。2010年3月美國墨西哥灣漏油事

件亦是近幾年最重大的石油污染事件，預估的原油外洩量為兩億加侖。這些污染

事件除了需很長時間復原以外，污染源經食物鏈後層層累積，對人體的影響也是

不容忽視的，可能會影響人體內的新陳代謝、免疫系統、生殖系統甚至產生癌症

等 (Li et al., 2008)。 
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為解決石油造成的環境污染，常被利用的方法主要分物理處理法與化學處理

法，兩種方式各有其優點存在，但仍存在操作上的限制或成本過高的缺點。而生

物復育法在近年則逐漸受到重視 (Roudier, 2005)。 

 

生物復育是指利用微生物的生理機制來降解代謝石油碳氫化合物造成的污

染，經微生物降解代謝後，石油污染物能被轉變為分子結構較簡單、毒性較低的

物質 (Madsen, 1991)。生物復育法的主要優點包含了微生物取得較容易、成本低、

不會造成環境的二次汙染與操作方便 (Van Stempvoort ＆ Biggar, 2008)。 
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1.2 研究目的與論文綱要 

本論文中的實驗所使用的微生物是 Rhodococcus erythropolis NTU-1，其可降

解代謝 C6~C32 烷類的菌株。在以長碳鏈烷類為唯一碳源培養時，NTU-1 除了表

現出降解烷類的功能外，也表現出細胞聚集的現象，將烷類包覆並形成結塊(張

緯農，2009)。因此可以透過生物降解及物理撈除的方法將碳氫化合物污染移除，

縮短了生物復育所需的時間。 

 

本論文的目的在於探討如何利用培養基以土壤清洗的方式復育土壤，並利用

NTU-1 能夠降解並包覆烷類的特性處理培養基中的烷類。論文章節的編排及內

容說明如下： 

 

第二章：介紹石油污染與主要的復育方法，並簡介微生物降解代謝碳氫化合物的

途徑。接著說明實驗菌株與目前生物復育於土壤污染的應用，以及土壤清洗的技

術發展。 

第三章：實驗藥品、儀器、實驗方法及實驗儀器的參數設定。 

第四章：實驗結果及討論。結果包含：實驗前土壤的預清洗步驟；土壤污染程度

的設定；如何用培養基清洗土壤中的正十六烷；以 NTU-1 處理培養基中的正十

六烷；如何提升培養基對土壤的清洗效果。 

第五章：結論。 
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第二章 文獻回顧 

 

本研究的目的，在如何利用培養基以土壤清洗的方式復育土壤，並利用 NTU-

1 能夠降解並包覆烷類的特性處理培養基中的烷類。所以在這一章節中將介紹相

關研究的基礎背景及發展。首先會簡介與比較各種石油碳氫化合物污染的移除方

法。接著討論生物處理碳氫污染物的技術，重點放在微生物攝取代謝碳氫化合物

的方法、途徑，以及探討微生物聚集現象發生的原因。並簡介本實驗中所使用的

菌株 Rhodococcus erythropolis 的特性及相關研究。另外，也會介紹清洗土壤的相

關方法。 

 

2.1 石油碳氫化合物簡介及其對環境和人類之影響 

    石油的組成來自一連串複雜、分子量不一的碳氫化合物及其他元素如硫、氮、

氧、微量金屬的混合物，主要存在於地底下，外觀上是一種黏稠、深褐色液體。

成因為古代海洋或湖泊中的生物經過漫長的演化形成的混合物 (Cooney et al., 

1985)。石油的性質因產地而異，密度為 0.8~1.0 g/cm3，黏度範圍很廣，凝固點差

異大，會介於 30 ~ -60°C，沸點範圍為常溫到 500°C 以上，可溶於多種有機溶劑，

雖不溶於水，但可與水形成乳狀液。 

 

石油碳氫化合物的三種形態由碳數的多寡來決定，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)。

石油為組成複雜的混合物，主要成分如下頁所示：  
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(1) 正烷類(n-alkanes)  

(2) 含支鏈的烷類(branched chain alkanes)  

(3) 環烷類(cycloalkanes)  

(4) 異烷類(isoprenoids)  

(5) 芳香族(aromatics)  

(6) 極性物質  

 

   主要成分碳數分布為C10~C20，且上述之種類依比例多寡依次為正烷類、支鏈

烷類、環烷類、芳香族、最低為異烷類 (Calabrese et al., 1988)。 

 

石油帶來便利的生活，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 & Neilson, 1997; Atlas & Bartha, 1992)。儘管

目前世界各地環保意識高漲，對於石油開發、煉製、運送即使用都有嚴格的管制，

然而還是會有無法控制、預期外的意外發生。以近年來發生的重大石油污染事件

為例，2016 年秘魯國營石油公司位於秘魯東北部洛雷托大區的輸油管破裂，導

致漏油，亞馬遜雨林內此類事件在今年已發生第三起，今年 2 月發生的兩處破

裂，漏出超過 1000 桶的原油。2015 年美國加州聖芭芭拉也發生漏油事件，事發

地點位於聖芭芭拉瑞福礁州立海灘﹐共有 14.3 萬加侖的原油流出﹐其中一些原

油流進了太平洋，周圍海灘及遠至曼哈頓海灘都能見到黑色的焦油斑點。類似的

國際事件也發生在 2010 年 4 月，美國史上最嚴重漏油事件，負責公司英國石油

公司在美國墨西哥灣租用的鑽井平台發生爆炸，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，在台灣也有類似的事件發生，2016 年 3 月的北海岸，貨櫃輪「德

翔台北」號因為失去動力、機艙進水，於石門區鄰近石門洞處擱淺，船上潤滑油

外漏，油污污染附近海域。 
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石油污染問題日益嚴重，土壤若被石油污染，殘留在土壤中的石油碳氫化合

物會在糧食中累積，並通過食物鏈危害人類健康，另外，當石油流入水體中可能

會黏附在魚類、藻類上造成海洋生物死亡，造成水產品品質下降、降低水體的利

用價值 (Callier et al., 2002)。至於石油污染對於人類的直接影響，則包含影響體

內的新陳代謝、免疫系統、生殖系統甚至產生致命的疾病 (Callier et al., 2002)。

因此人類在面對隨時可能發生的石油污染危機，應努力的尋找有效處理石油碳氫

化合物污染的方法，以維護環境及人們的健康，達到人與環境永續生存的目標。 

 

2.2 處理石油碳氫化合物污染之方法 

石油碳氫化合物造成的污染主要發生於土壤、海洋或地下水。當污染濃度較

低時，大自然通常具有自淨的能力，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物理、化學或生物方法，將污染物轉化為毒性較低的物

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

有其最大能負荷的限度，當石油污染物濃度過高，則會造成永久性的環境污染。

因此，必須以人工移除石油碳氫化合物的方式解決大自然無法處理的石油污染。 

  

ㄧ般來說對於碳氫化合物的人工移除、復育技術包含了氣體清除、油/水分

離系統、真空萃取系統、高熱及催化焚化爐、碳填充床系統以及生物處理系統等，

表 2.2-1 指出對於不同的有機污染物所適用的有效處理程序 (Canter ＆ Knox, 

1986)，從表中可以發現生物處理方式適合處理具揮發性與不具揮發性的有機物，

並不適合用來處理重金屬污染。而表 2.2-2 詳細說明了各種復育技術的特點以及

應用性 (Ram et al., 1993a)，從表格中可以知道現地生物復育法的適用性會受限

於極端酸鹼值的環境條件或重金屬與毒化物的存在。 
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人工復育石油碳氫化合物的方法依其處理機制可分為三種，物理處理法、化

學處理法及生物處理法。三種方法各自有其適用的條件與優缺點，以下簡介這三

種方法。 

  

(1) 物理處理： 

傳統的物理處理法是使污染物在氣態、液態及固態三相間轉換。此方法適用

的處理條件是簡單的污染物，藉由高溫或是電能來破壞污染物的結構，需要大量

熱能或電能，成本較高但耗時較短。另外，物理處理法並不適用於毒性高的污染

物，因為若是以汽化的方式來處理毒性物質，易形成氣態污染物進入大氣中，造

成空氣的污染。 

 

常見的物理處理法如：熱處理、熱脫附、焚化、土壤清洗、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 (Roudier, 

2005; Stegmann et al., 2013; Canter ＆ Knox, 1986; Riser-Roberts, 1998)。 

  

(2) 化學處理： 

透過化學反應將汙染物破壞，減輕對環境的負擔，能夠將毒性物質轉變成讓

微生物更容易降解之物質，缺點是無法將所有碳氫化合物轉變為無毒性之物質，

可能會造成二次的環境污染 (Nicholas, 1987)。另外，由於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，所以處理上具有較麻煩且成本高

的缺點。且化學反應甚少有轉化率達到 100%的情況，會有原污染物的殘留問題，

而反應中亦有可能產生其他有毒性的副產物。 

 

常見的化學處理法有：化學封存、氧化還原、超臨界流體萃取、溶劑萃取、

蒸氣萃取、化學安定/固化、超臨界流體氧化等 (Riser-Roberts, 1998)。 
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(3) 生物處理： 

近年來生物移除技術大量的被使用於處理碳氫化合物污染問題，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)。微生物的種類繁多，可以處理不同種類的碳氫化合物，且

分解污染物之後的產物具有一致性和可預測性，對於環境也較為友善。相較於物

理及化學的處理方式，生物處理法成本低廉且易於使用，因此利用生物復育技術

已經漸漸取代物理、化學處理技術 (Scholze et al., 1988; Pandey & Jain, 2002)，但

是由於微生物培養時間相對較長，所以有耗時的缺點。 

 

 由於石油污染的現場會有污染範圍與環境特性的差異，因而有所限制，所以

多半利用混合技術來克服污染場址的限制，結合每種方法的長處以達到最好的復

育效果。此外，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十分重要，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 (Ram et al., 1993b; Vik et al., 

2001)： 

 

(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，主要考量因素為操作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效果不相同。且近年來許多復育技術逐漸被發

展出來，如何確認所選擇的復育技術是否合適則需要有系統的實驗證明與評估程

序，表 2.2-3 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)。 
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表 2.2-1 各種處理程序對於不同污染物的適用性 (Canter & Knox, 1986)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Process Volatile Organics 
Nonvolatile 

Organics 
Inorganics 

Air stripping Suitable for most cases Not suitable Not suitable 

Steam stripping 
Effective concentrated 

technique 
Not suitable Not suitable 

Carbon adsorption Inadequate removal 
Effective removal 

technique 
Not suitable 

Biological 

degradation 
Effective removal technique 

Effective removal 

technique 

Not suitable – 

metals toxic 

pH adjustment 

precipitation 
Not applicable Not applicable 

Effective removal 

technology 

Electrodialysis Not applicable Not applicable 

Inefficient 

operation/inadequate 

removal 

Ion exchange Not applicable Not applicable 
Inappropriate technology – 

difficult operation 
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表 2.2-2 各種復育技術之特點和應用性 (Ram et al., 1993a) 
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表 2.2-2 各種復育技術之特點和應用性(續) 
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表 2.2-3 復育方法適用性與否的影響因素 (Vik et al., 2001)。 
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2.3 以微生物處理石油碳氫化合物 

2.3.1 生物復育簡介  

生物復育(bioremediation)是利用微生物將有機污染物分解並且轉變為構造

簡單、毒性較低的有機分子之過程 (Yadav & Reddy, 1993)。接著將介紹生物處理

法中的優缺點、微生物的種類、特性，及常見生物處理的方法。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 ＆ Biggar, 2008)： 

 

(1) 相較於物理或化學處理法來說，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較為友善。 

(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，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 2.3.1-1 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)，於表中的細菌欄位可以找到本實驗所使用的菌屬 Rhodococcus。而一項成

功的微生物復育通常都需滿足以下條件 (Bouwer ＆ 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)。 

Microorganisms that aerobically degrade aliphatic hydrocarbons 

Bacteria Yeasts Fungi Algae 

Achromobacter Candida (+) Aspergillus Prototheca 

Acinetobacter (+) Cryptococcus Cladosporium  

Alcanivorax (+) Debaryomyces (+) Corollasporium  

Alcaligenes Hansenula Cunninghamella  

Bacillus Pichia Dendryphiella  

Brevibacterium Rhodotorula Fusarium  

Burkholderia (+) Saccharomyces Gliocladium  

Corynebacterium Sporobolomyces Lulworthia  

Flavobacterium Torulopsis Penicillium  

Mycobacterium (+) Trichosporon Varicospora  

Nocardia Yarrowia Verticillium  

Pseudomonas (+)    

Rhodococcus (+)    

Sphingomonas    

Streptomyces    

A (+) indicates that information on the genetics of alkane degradation is available 

for strains belonging to the genus. 
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生物復育技術可根據操作的場地分成兩大類：現地(in situ)生物復育及離地

(ex situ)生物復育 (Riser-Roberts, 1998)。兩方法的詳細說明與介紹如下： 

 

(1) 現地生物復育： 

現地復育即在受污染的區域直接進行生物復育。例如，處理污染土壤、地下

水或海洋時，不需先將土壤或水體取出移到其他地方再進行生物復育。工程上的

現地生物復育技術，主要有下列幾種方式：添加微生物、添加營養鹽、添加電子

提供者(盧至人，2002)。表 2.3.1-2 為一些常見現地生物復育法 (Korda et al., 1997)。 

 

現地生物復育法的優點為工程上操作的難度不高、符合自然環境特性、設施

較少、設備易獲得、相對來說較經濟等(盧至人，2002)。但此方法有其缺點與問

題，例如，有場址的限制、受到自然界的因素如天候影響、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 ＆ 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，將被污染的土壤或水體，帶離所在

地做處理 (Riser-Roberts, 1998)。依據不同微生物和污染物的交互作用會有不同

的反應器設計，主要可以分為污泥相的生物復育及固相的生物復育。污泥相的生

物復育可以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 (Vidali, 2001)。 

 

離場生物復育法具有處理較快速、反應條件易控制並能處理多種污染物及土

壤種類的優點。缺點則為搬運污染物及反應器或其他設備投資成本較高 (Vidali, 

2001)。 
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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 實際應用的現地生物復育法(續)。 
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2.3.2 微生物攝取碳氫化合物之模式 

大部份石油碳氫化合物皆為疏水性，且對水的溶解度都相當低，此物理性質

會限制微生物對於石油碳氫化合物的分解效率，儘管如此微生物還是能夠分解利

用這些幾乎不可溶解的基質 (Haines ＆ Alexander, 1974)。表 2.3.2-1 表示各種有

機物在水中之溶解度 (Thomas et al., 1986) 表中可見在溫度為 25℃下，本實驗主

要使用的烷類正十六烷的溶解度為 0.00002 mg/L。除了溶解度以外，微生物攝取

石油碳氫化合物污染時所面臨的挑戰還來自以下兩個原因 (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。 

 

圖 2.3.2-1 為原油中常見的碳氫化合物分類，主要包含三大類：直鏈或支鏈

烷類、環烷類及芳香族類 (Alloway & Ayres, 1998)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2.3.2-1 原油中常見的碳氫化合物化學結構分類 (Alloway & Ayres, 1998)。 
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表 2.3.2-1 各種有機物在 25℃時於水中之溶解度 (Thomas et al., 1986)。 

Group Chemical mg/L 

Aliphatic hydrocarbons 

 

Heptane (C7H16) 

Octadecane (C8H18) 

Nonane (C9H20) 

Decane (C10-H22) 

Hexadecane (C16H34) 

Eicosane (C20H42) 

2.9 

0.66 

0.22 

0.052 

0.00002 

0.00000011 

Aromatic hydrocarbons 

Naphthalene 

Biphenyl 

Acenaphthene 

Anthracene 

Phenanthrene 

Pyrene 

Chrysene 

1,2-Benzpyrene 

31 

7.2 

4.3 

0.050 

1.1 

0.13 

0.0020 

0.0053 

 

 

Others 

4-Chlorobiphenyl 

 

Palmitic acid 

DEHP 

0.96 

 

0.0035 

0.29 
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儘管利用微生物進行生物復育，在利用石油碳氫化合物時會有溶解度低、石

油污染物通常為複雜的混合物、溶劑效應三點的困難，但仍有能利用溶解性低或

具毒性碳氫化合物的微生物復育技術，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，且對碳氫化合物的毒性有一定的耐受性。微生物對

於水溶性很低的碳氫化合物利用方式可以根據化合物如何由外界傳送到細胞表

面，以及由細胞膜傳送至細胞內部酵素活性基上分為下列三種 (Bouchez-Naitali 

et al., 1999; Goswami & Singh, 1991; Westgate et al., 1995)。 

 

(1) 微生物直接攝取溶於水中的碳氫化合物。 

(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) 微生物直接接觸油滴顆粒大於微生物細胞的大油滴，並降解。 

 

第一種攝取模式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，具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)，所以碳氫化合物溶在水中的速率、濃度及微生物攝取的速率是此模

式代謝速率的主要決定因素。此溶於水相的有機分子直接被利用的現象，其證據

在於有些能夠利用碳氫化合物的微生物其生長速率隨著芳香族烷類在水中的溶

解度增加而增加 (Wodzinski & Johnson, 1968)。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)。之所以認為會有除了

微生物直接攝取溶於水中的碳氫化合物以外的其他方式，是因為有其他研究發現

低溶解性碳氫化合物的降解速率比能夠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 & 

Colwell, 1990)。 
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第二種攝取模式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在不同環境下會釋放出生物界面活性劑(biosurfactant)，

能夠將疏水性化合物乳化成微小油滴，此油滴顆粒小於微生物細胞，所以能夠增

加微生物與碳氫化合物的接觸面積，以提高微生物的降解速率 (Desai & Banat, 

1997; Rosenberg & Ron, 1999)。這個形成微小油滴的過程又被稱為假溶解 

(pseudosolubilizaion)，意即形成微胞粒子(micelles)。微胞粒子也就是被乳化微小

油滴，其形成的原因是，界面活性劑的分子包含親水端及疏水端，水中的界面活

性劑會隨著濃度上升聚集形成微胞粒子。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，微生物細胞再攝取碳氫

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鼠李醣脂(rhamnolipids)，與碳氫化合

物形成微胞粒子而被微生物細胞攝取的圖 (Fritsche & Hofrichter, 2000)。此外，

這些生物界面活性劑也可能會鍵結在微生物細胞表面上，進而提高微生物表面的

疏水性 (Hua et al., 2003; Mulligan, 2005)。 

 

以目前研究發展成果來看，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)，由表中可知有些 Rhodococcus erythropolis 菌種

會產生海藻糖脂類(trehalose lipids)做為生物界面活性劑。 
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第三種攝取碳氫化合物的方式，是微生物能夠貼附於水相、固態或液態疏水

性碳氫化合物的界面上，並攝取進入細胞內加以利用 (Volkering et al., 1997)。這

些微生物除了利用本身表面的疏水性外，會在利用碳氫化合物時改變細胞膜表面

的成分，例如脂質或脂肪酸，來提高細胞表面的疏水性，促進與疏水性化合物的

接觸 (Morgan & Watkinson, 1994)。 

 

大多數微生物在攝取碳氫化合物的過程中，這三種機制常常同時存在，或是

有兩個同時存在。若只有某一種機制存在時，通常透過添加界面活性劑來提高降

解的效率。在第二和第三種的模式中，都和微生物貼附於碳氫化合物與水相之間

的介面以及分泌生物介面活性劑有關係，生物介面活性劑能將碳氫化合物轉化成

小油滴，也就是說提高了碳氫化合物在水相的比例，能有效提高降解的效率 (Ron 

＆ Rosenberg, 2002)。此兩種模式也因為在實際情況下，石油碳氫化合物造成的

污染中，以溶解性低的長碳鏈烷類為主，所以成為微生物攝取碳氫化合物的主要

機制。 
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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)。 
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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 & 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)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Trehalose lipids 
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2.3.3 微生物分解碳氫化合物之方式 

微生物以各自的方式攝取並降解碳氫化合物，以碳氫化合物作為生長所需的

主要碳源。這些微生物將碳源傳送到細胞內進行代謝降解。在降解過程中發生氧

化還原反應，藉由電子轉移來產生能量單位 (Berthe-Corti & Ebenhöh, 1999)，此

能量進一步被用在微生物合成蛋白質、脂質或建構新的細胞上。電子轉移過程中

的電子供應者(electron donor)通常是碳氫化合物，而氧氣、二氧化碳、錳離子、

鐵離子、硝酸鹽類和硫酸鹽類常常是電子接收者(electron acceptor)，在不同的有

機物代謝反應中會有不同的電子接收者 (Lovley, 1991)。圖 2.3.3-1，微生物降解

碳氫化合物之流程圖，描述烷類經氧化還原反應後產生脂肪酸並進行後續的代謝

反應。以下介紹微生物降解碳氫化合物時較常見的氧化還原方式，包含好氧性及

厭氧性降解。 

 

(1) 好氧性降解(aerobic degradation)： 

氧分子為好氧性細菌氧化還原反應的最終電子接受者，利用氧化反應將碳氫

化合物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 2.3.3-2 為好氧性微生物降解碳氫化合物的主要流程

(Fritsche & Hofrichter, 2000)，圖中即表示了碳氫化合物被降解後進行後續的代謝

反應，經檸檬酸循環後產生能量單位與幫助細胞生長。另外，在氧氣充足的情況

下，經好氧性降解的碳氫化合物能以較快的速率被微生物完全降解 (Riser-

Roberts, 1998)。 
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(2) 厭氧性降解 (anaerobic degradation)： 

 厭氧菌的數量大約佔了自然環境中微生物族群的 10~15% (Casella & Payne, 

1996)。厭氧降解和好氧降解最大的不同處在於電子接收者不同，氧分子並非厭

氧性降解的電子接受者，而是無機物質如硫酸根、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) 

(Cravo-Laureau et al., 2005; Rueter et al., 1994; So et al. 2003) 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。在這些微生物系統中，硫酸鹽及硝酸鹽的功能如好氧性分解中氧分

子的角色，當作最終電子接受者。延胡索酸鹽(fumarate)結合反應、羧化反應

(carboxylation)分別為碳氫化合物進行厭氧代謝的初始反應機制。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 2.3.3-3所示 (Wentzel et al., 2007)。 

 

由於厭氧菌的生長速率在一般情形下較好氧菌來得慢，碳氫化合物的厭氧性

分解速率較低 (Aeckersberg et al., 1998)。然而利用厭氧菌降解有機污染物仍有其

優點，優點為處理特定的汙染物時，在相同條件下，欲達到相同的代謝效果，厭

氧菌較好氧菌的用量少 (Babel, 1994)。 
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圖 2.3.3-1 碳氫化合物分解流程圖，實線代表 carbon flux、虛線代表 O2 flux 及電

子接收者 (Berthe-Corti, 1999)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2.3.3-2 好氧性微生物降解碳氫化合物的主要流程 (Fritsche & Hofrichter, 

2000)。 
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圖 2.3.3-3 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 

 碳氫化合物分子的立體結構對微生物降解利用碳氫化合物時的難易程度有

很大的影響，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)。依此原則，石油碳

氫化合物中，被微生物利用降解的難易度排序大致如下：直鏈烷類＞支鏈烷類＞

支鏈烯烴類＞分子量較低的芳香族類＞環烷類＞多環芳香族碳氫化合物＞＞瀝

青稀類 (Atlas & Bragg, 2009; Huesemann, 1995; Ulrici, 2000)。 

 

烷類的主要汙染物為直鏈烷和支鏈烷。直鏈烷由於其立體結構簡單，是石油

碳氫化合物中最容易受到微生物氧化酶攻擊的成分，降解過程類似於微生物分解

脂肪酸 (Westlake et al., 1978)。也因直鏈烷類在構造上容易被微生物所利用，微

生物最常利用直鏈烷類作為其生長所需的碳源，其中又以 C10~C25 最適合微生物

利用作為基質 (Bartha ＆ Atlas, 1977)。而碳數小於 10 的短鏈正烷類，由於易揮

發且在細胞膜的通透與調節上並不容易控制，可能因為溶劑效應，對微生物有較

大的毒性 (Atlas, 1981)。 

 

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。本研

究中所使用的菌株 Rhodococcus erythropolis NTU-1 為好氧性細菌，以下介紹微生

物對碳氫化合物的好氧性代謝途徑。 

 

2.4.1 直鏈烷之氧化機制 

直鏈烷類為原油中最主要的成分之一 (Harayama et al., 1999)。其中，以長碳

鏈，碳數介於 C10~C25的直鏈烷類為微生物最常利用的基質，通常微生物對此範

圍的直鏈烷類有最快的降解速率 (Bartha & Atlas, 1977)。碳數小於 10 的短鏈烷
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類則因為會破壞微生物細胞膜的通透及調結功能，對多種微生物而言具毒性，但

也因其碳數較少能以較快的速率從石油污染物中揮發移除 (Fritsche & Hofrichter, 

2000)而不需採取透過微生物生物復育的方式處理。 

 

微生物降解烷類的作用一般是在好氧的情況之下進行 (Berthe-Corti ＆ 

Fetzner, 2002)，降解過程中，除了氧原子的參與，微生物亦會分泌不同的氧化酶

於細胞的表層開始進行氧化反應，分泌的氧化酶包含單氧化酶(monooxygenase)

和雙氧化酶(dioxygenase)。烷類經一次末端氧化後，形成了一級醇類(primary 

alcohol)，接著透過 NADH 和 NAD+的共同反應將醇類轉化為脂肪酸，最後進入

β-oxidation 循環 (Schunck et al., 1987)。由於不同的微生物分泌的氧化酶並不相

同，所以微生物降解代謝烷類的路徑便不相同。 

 

對長碳鏈直鏈烷類的代謝途徑而言，直鏈烷類的氧化途徑主要為三類：單末

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

(subterminal oxidation) (Gibson, 1984)。 

 

(1) 單末端氧化： 

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

2000)。直鏈烷單末端氧化的途徑為，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，攻擊直鏈烷上 α 位置的碳，反應生成

一級醇類。接著利用醇脫氫酶(alcohol dehydrogenase)將醇氧化成醛類，接著微生

物利用醛脫氫酶(aldehyde dehydrogenase)，NADH2 再次和氧氣作用將醛氧化成脂

肪酸 (Nieder ＆ Shapiro, 1975)。長鏈脂肪酸會結合 CoA 並進入 β-oxidation 進而

生成 acetyl-CoA (Van Hamme et al., 2003; Watkinson & Morgan, 1990; Wentzel et al., 
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2007)。上述過程可參考圖 2.4.1-1。這些長鏈脂肪酸有可能會與細胞膜上的脂質

結合，但主要還是會進入檸檬酸循環 (Fritsche & Hofrichter, 2000)。 

 

(2) 雙末端氧化： 

直鏈烷氧化過程中，微生物除了分泌單氧化酶外，也會分泌出雙氧化酶，能

夠同時氧化烷類兩端的甲基生成雙質子醇 (Sokatch, 1969)，再經過接下來的氧化

反應生成長鏈雙質子羧酸(dicarboxylic acid)，最後進入 β-oxidation (Coon, 2005; 

Watkinson & Morgan, 1990)，上述過程的流程可參考圖 2.4.1-1 所示。 

 

(3) 次末端氧化： 

如圖 2.4.1-1 所示。次末端氧化發生於烷類基質的鏈長至 C16 (Binazadeh et al., 

2009; Gibson, 1984; Whyte et al., 1998)或碳數介在 C3~C6 的短碳鏈烷類中 (Ashraf 

et al., 1994)。次末端氧化的主要對象是氧化直鏈烷中 α 位置的碳，將其氧化成為

酮類。接著酮再被氧化形成一級醇和醋酸，一級醇氧化成為脂肪酸後進入 β-

oxidation 代謝循環，而醋酸則進入 TCA 循環。在部分微生物中，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 

因碳氫化合物的立體結構對微生物降解利用碳氫化合物的能力有很重要的

影響，支鏈烷類相對於直鏈烷類也因其立體結構較複雜而較難以被微生物降解，

支鏈越多越難以被降解利用，特別是含 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，所以具有能夠降解支鏈烷能力的微生物相對較少 (Britton, 

1984)。 

 

異十九烷(pristane or 2, 6, 10, 14-tetramethylpentadecane)因其支鏈結構複雜，

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，所以常被

視為微生物降解支鏈烷類的指標 (Morgan & Watkinson, 1994)。目前已有許多具

有降解異十九烷能力的微生物被發現，例如 Brevibacterium sp. (Pirnik et al., 1974)、

Corynebacterium sp. (McKenna & Kallio, 1971b)及 Rhodococcus sp. (Fraaije et al., 

2002; McKenna & Kallio, 1971a)等。 

 

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 形成三甲基十三酸(trimethyl tridecanoic acid)、三甲基

十一酸 (trimethyl undecanoic acid)或是進形 ω-oxidation 形成三甲基十三酸

(trimethyl tridecandioic 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 循環為止 (Pirnik et al., 1974)。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。 
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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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2.4.3 烯烴類及環烷類之氧化機制 

烯烴類及環烷類僅佔石油碳氫化合物污染中的小部分，其被氧化代謝的過程

如下。 

 

烯烴類的代謝途徑如圖 2.4.3-1 所示，起始氧化的途徑包含微生物可以攻擊

甲基端，也可攻擊雙鍵 (Watkinson & Morgan, 1990)。若是起始氧化發生於雙鍵，

而雙鍵出現在 1、2 碳的位置，則可能會有以下三種反應途徑：(1) 與水行加成反

應，生成醇類、(2) 與單氧化酶反應生成一環氧化合物，再氧化形成二元醇、(3) 

在碳氫化合物飽和末端發生氧化反應。而若是雙鍵的位置出現在中間部位時，烯

烴的降解會與烷類的降解方式相似(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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環烷類因結構較複雜難以被微生物所食用。能夠被微生物所代謝利用的情況，

大部分是透過多種微生物的共同代謝作用完成的。代謝後的產物，以環己烷類為

例，被微生物代謝後，會分解成二氧化碳及水分子 (Fritsche & Hofrichter, 2000)。

一般環己烷的代謝途徑如圖 2.4.3-2 所示，環己烷降解代謝成環己醇、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)。雖然還烷類結構複雜難以被微生物所利用，但具有烷烴支鏈或羧基的環

烷類，可促進降解的情形 (Morgan & Watkinson, 1994)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2.4.3-2 環己烷的代謝途徑 (Fritsche & Hofrichter, 2000)。 

 



doi:10.6342/NTU201601949

 

 
38 

本實驗中所使用的 Rhodococcus erythropolis NTU-1 為一種不形成分生孢子

或內孢子的諾卡氏型放線菌，圖 2.4.3-3 為學者 Alvarez 在 2003 年整理的有關不

產孢放線菌降解各種碳氫化合物時的代謝路徑，並解釋了中間產物進入 β-

oxidation 之後的各種應用。由圖中可以知道，Rhodococcus 菌屬降解代謝正十六

烷後，最後形成 mycolic acids 的途徑。另外，這些不產孢放線菌在利用不同形態

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，最終這些物質將轉變為以下幾種細胞生長所需的物質 (Alvarez, 2003)： 

 

(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) 儲存能量的甘油三脂(triacyglycerols)。 

(5) 其他脂質(lipids)。 
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圖 2.4.3-3 不產孢放線菌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 介紹 

2.5.1 Rhodococcus 菌屬介紹 

Rhodococcus 菌屬可以從許多環境中被分離出來，包括北極到南極圈、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 菌種的蹤跡 (Finnerty, 1992)。Rhodococcus 菌屬屬於革蘭氏

陽性菌、好氧、無鞭毛、不具運動性、通常呈現球狀或是桿狀且為不形成分生孢

子或內孢子的諾卡氏型放線菌(nocardioform actinomycetes) (Finnerty, 1992; Larkin 

et al., 2005)。細胞大小約為 2~3 μm。Rhodococcus 菌屬的細胞壁組成有 40%是由

mycolic acids 所組成，mycolic acids 是由高分子量的 α-alkyl 和 β-hydroxy 脂肪酸

構成且含 54~60 個碳鏈長，因此 Rhodococcus 菌屬細胞表面具有高疏水性 

(Carvalho & Fonseca, 2004; Carvalho & Fonseca, 2005)，且對化學毒物有高抵抗性

及能夠抵禦脫水等性質 (Collins et al., 1982)。本實驗中所使用的菌株 R. 

erythropolis NTU-1 ，經過其對正十六烷的 MATH (microbial adhesion to 

hydrocarbons)細胞吸附實驗，證實細胞表面的確具有相當的疏水性(劉志文，

2007)。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與參與代謝

反應的氧化酶，能分解、轉化多種有機化合物，包含一些分子結構複雜、毒性高

的化合物 (Larkin et al., 2005)，以上特性讓 Rhodococcus 在提升原油回收量的領

域中，佔有很重要的地位。 

 

Rhodococcus 菌屬具有多樣代謝機制，能分解、轉化多種有機化合物，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

夠降解掉大範圍的有機污染物。本實驗中所使用的菌株 R. erythropolis NTU-1 為

好氧菌，以下介紹，好氧情況下，Rhodococcus 菌屬各種不同類型的單氧化酶及
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雙氧化酶催化的反應 (Larkin et al., 2005)。 

(1) Epoxidation 環氧化(如 cytochrome P450 enzymes)，芳香類的環氧化物可能會

被轉化為 phenols 或是水解為 trans-diols。 

(2) Cis-dihydroxylation 順雙羥基化反應(如 naphthalene dioxygenase)。 

(3) Hydroxylation of second alkyl group 第二烷基的氫氧化。 

(4) Hydroxylation of primary alkyl group 第一 烷基的氫氧化 ( 如 alkane 

monooxygenase 烷類單氧化酶)。 

(5) Sulfoxidation of sulfide to sulfoxide 硫化物的磺化。 

(6) Sulfoxidation of sulfoxide to sulfone 硫氧化物的磺化。 

 

Rhodococcus 菌屬透過各種氧化酶幫助其進行上述的反應，以降解不同的碳

氫化合物。圖 2.5.1-1 表示了由 Rhodococcus 所含有的酵素催化進行的各種反應。 

 

此外研究顯示 Rhodococcus 菌屬有很強的聚集能力，尤其是在和碳氫化合物

接觸的情況下 (Finnerty, 1992)。Rhodococcus erythropolis 除了能夠分泌生物界面

活性劑外，還能夠分泌生物凝絮劑，能夠讓很多種不同的懸浮固體形成聚集現象

(Kurane ＆ Tomizuka, 1992)。Rhodococcus 菌屬對於多種有機污染物具有生物降

解的能力。而能夠分泌生物界面活性劑與生物凝絮劑的特性使 Rhodococcus 菌屬

對碳源的接觸利用變得更容易。 

 

90 年代以後，因為 Rhodococcus 菌屬除了對環境有高度的容忍性 (Larkin et 

al., 2005)。Rhodococcus 菌屬還具有多樣性的代謝機制，能分解、轉化多種有機

化合物，包含分子結構複雜、毒性高的化合物 (Larkin et al., 2005)。再加上其細
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胞聚集所產生包覆烷類的現象 (Finnerty, 1992)，而逐漸受到重視，在生物復育的

領域中，佔有很重要的地位。 

 

 

圖 2.5.1-1 由 Rhodococcus 催化發生的各種不同的氧化反應 

包括幫助生長及降解各種污染物的反應 (Larkin et al., 2005)。 

 

Rhodococcus菌屬包含了以下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)。 
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2.5.2 Rhodococcus erythropolis 特性與應用 

上節中我們知道了 Rhodococcus 菌屬能夠降解多種有機污染物，除了因為

Rhodococcus 菌屬能分泌出多種酵素來進行各種代謝反應，利用碳氫化合物外，

其細胞表面的疏水性，或是在培養過程中分泌的界面活性劑、絮凝劑，都能提升

細胞使用碳源的效率。接下來將對本研究所使用的菌株 Rhodococcus erythropolis

的降解能力及應用作介紹。 

 

由於Rhodococcus erythropolis細胞具有多種酵素，這些酵素參與Rhodococcus 

erythropolis 中 的 許 多 化 學 反 應 ， 如 氧 化 作 用 (oxidation) 、 去 氫 作 用

(dehydrogenation)、環氧化作用(epoxidation)、水解作用(hydrolysis)、氫氧化作用

(hydroxylation)、去鹵素作用 (dehalogenation)及去硫作用 (desulfurisation)等。

Rhodococcus erythropolis 也因為多樣的酵素能夠參與多樣的反應，因而具有多種

不同的生物轉換及降解的能力，這些能力被利用於各種不同的生物技術、環境處

理及化學品的合成轉換等 (Carvalho ＆ Fonseca, 2005)。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 & Funhoff, 2007)。由表中可知非血基

質二鐵烷類羥化酶(alkB-related alkane hydroxylases)及 Bacterial P450 oxygenase 

systems 這兩種類型的氧化酵素為 Rhodococcus 菌屬主要的氧化酵素來源。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)。 
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表 2.5.2-1 微生物降解碳氫化合物時之酵素分類 (Van Beilen & Funhoff, 2007)。 

 

 

 

 

 

 

 

目前關於 R. erythropolis 菌株的研究成果都表示此菌株能夠有效降解碳氫化

合物。例如，Peng 等學者篩選出 R. erythropolis 3C-9 能降解油類的菌株，其能降

解範圍是碳數介於 C5~C36 的直鏈烷類，並在降解過程中產生碳鏈長介於 C9~C22

的脂肪酸與 2 種醣脂作為界面活性劑 (Peng et al., 2007)。Huang 等學者分離出的

菌株 R. erythropolis T7-2 能乳化並降解碳鏈長度為 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%培養基中的柴油，而柴油在培養基中的初始濃度為 1% (w/v) (Huang et al., 

2008)。R. erythropolis DCL14 能降解碳鏈長 C5~C16 的碳氫化合物，完全降解掉燃

油中的直鏈烷、異烷類、環烷類及芳香族化合物需九個月的時間 (Carvalho & 

Fonseca, 2005)。 
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除了透過各種氧化酶催化的反應降解代謝碳氫化合物外，R. erythropolis 也

能在降解代謝碳氫化合物的過程中合成多種化合物，如生物界面活性劑、凝絮劑、

氨基化合物及高分子…等，用途廣泛 (Bell et al., 1998)。其中，R. erythropolis 菌

株在利用低水溶性的碳氫化合物作為碳源時，會分泌生物界面活性劑，其成份主

要為醣脂類或脂肪酸，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和水之間的表面張力，有效幫助 R. erythropolis 菌

株攝取碳氫化合物更加容易 (Lang & Philp, 1998)。而 R. erythropolis 分泌並釋放

的生物界面活性劑對碳氫化合物的攝取有所幫助，其原因以下整理出三點： 

 

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

相之間的疏水性碳源表面 (Neu, 1996)。 

(2) 幫助降低油水兩相的表面張力，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分散至水中，提高細胞與碳源接觸的

機會 (Finnerty, 1994)。 

 

Rhodococcus erythropolis 細胞表面的組成約有 40%是 mycolic acids，因此細

胞表面有很強的疏水性，此疏水性使細胞在油水兩相的環境中時，會貼附於油水

相介面上 (Neu, 1996)。R. erythropolis 菌株在利用低水溶性的碳氫化合物作為碳

源時，除了分泌生物界面活性劑，細胞表面的 mycolic acids 亦提供了細胞明顯的

疏水性質，均能夠幫助細胞攝取碳源時更加容易 (Lang & Philp, 1998)。細胞表面

的疏水性，除了幫助細胞攝取疏水性碳源外，也能提升污染物的移除效果，這是

因為當大量的細胞將疏水性物質包覆後，會形成可物理移除的團塊，即可以直接
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以物理移除的方式處理污染物 (Carvalho ＆  Fonseca, 2005)。Rhodococcus 

erythropolis NTU-1 在分別以異十九烷及正十六烷為唯一碳源培養的情況下，在

56 小時後會出現聚集現象，被包覆的烷類達總量的 40~50%，總移除量可達到

90%以上 (Sayavedra-Soto et al., 2006)。 

 

本實驗室研究 NTU-1 進行碳氫化合物的降解與包覆，NTU-1 利用正十六烷

為碳源時，培養基的表面張力至培養的第 70 小時會從最初的 70 mN/m 降至 60 

mN/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(張

緯農，2003)。在另外一項實驗，利用異十九烷及正十六烷為 NTU-1 培養碳源的

生長過程中，NTU-1 表面的脂肪酸會明顯增加，這也使得 NTU-1 細胞表面疏水

性增強(劉志文，2007)。因此我們可以知道，NTU-1 疏水性的增加主要來自於細

胞表面累積的脂肪酸，細胞整體疏水性加強能使細胞接觸烷類變得更加容易。從

研究結果中可知以正十六烷為唯一碳源培養 NTU-1 至約 40 小時以後，NTU-1 細

胞會因其表面的疏水性形成結塊將烷類包覆，因而能利用物理撈除來移除未被降

解代謝的烷類。在實驗範圍為正十六烷濃度介於 1000~3000 ppmv 間，NTU-1 的

移除效果在約 40 小時即能達到 95%以上(張緯農，2009) 

 

另外，R. erythropolis 菌種會藉由改變細胞膜上脂肪酸的含量維持細胞膜的

通透性 (Heipieper et al., 1994)。以 R. erythropolis DCL14 為例，發現細胞膜上磷

脂質的脂肪酸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 (Peng 

et al., 2007; Whyte et al., 1999)。 
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為說明 R. erythropolis 菌種對於環境毒性有相當的耐受性，以下舉出幾個例

子。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

知 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 & Fonseca, 2004)。此外，本實驗所使用的 NTU-1 在不同鹽濃度或是海

水為培養基下，都可以保有其降解能力，實驗結果顯示在鹽度小於 3.5%，NTU-

1 仍然保有其特性(劉志文，2011)，此項研究成果也顯示 NTU-1 應用到不同條件

的環境中是有其競爭力的。 

 

2.6 微生物之細胞聚集現象  

學者 Calleja 為細胞聚集現象(cell aggregation)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)。此一聚集的現

象在自然界中其實並不少見，許多微生物會傾向於貼附到界面上或是聚集在一起 

(Busch & Stumm, 1968)。通常微生物聚集的目的是為了提高攝取營養物的效率、

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 (Chang & Su, 2003; 

Logan & Hunt, 1988; Sannasi et al., 2009)。 

 

影響微生物聚集現象的因素眾多，包括物理、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…等是最常

被研究的因子 (Bossier & Verstraete, 1996; Malik et al., 2003)。微生物聚集現象在

石油碳氫化合物的生物復育應用中有以下 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)。 
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本實驗使用的菌株 NTU-1，其所屬菌屬 Rhodococcus 因為細胞表面含有 40%

的 mycolic acids，使其細胞膜具有很高的疏水性而具有良好的聚集能力。細胞的

疏水性是改變微生物聚集現象的原因之一。但疏水性質會受到碳源種類、細胞生

長階段等因素影響 (Olofsson et al., 1998)。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)。也有相關

的研究成果指出，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)。

此一結塊並懸浮在培養基表面的現象，也在以正十六烷為唯一碳源培養 NTU-1

當中可以觀察到。 

 

在前面的文獻回顧中已有提到，R. erythropolis 菌屬能分泌出生物絮凝劑，

在培養環境中發生絮凝作用。舉例而言，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 (Takeda et al., 1991)。其他能生產絮凝劑的菌株還有 Paecilomyces (Takagi 

& Kadowaki, 1985)、Klebsiella pneumonia (Nakata & Kurane, 1999)、Citrobacter 

(Fujita et al., 2000)、Bacillus mucilaginosus (Deng et al., 2003)等。 

 

影響細胞聚集現象的因素有很多，對於 NTU-1 而言除了細胞表面疏水性外

也還有其他的條件會影響細胞的聚集。本實驗室過去曾研究 NTU-1 以正十六烷

培養，培養基在不同酸鹼值時，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，而正十六烷隨著酸鹼值由

7 降至 2 時，表面電位會從-30 mV 升到 10 mV 左右(梁茂實，2007; Liu & Liu, 
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2010)。這個結果代表著不同酸鹼值所造成的培養基離子強度變化會影響 NTU-1

及正十六烷表面的帶電量。若表面帶電量絕對值變小的話，會加強油滴與細胞之

間的吸附作用，有利於油滴與細胞間的接觸 (Gong et al., 2003; Ly et al., 2006)。

所以當細胞表面電位值降低或是疏水性增加時，此兩項因素的改變會使得微生物

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及低表面電位，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)。 

 

2.7 土壤清洗在土壤復育中的應用 

開採石油與煉油的過程中發生的石油外洩意外，往往造成外洩地點附近土壤

非常嚴重的污染。被原油污染的土壤(crude oil contaminated soils, COCSs)會對生

態環境與人類健康造成危害 (Li et al., 2008)。其危害主要來自於碳氫化合物本身

的毒性、致癌性與會經由食物鏈在各食物階層中累積 (Callier et al., 2002)。土壤

中的碳氫化合物主要會吸附在土壤中的有機質上，或以非水溶液態液體(non-

aqueous phase liquid)存在 (Pignatello, 1998)。如何在有效移除土壤中碳氫化合物

的前提下，同時不破壞環境，是復育污染土壤最主要的挑戰。 

 

以目前的發展來看，復育石油污染土壤的主要方式都各有其缺點。例如，熱

處理技術(thermal treatments)的高成本、生物降解技術(biodegradation processes)耗

費時間長、抽水處理法(pump and treat)的低成效 (Roudier, 2005)。而近幾年，添

加萃取劑(extracting agents)以改善土壤清洗法(soil washing)或土壤淋洗法(soil 

flushing)程序的相關研究則有具前景的結果。添加萃取劑主要用於提升土壤中污
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染物的溶解度、污染物的脫附程度 (Mulligan et al., 2001)。另外，藉由添加萃取

劑於清洗土壤的水中，能將原本在土壤中的碳氫化合物轉移至液相，所以也有助

於提升生物降解的效率 (Wang et al., 2013)。以下說明土壤清洗法與土壤淋洗法。 

 

(1) 土壤清洗： 

是一種離地復育土壤的方法，所以污染土壤在復育之前，須先被挖掘移置復

育場地。主要以水作為清洗的溶液，一般而言土壤清洗法操作時，土壤重量比上

液體體積的比例從 1 g/ml 至 0.01 g/ml 不等 (Mousset et al., 2014)，當中以 0.05 

g/ml 至 0.4 g/ml 為最常見的操作範圍。土壤清洗法主要透過兩種方式移除土壤中

的污染物，(1) 將污染物溶解於水中或使污染物懸浮於水面。(2) 透過粒徑大小

分離、重力分離等方式將污染物濃縮在體積較小的土壤中。 

 

利用土壤清洗復育石油碳氫化合物污染的土壤已被廣泛研究 (Deshpande et 

al., 1999; Chang et al., 2000; Vreysen and Maes, 2005; Santa Anna et al., 2007)。而在

土壤清洗法中添加萃取劑是為了改善碳氫化合物的脫附效果 (Yang et al., 2006)，

也提高碳氫化合物於水中的溶解度，所以添加萃取劑於土壤清洗程序中，比只利

用水來清洗土壤節省操作的時間。但早先研究多半會添加合成界面活性劑，合成

界面活性劑本身的毒性與不易被生物所分解的特性，使得添加合成界面活性劑以

復育土壤的技術會有造成土壤二次汙染的可能性。因此，具有低毒性且能被生物

所分解的界面活性劑變成為主要的研究方向 (Mulligan et al., 2001)。 

 

  



doi:10.6342/NTU201601949

 

 
51 

(2) 土壤淋洗： 

土壤淋洗法是一種現地復育土壤的方法，利用水或其他適合的溶液將污染物

從土壤中萃取出來。於污染現場的一端將溶液注射入污染土壤中，並於另一端回

收溶液。添加萃取劑於土壤淋洗法中主要是為了藉由降低油水界面的表面張力，

改善碳氫化合物的在土壤中的流動性 (Mulligan et al., 2001)。如此便能更容易地

透過淋洗法移除土壤中的碳氫化合物達到復育的目的。但土壤淋洗法有其使用上

的限制，主要適用於輕度的碳氫化合物污染，會受到土壤多相性(heterogeneity)、

碳氫化合物性質等的影響 (Atteia et al., 2013)。土壤淋洗法現地處理的特性，使

其不需先挖掘污染土染，能降低干擾污染場址環境的程度並減少操作人員接觸碳

氫污染物的機會 (Villaverde et al., 2005)。 

 

無論是土壤清洗法或是土壤淋洗法，都透過添加萃取劑來改善復育土壤的效

果。萃取劑包含合成界面活性劑、生物界面活性劑、環糊精(cyclodextrins)、助溶

劑(cosolvents)等 (Mulligan et al., 2001; Mao et al., 2015)。由於界面活性劑為兩性

分子，所以添加界面活性劑能有效提升對污染土壤的清洗的效果，其從污染土壤

中移除石油碳氫化合物的過程主要可以分為兩個機制：(1) 藉由降低油水介面的

張力使得碳氫化合物變為較小的油滴。(2) 界面活性劑分子的疏水端將小油低包

覆形成微胞 (Mulligan et al., 2001)。合成界面活性劑能夠顯著提高土壤復育的效

果 (Mulligan et al., 2001)，但合成界面活性劑往往不易被生物分解，容易殘留並

吸附在被復育的土壤中，反而會造成土壤的二次汙染 (Laha et al., 2009)。反之，

生物界面活性劑則具有能被生物降解、低毒性、可在污染現地製造並用於現地復

育中、成本低的優點 (Von Lau et al., 2014; Bustamante et al., 2012)。微生物如

Rhodococcus 和 Pseudomonas 菌屬因為具有產生生物界面活性劑的能力，而被用
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於研究石油污染土壤的復育 (Kuyukina et al., 2005; Santa Anna et al., 2007)。另外，

也有從再生能源如脂肪醇與糖類中所製造的界面活性劑，舉例來說，烷基聚葡萄

糖苷(alkyl polyglucosides)及為此種非離子界面活性劑  (Fukuda et al., 1993)。由

於烷基聚葡萄糖苷具有低毒性、與可被生物分解的特性  (Park et al., 2007)，在

二十一世紀初已被廣泛研究並利用 (Weerawardena et al., 2000; Mehling et al., 

2007)。雖然對環境而言，具備低毒性且能被生物所分解特性的界面活性劑比一

般有機溶劑更適合用於復育污染土壤，但在實際復育土壤的過程中，如何根據污

染物的種類與污染場址的環境條件，選擇適當的界面活性劑以達到復育土壤的目

的，比界面活性劑本身所具有對環境友善的特性更來得重要  (Deshpande et al., 

1999)。 

 

土壤中的碳氫化合物透過清洗法或淋洗法移除後，溶液中的碳氫污染物需進

一步處理。在眾多處理方法中，微生物因具有多樣的酶與降解途徑，所以生物降

解法經常被用於處理碳氫化合物的環境污染問題中 (Chaudhry & Chapalamadugu, 

1991)。另外，生物處理法具有低成本的優點，是最常被用來處理廢水的方法 

(Lindtner et al., 2004)。但在應用生物的降解特性時，需要對特定化合物的生物降

解機制有充分的了解，須考慮包含物理、化學條件與微生物在不同環境下的特性。

不同微生物的不同的降解途徑會受到環境中氧氣濃度、酸鹼值、溫度等的影響 

(Abramowicz, 1990; Haritash & Kaushik 2009)。 
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2.8 微生物在土壤復育中的應用 

在自然環境中，土壤污染最常來自於石油碳氫化合物的污染或重金屬污染，

受碳氫化合物污染的土壤，因土壤顆粒表面覆蓋了疏水性的碳氫化合物，因而使

得土壤本身的含水能力下降 (Dibble & Bartha, 1979)。生物復育技術在復育被石

油碳氫化合物污染的土壤中逐漸受到重視，由於土壤的種類與性質各異，能否成

功應用生物復育技術處理土壤中的碳氫化合物污染源，取決於是否使用了適當具

降解代謝碳氫化合物污染源的微生物，以及是否有適當的環境條件 (Aislabie et 

al., 2006)。Rhodococcus erythropolis能夠降解污染土壤中的碳氫化合物，降解速率

與細菌量呈正相關 (Koronelli, 1996)。 

 

各種生物復育技術被應用在被石油碳氫化合物污染的土壤，這樣的土壤污染

通常是因為石油碳氫化合物的意外外洩所造成 (Christofi et al., 1998)。在以生物

技術處理環境復育的發展中，微生物添加(microbial augmentation)是生物復育方

法中的一種 (Christofi et al., 1998)。微生物添加，是透過額外添加的微生物以達

到加速降解碳氫化合物污染的方法，提供特定且適當的數量以完成生物降解的步

驟。近幾年的研究成果，已可透過微生物添加的方式成功降解來自石油碳氫化合

物的污染 (Kanaly et al., 2000; Lendvay et al., 2003)。以目前的研究成果可知，具

有降解代謝石油碳氫化合物的微生物包含Rhodococcus、Sphingomonas 、

Pseudomonas (Aislabie et al., 2006)。 
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在自然環境中，生物降解能力的活躍性是利用生物降解處理環境中石油碳氫

化合物污染必須解決的問題。在研究如何增強微生物生物降解的能力時，須考量

往往碳氫化合物的降解程度是來自於多種不同微生物的降解能力 (Alexander, 

1999)。革蘭氏陽性菌中的Rhodococcus菌屬以能夠降解烷類的性質而被廣為人知

(Finnerty, 1992)。 

 

研究指出在受到石油碳氫化合物與重金屬污染的土壤中，高濃度的污染會抑

制具生物復育能力的微生物在降解代謝碳氫化合物的表現，亦有可能由於污染區

域的物理或化學條件並不適合具降解代謝污染物能力的微生物生長 (Roane et al., 

2001)。藉由添加有助於微生物生長的營養添加物，往往能提升為生物降解碳氫

化合物的能力 (Ivshina et al., 2001)。目前對於進行生物復育時，尋找碳源與氮源

的最佳比例，以提升降解代謝土壤中的碳氫化合物的效果仍沒有一致的定論 

(Morgan & Watkinson, 1989)。生物復育方法的效率與成果也受到其他因素的影響，

如 (1) 污染物濃度 (2) 氧氣濃度 (3) 溫度 (4) 其他非碳氫化合物污染源的存

在 (5) 土壤的含水量 (6) 微生物生長間的競爭關係等。進一步提高氮源或磷源

並不一定能夠增加微生物的生物界面活性劑產量，主要原因是部分微生物分泌生

物界面活性劑的最佳條件是與所需的最少氮源相關的，與環境中所提供的氮源總

量無關。所以過度提供氮源或磷源並不會因此而提升降解代謝碳氫污染源的效果 

(Christofi & Ivshina, 2002)。 
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由於微生物生物降解的能力與微生物本身的生長狀況息息相關，在利用微生

物處理土壤中的碳氫化合物污染源的同時，也必須兼顧微生物生長的必要條件。

若石油碳氫化合物的污染發生在環境溫度較低的土壤時，碳氫化合物會因為低溫

而使得黏性增強。部分Rhodococcus菌株能夠透過產生生物界面活性劑而提高對

烷類的生物降解效果，主要是因為生物界面活性劑能夠幫助微生物更容易接近土

壤中的碳氫化合物，尤其是當土壤污染發生於較低溫的環境中時 (Whyte et al., 

1999)。另外，通常伴隨碳氫化合物污染一併出現的其他分子量的低的有毒物質

會因溫度較低而較不易揮發，因而阻礙了微生物生長的能力，生物降解的能力亦

被限制 (Margesin & Schinner, 1999)。 
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第三章 實驗材料與方法 

 

3.1 實驗材料 

3.1.1 實驗菌株 

本實驗所使用的菌株 Rhodococcus erythropolis NTU-1 (簡稱 NTU-1)由實驗

室前輩(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。經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。 

 

TN-4 混合菌株中的 Bacillus fusiformis、Ochrobacterum sp.並無法利用長鏈烷

類為唯一碳源生長，而 Rhodococcus erythropolis 則具有降解並包覆長鏈烷類能

力，因此在 TN-4 混合菌株中主導負責降解及包覆長鏈烷類的菌株為 Rhodococcus 

erythropolis，本實驗室並將其命名為 Rhodococcus erythropolis NTU-1(張緯農，

2003)。以下簡介菌株 Rhodococcus erythropolis。 

 

 Rhodococcus erythropolis NTU-1 為好氧、不具運動性、大小約為 2~3 μm 的

革蘭氏陽性桿菌，如照片 3.1.1-1 所示。在計數平板培養基上可以觀察到外觀，

為表面光滑且顏色為淡粉紅色的菌落。另外，從食品所鑑定報告顯示，NTU-1 的

細胞壁含有 meso-DAP 與 mycolic acids，細胞中含半乳糖(galactose)及阿拉伯糖

(arabinose)等醣類，主要脂肪酸成分為直鏈 C16:0 及 C18:0。 
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圖 3.1.1-2 顯微鏡下的 Rhodococcus erythropolis NTU-1(劉志文，2007) 
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3.1.2 實驗藥品與儀器 

 Hexadecane (品號：A10322, 分析級, Alfa Aesar, U.S.A)  

 Dodecane (品號：297879, 試藥級, Sigma-Aldrich, U.S.A) 

 Pristane (品號：P2870, 試藥級, Sigma-Aldrich, U.S.A)  

 NaCl (品號：12314, 試藥級, Alfa Aesar, U.S.A)  

 MgSO4·7H2O (品號：M7774, 試藥級, Sigma-Aldrich, U.S.A)  

 (NH4)2SO4 (品號：402702, 試藥級, JT Baker, U.S.A)  

 K2HPO4
 
(品號：104873, 試藥級, Merk, Germany)  

 MnCl2·4H2O (品號：13216, 試藥級, Riedel-de Haen, Germany)  

 ZnSO4·7H2O (品號：35392, 試藥級, Riedel-de Haen, Germany)  

 FeSO4·7H2O (品號：12354, 試藥級, Riedel-de Haen, Germany)  

 Agar Powder (品號：05038, 試藥級, Sigma-Aldrich, U.S.A)  

 Nutrient Agar (品號：70116, 試藥級, Sigma-Aldrich, U.S.A)  

 Nutrient Broth (品號：03856, 試藥級, Sigma-Aldrich, U.S.A)  

 Ethyl Acetate (品號：443506, 試藥級, Sigma-Aldrich, U.S.A)   

 滅菌斧 (TM-327, Tomin)  

 無菌操作台 (海天)  

 酸鹼測定儀 (CyberScan pH 510, Thermo Scientific)  

 分光光度計 (GENESYS 10S UV-Vis, Thermo Scientific)  

 迴旋式恆溫震盪培養箱 (LM-600R, 裕德)  

 冷凍離心機 (Hettich Universal 320R, Hettich)  

 烘箱 (OV30, 宇田企業有限公司)  

 濾紙 (ADVANTEC GF-75)  
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 氣相層析儀 (SRI 310C, 宏睿科技有限公司) 

 土壤 (培養土, 花易購股份有限公司) 

培養土介質為壤土、椰土、椰纖、碳化稻殼 

 氮氣 (普通級, 純度：99%, 谷芳氣體) 

 氫氣 (普通級, 純度：99%, 谷芳氣體) 

 空氣 (普通級, 純度：99%, 谷芳氣體) 

 

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)用來提供微

生物生長所需的碳源、氮源、無機性養分及去離子水，表 3.2.1-1 詳列液態礦物

培養基的配製條件及組成 (Kuyukina et al., 2001)。以下為各養分所扮演的角色： 

 

(1) 碳源(carbon source) 

  碳源在微生物培養中主要提供細胞形成碳水化合物、脂質、蛋白質或是成為

代謝產物的所需。本實驗以正十六烷(n-hexadecane)作為 NTU-1 的唯一碳源。由

於 NTU-1 表面具有疏水性，能在降解代謝正十六烷的過程中產生聚集現象，所

以不僅可利用代謝移除烷類，更可透過包覆移除剩餘的烷類，提升移除的效果。 

 

(2) 氮源(nitrogen source) 

  氮源也是微生物生長的必要營養源之一，主要用於細胞合成蛋白質及核酸，

另外亦會成為代謝產物。氮源分為有機氮化物或無機氮化物，本實驗以無機氮化

物硫酸銨((NH4)2SO4)來作為微生物生長所需氮源。 
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(3) 無機性養分 

  微生物生長除了需要氮源與碳源外，也需要無機性養分包含了硫、磷、鉀、

鎂、鈣、鐵、鈉、氯…等元素，用作微生物生長及作為酵素輔助因子。本實驗使

用的液態礦物培養基中，無機性養分來源主要包含氯化鈉(NaCl)、硫酸鎂(MgSO4．

7H2O)及磷酸氫二鉀(K2HPO4)等鹽類。其中，NaCl 還具有調節培養基的滲透壓，

維持微生物良好的生長環境。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的生長。 

 

  除了以上介紹的幾種無機性養分以外，培養基中也添加了微量元素，作為酵

素的輔助因子。本實驗添加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 3.2.1-1 所列之化合物加入 1 L 的去離子水中，並加入表 3.2.1-2 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 1 N 氫氧化鈉溶液(NaOH)調整培養基至

酸鹼值為 7。 
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表 3.2.1-1 Mineral Salt Medium 組成表 

藥品種類 濃度 

NaCl 1.0 g/L 

K2HPO4 1.0 g/L 

MgSO4·7H2O 0.2 g/L 

 (NH4)2SO4 1.0 g/L 

Trace salt solution 1.0 ml/L 

 

表 3.2.1-2 Trace Salt Solution 組成表 

藥品種類 濃度 

FeSO4·7H2O 1.0 g/L 

MnCl2·4H2O 1.0 g/L 

ZnSO4·7H2O 1.0 g/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(張緯農，2003)。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 1 L 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 1 N 氫氧化鈉溶液(NaOH)調整培養基酸

鹼值至 7，置入滅菌釜中以 121℃、15 psi 進行滅菌 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直徑 8 cm

的培養皿中。 

(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

℃培養箱中保存。 

 

表 3.2.2-1 菌株保存培養基組成表 

藥品名稱 濃度 

Pristane 750 ml/L 

Agar powder 24.0 g/L 

K2HPO4 1.0 g/L 

MgSO4·7H2O 0.2 g/L 

 (NH4) 2SO4 1.0 g/L 

NaCl 1.0 g/L 

Trace salt solution 1.0 ml/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(王詩雯，2014)。其配置方法依序為： 

 

(1) 1L 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

菌釜中以 121℃、15 psi 進行滅菌 20 分鐘。 

(3) 待其冷卻降溫後，置入無菌操作台進行菌株活化實驗。 

 

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)(王詩雯，

2014)，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，在 NA 溶液因降溫而凝固前，分裝至直徑 8 cm 的培

養皿中。 

(3) 靜置約 30 分鐘冷卻並除去多餘霧氣水分，接著以 parafilm 密封。 

(4) 接著將其放入 30℃培養箱中，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。  
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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，NB 營養液體積為 100 ml。 

(2) 將接種好的 NB 營養液瓶口以酒精燈消毒，並塞上透氣塞，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 OD600nm值，以無菌的 NB 培養液作

為對照組，將測得的 OD600nm值相減後對培養時間作圖，此圖及為 NTU-1 的

生長曲線圖，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) 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 24 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℃、7000 rpm 的條件下離心 10 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滅菌過的液態礦物培養基，充分搖晃使底部細胞均勻散

佈於溶液中，達到清洗的目的。接著以同樣條件離心 10 分鐘，離心完成後

於無菌操作台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

勻散佈，測量 OD600nm吸收值，將 OD600nm值控制在 1 左右即完成 NTU-1 液

態礦物培養基菌液，此時 NTU-1 初始細胞密度約 0.035 g/L(劉志文，2007)。

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。 
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3.3.3 正十六烷污染土壤的製備 

實驗前的土壤預清洗 

(1) 分別利用 8、20、50 mesh 的篩網區分土壤的粒徑大小，留下粒徑大小為 20/50 

mesh 的土壤，收集此粒徑大小的土壤 100 g 並置於 50 mesh 的篩網上。 

(2) 接著以流速為 100 ml/s 的自來水沖洗篩網上的土壤 10 分鐘，沖洗完畢後將

盛放土壤的篩網與土壤一併放入烘箱中，以 80℃烘乾 24 小時。 

(3) 將烘乾 24 小時後的土壤取出，以土壤重量對去離子水體積為 50 g/500 ml 的

比例將土壤與去離子水置於 1 公升燒杯內，以玻棒批次攪拌 5 分鐘，攪拌完

後以 50 mesh 篩網分離土壤與去離子水，將盛放土壤的篩網與土壤一併放入

烘箱以 80℃烘乾 24 小時。 

(4) 取出烘乾後的土壤統一收集在乾淨的 500 ml 燒杯中，以便後續實驗使用。 

 

土壤的污染步驟 

(1) 秤取 0.5 g 預清洗過的土壤置於 250 ml 燒杯中。 

(2) 每一個裝有 0.5 g 土壤的燒杯均搭配一個 250 ml 乾淨燒杯，兩個燒杯為一

組，以鋁箔紙封住杯口後，置入高壓滅菌釜中以 121℃、15 psi 進行滅菌 20

分鐘。 

(3) 待其冷卻降溫後，置入無菌操作台操作土壤污染的步驟。 

(4) 將 2 ml 正十六烷加入 0.5 g 土壤中並以刮勺適當攪拌，土壤因接觸到正十六

烷而顏色變深，可以此判定土壤是否有接觸到正十六烷。 

(5) 利用以酒精消毒過的刮勺將燒杯中被污染的土壤刮取至另一個乾淨的 250 

ml 燒杯中，以進行後續土壤清洗的步驟。 
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3.3.4 清洗正十六烷污染的土壤 

3.3.4.1 以液態礦物培養基清洗污染土壤 

(1) 將底部加裝 60 mesh 篩網的玻璃過濾器、漏斗、100 ml 量筒的口均以鋁箔紙

封住，並連同 1 L 酸鹼值為 7 的培養基與有裝透氣塞的 250 ml 錐形瓶一併

置入高壓滅菌釜中以 121℃、15 psi 滅菌 20 分鐘。 

(2) 待其冷卻降溫後，置入無菌操作台操作清洗污染土壤的步驟。 

(3) 量取 100 ml 液態礦物培養基倒入裝有污染土壤的 250 ml 燒杯中以玻棒批次

攪拌清洗土壤，攪拌清洗時間為 10 秒。 

(4) 攪拌清洗後利用底部加裝 60 mesh 篩網的玻璃過濾器過濾，清洗過的土壤會

留在 60 meah 的篩網上，培養基則是利用漏斗收集在 250 ml 錐形瓶中。 

(5) 以刻度吸管將 30 ml 乙酸乙脂加入裝有培養基的錐形瓶中，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培養基中的正十六烷，約 20 分鐘後取出上

層有機相溶液 2 ml 放入微量試管中保存。 

(6) 將玻璃過濾器篩網上的土壤以刮勺刮取至 250 ml 錐形瓶中，以刻度吸量管

將 30 ml 乙酸乙脂加入錐形瓶中，接著用不透氣矽膠塞將瓶口塞住並以

parafilm 密封後，均勻的搖晃使土壤與有機相充分接觸，並以上述步驟(5)同

樣的方式取樣並保存。 
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3.3.4.2 以未使用的液態礦物培養基重複清洗污染土壤 

(1) 重複實驗方法 3.3.4.1 以液態礦物培養基清洗污染土壤步驟(1)到(4)，重複以

未使用的 100 ml 培養基清洗同一批污染土壤 10 次，並保存每一次清洗後的

培養基。 

(2) 重複實驗方法 3.3.4.1 以液態礦物培養基清洗污染土壤步驟(5)、(6)，萃取培

養基中與土壤中的正十六烷。 

 

3.3.4.3 重複使用液態礦物培養基清洗污染土壤 

(1) 重複實驗方法 3.3.4.1 步驟(1)到(4)以製備污染土壤並清洗。 

(2) 以酒精消毒過的刮勺將 60 mesh 篩網上的土壤刮取，放回至清洗用的 250 ml

燒杯中，並將 250 ml 錐形瓶中收集的培養基重新倒回燒杯中進行重複清洗，

攪拌清洗時間為 10 秒，重複次數分別為 3、5、10 次。 

(3) 利用漏斗收集清洗過同一批土壤 3、5、10 次的培養基於 250 ml 錐形瓶中，

並重複實驗方法 3.3.4.1 清洗污染土壤步驟(5)。 

(4) 將玻璃過濾器篩網上被清洗過 3、5、10 次的土壤以刮勺刮取至 250 ml 錐形

瓶中，並重複實驗方法 3.3.4.1 步驟(6)，萃取並保存樣本。 
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3.3.4.4 以液態礦物培養基清洗污染土壤並增加攪拌清洗時間 

(1) 重複實驗方法 3.3.4.1 步驟(1)到(2)。 

(2) 量取 100 ml 液態礦物培養基倒入裝有污染土壤的 250 ml 燒杯中以玻棒批次

攪拌清洗土壤，攪拌清洗時間增加為 30、50、100 秒。 

(3) 攪拌清洗後利用底部加裝 60 mesh 篩網的玻璃過濾器過濾，清洗過的土壤會

留在 60 meah 的篩網上，培養基則是利用漏斗收集在 250 ml 錐形瓶中。 

(4) 重複實驗方法 3.3.4.1 步驟(5)、(6)以萃取並保存樣本。 

 

3.3.4.5 以不同酸鹼值的液態礦物培養基清洗污染土壤 

(1) 使用濃度為 1 N 的鹽酸溶液或 1 N 氫氧化鈉溶液調整配置好的 1 L 液態礦物

培養基酸鹼值，分別調整成酸鹼值為 3、5、7、9 以探討培養基酸鹼值對清

洗效果的影響。 

(2) 分別以酸鹼值為 3、5、7、9 的培養基，重複實驗方法 3.3.4.1 步驟(1)到(6)。 
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3.3.4.6 以不同溫度液態礦物培養基清洗污染土壤 

(1) 將實驗方法 3.3.4.1 裝有污染土壤的 250 ml 燒杯，以及 100 ml 量筒、250 ml

錐形瓶與裝有液態礦物培養基的 500 ml 血清瓶，都放置在恆溫水槽直到實

驗儀器與培養基均達到實驗條件的溫度設定，恆溫水槽依實驗條件分別設定

在 25、50、75℃。 

(2) 在恆溫水槽中操作實驗方法 3.3.4.1 步驟(3)、(4)以清洗污染土壤並分離土壤

與培養基。 

(3) 將收集到培養基的錐形瓶移出恆溫水槽，蓋上不透氣矽膠塞待其冷卻至室溫

後，操作實驗方法 3.3.4.1 步驟(5)萃取並保存樣本。 

(4) 按照實驗方法 3.3.4.1 步驟(6)萃取並保存樣本。 

 

3.3.4.7 以沸騰的液態礦物培養基清洗污染土壤 

(1) 量取 100 ml 液態礦物培養基以 250 ml 燒杯承裝，利用加熱板加熱至沸騰，

倒入裝有污染土壤的 250 ml 燒杯中以玻棒批次攪拌清洗土壤，攪拌清洗時

間為 10 秒。 

(2) 攪拌清洗後利用底部加裝 60 mesh 篩網的玻璃過濾器過濾，清洗過的土壤會

留在 60 meah 的篩網上，培養基則是利用漏斗收集在 250 ml 錐形瓶中。 

(3) 將收集清洗後培養基的錐形瓶蓋上不透氣橡皮塞冷卻至室溫。 

(4) 重複實驗方法 3.3.4.1 步驟(5)、(6)萃取並保存樣本。 
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3.3.4.8 以沸騰的液態礦物培養基清洗污染土壤(沸騰取代攪拌) 

(1) 重複實驗方法 3.3.4.1 步驟(1)到(2)，接著利用刮勺將燒杯中的污染土壤刮取

至乾淨的 250 ml 三角瓶中。 

(2) 量取 100 ml 培養基倒入裝有污染土壤的三角瓶中，三角瓶瓶口裝上球型冷

凝管並扣上塑膠扣環，冷凝管兩端開口與循環水槽相接，循環水槽水溫設定

20℃。 

(3) 將三角瓶與冷凝裝置架於加熱板上加熱，加熱至沸騰後計時 5 分鐘，利用培

養基的沸騰取代攪拌清洗中的玻棒攪拌，5 分鐘後關閉加熱並將三角瓶移離

加熱板。 

(4) 利用底部加裝60 mesh篩網的玻璃過濾器過濾，清洗過的土壤會留在60 meah

的篩網上，培養基則是利用漏斗收集在 250 ml 錐形瓶中。 

(5) 將玻璃過濾器篩網上的土壤以刮勺刮取放回至三角瓶中。 

(6) 將裝有培養基的錐形瓶靜置一分鐘後，以刻度吸管吸取錐形瓶底部培養基

80 ml 並重新注入三角瓶中 

(7) 將三角瓶裝接冷凝裝置後放回加熱板上加熱，重複實驗方法 3.3.4.8 步驟(3)

到(6)，重複三次後將三角瓶移離加熱板。 

(8) 將三角瓶蓋上不透氣橡皮塞冷卻至室溫，接著重複實驗方法 3.3.4.1 以液態

礦物培養基清洗污染土壤步驟(5)、(6)。 
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3.3.4.9 以不同鹽類組成的液態礦物培養基清洗污染土壤 

(1) 重新配置 1 L 液態礦物培養基並將硫酸銨濃度提升至 0.5%(w/v)。 

(2) 使用濃度為 1 N 的鹽酸溶液或 1 N 氫氧化鈉溶液調整培養基至酸鹼值為 7。 

(3) 重複實驗方法 3.3.4.1 以液態礦物培養基清洗污染土壤步驟(1)到(6)。 

 

3.3.5 氣相層析儀之條件設定 

 型號：SRI 310C 宏睿科技有限公司 

 管柱：填充物材質 fused 100 % dimethyl polysiloxane column、管長 30 m、內

直徑 0.53 mm。 

 偵測器：FID、偵測器(detector)溫度：250℃、氣體流量：空氣 150 ml/min、

氫氣 25 ml/min 

 載運氣體(carrier gas)：氮氣 25 ml/min 

 爐溫(oven temperature)變化：起始溫度 80℃，停留 2 分鐘後以 30℃/min 的

速率升溫至 200℃後停留 2 分鐘。 

 積分軟體：Peak-435, 宏睿科技有限公司  
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3.3.6 正十六烷校正曲線 

(1) 以刻度吸管取 10 ml 乙酸乙脂至血清瓶中，並利用微量滴管取 20 μl 的正十

二烷(n-dodecane)加入血清瓶中作為內標準品。 

(2) 以刻度吸管取 10 ml 乙酸乙脂至血清瓶中，並利用微量滴管取 10、20、30、

40、50、60、70、80、90、100 μl 的正十六烷各加入含 10 ml 乙酸乙脂的血

清瓶中。 

(3) 從含正十二烷的乙酸乙脂與含不同濃度正十六烷的乙酸乙脂中各取0.5ml至

微量試管中，蓋上蓋子均勻搖晃。 

(4) 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 3.3.5-1。 

 

 

 

圖 3.3.5-1 正十六烷在氣相層析儀中之校正曲線 
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3.3.7 以 NTU-1 處理培養基中的正十六烷 

為了提升 NTU-1 包覆正十六烷的效果，需在 250 ml 錐形瓶中加裝 10 mesh

篩網。而在 3.3.4 小節中用來收集培養基的錐形瓶因只用來萃取分析，故沒有加

裝 10 mesh 篩網。接下來將詳列利用 NTU-1 處理培養基中的正十六烷，所以必

須以加裝 10 mesh 篩網的錐形瓶代替沒有加裝篩網的錐形瓶，收集清洗後的培養

基。 

 

(1) 將 10 mesh 篩網立在 250 ml 錐形瓶中，並以錐形瓶收集經過 3.3.4 小節不同

清洗方式的培養基 100 ml，作為之後 NTU-1 培養之用。  

(2) 以酒精燈將錐形瓶口殺菌後，以微量滴管植入 NTU-1 液態礦物培養基菌液，

初始植菌量為 5 ml 礦物培養基菌液(OD600nm約為 1.0)，此時 NTU-1 初始細

胞密度約 0.035 g/L。 

(3) 完成植菌動作後同樣以酒精燈將瓶口殺菌，並以透氣塞封住瓶口。接著依不

同實驗條件將培養錐形瓶放入迴旋式恆溫培養箱中，以溫度 30℃、轉速 100 

rpm 的條件進行培養。 

(4) 實驗進行至 24、48、72 小時後，取出 3 瓶錐形瓶停止培養，測量培養基酸

鹼值。 

(5) 若培養過程中 NTU-1 產生細胞聚集現象，則利用 60 mesh 的濾網分離菌塊

與培養基，並測量培養基液體的酸鹼值。分離後的菌塊加入 100 ml 初始反

應體積的去離子水。 

(6) 完成分離及酸鹼值量測後，以刻度吸管量取 30 ml 的乙酸乙酯並加入每組錐

形瓶中，萃取殘餘培養基或細胞顆粒內包覆正十六烷。 
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(7) 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 20 分鐘後取出上層有

機相溶液 2 ml 加入微量試管中保存。 
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第四章 實驗結果與討論 

在實驗室過去的研究成果中，利用不同的長碳鏈烷類培養 NTU-1，使用的烷

類包含異十九烷、正十八烷、正十六烷、正十四烷…等。其結果顯示 NTU-1 除

了對長碳鏈烷類有很好的降解能力外，還會在培養 40 至 44 個小時左右產生結

塊現象，將未降解的烷類包覆(張緯農，2009)。而在錐形瓶中加入篩網可以有效

增加正十六烷與 NTU-1 接觸碰撞的機會，幫助 NTU-1 移除正十六烷的效率可以

達到 95%以上，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(謝惠敏，2011)。 

 

本實驗延續之前的研究成果，討論如何應用土壤清洗的方式移除土壤中的正

十六烷，並利用 NTU-1 生物降解與物理包覆的能力來移除培養基中的正十六烷。

討論分成以下幾個部分： 

 

(1) 實驗前土壤的預清洗步驟。 

(2) 清洗污染土壤的步驟與步驟中的操作條件設定。 

(3) 利用 NTU-1 生物降解與物理包覆的能力移除培養基中的正十六烷。 

(4) 改變土壤清洗的步驟、培養基的物理性質與化學組成對培養基清洗效果的影

響。 
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4.1 土壤實驗前的預清洗 

一般而言土壤當中的化學組成可以概分為礦物與有機質兩部分。礦物部分包

含矽酸鹽類及其他組成比例較矽酸鹽低的無機鹽類。有機質部分則包含了活的生

物體與死的生物體 (McCarty, 1982)。所以為了初步模擬土壤顆粒被正十六烷污

染後，以培養基清洗的效果，所以先以自來水與去離子水預清洗實驗所使用的土

壤，避免土壤中的水溶性物質影響清洗的效果與 NTU-1 的培養。 

 

本實驗將實驗前對土壤的清洗步驟稱為預清洗，預清洗前先以 20 mesh 與 50 

mesh 的篩網篩選土壤，取得 100 g 粒徑大小為 20/50 mesh 的土壤當作實驗對象。

預清洗的步驟是將 100 g 粒徑大小為 20/50 mesh 的土壤置於 50 mesh 篩網上利用

體積流速 100 ml/s 的自來水沖洗 10 分鐘，沖洗過程亦能將土壤二次過篩。沖洗

後放入烘箱以 80℃烘乾 24 小時。接著以土壤重量對去離子水體積為 50 g/500 ml

的比例攪拌 5 分鐘後，以 50 mesh 篩網分離去離子水與土壤，再將土壤放入烘箱

以 80℃烘乾 24 小時。經上述預清洗步驟的土壤才能夠作為實驗材料。而在後續

討論如何移除土壤中正十六烷的實驗中，則是以批次攪拌清洗的方式清洗污染土

壤，本實驗將此批次攪拌清洗污染土壤的步驟稱為土壤清洗，與對土壤實驗前的

預清洗步驟的目的並不相同。 

 

圖 4.1-1與圖 4.1-2都是利用清洗過污染土壤的液態礦物培養基培養NTU-1，

從兩張圖表的實驗結果可以得知土壤實驗前預清洗步驟的用途。圖 4.1-1 中的污

染土壤在實驗前未經過預清洗步驟移除土壤中的水溶性物質，圖 4.1-2 中的污染

土壤則有經過預清洗步驟。土壤未經過預清洗步驟的組別，NTU-1 並沒有出現物

理包覆的現象，而土壤有經過預清洗步驟的組別，則可以觀察並計算出 NTU-1
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對正十六烷的生物降解與物理包覆量。圖 4.1-3 與 4.1-4 則為兩組實驗在培養

NTU-1 達 72 小時後的照片。由此兩張圖可以發現，能夠在有經過預清洗土壤的

組別觀察到 NTU-1 物理包覆正十六烷的現象，反觀未經過土壤預清洗的實驗組

別則沒有觀察到 NTU-1 物理包覆的現象。 

 

若以土壤重量對培養基體積為 0.5 g/100 ml 清洗未預清洗的污染土壤，再利

用 60 mesh 篩網分離土壤與培養基，可測得培養基的酸鹼值約為 5.5 左右。反觀

若污染土壤有經過預清洗處理，再利用 60 mesh 篩網分離土壤與培養基，培養基

的酸鹼值約為 6.88 左右。此結果顯示預清洗步驟能移除土壤中的酸性水溶性物

質。透過酸鹼值的測量與對 NTU-1 生物降解與物理包覆的分析結果可知本實驗

所使用的預清洗程序能排除土壤中水溶性物質對 NTU-1 生長的影響。 
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圖 4.1-1 用清洗過 0.5 g 污染土壤的培養基培養 NTU-1，污染土壤未經過預清洗

程序。正十六烷添加量：4 ml n-C16/g soil、培養基體積：100 ml、培養基酸鹼

值：5.5、初始植菌量：5 ml 礦物培養基菌液(OD600nm約為 1.0) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.1-2 用清洗過 0.5 g 污染土壤的培養基培養 NTU-1，污染土壤已經過預清洗

程序。正十六烷添加量：4 ml n-C16/g soil、培養基體積：100 ml、培養基酸鹼

值：6.88、初始植菌量：5 ml 礦物培養基菌液(OD600nm約為 1.0) 
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圖 4.1-3 利用清洗過污染土壤的培養基培養 NTU-1，污染土壤未經過預清洗。

經 72 小時培養時間後，拍照記錄 NTU-1 於培養基內的物理包覆現象。 

 

 

圖 4.1-4 利用清洗過污染土壤的培養基培養 NTU-1，污染土壤有經過預清洗。

經 72 小時培養時間後，拍照記錄 NTU-1 於培養基內的物理包覆現象。 
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4.2 清洗被正十六烷污染的土壤 

本節實驗主要目的為設計步驟，清洗被正十六烷污染的土壤，清洗過後的溶

液須能培養 NTU-1，透過 NTU-1 的生物降解與物理包覆能力移除溶液中的正十

六烷。土壤清洗步驟的討論包含如何操作與步驟中的條件設定。條件設定分為土

壤粒徑大小、土壤被污染程度、土壤清洗所使用的溶液與清洗方式四個部分。 

 

4.2.1 篩選適合實驗的土壤的粒徑大小 

由於未經篩選過的土壤粒徑大小不一，且其中除土壤外亦包含了小枯枝、細

碎的落葉與小碎石。經篩網篩選後可將不屬於土壤的物質透過粒徑大小的不同予

以分離。使用的篩網規格為 8 mesh、20 mesh、50 mesh，並得到兩組不同粒徑大

小的土壤，其粒徑大小分別為： 

 

 通過 8 mesh 但無法通過 20 mesh，粒徑大小介於 0.85~2.36 mm 的土壤 

 通過 20 mesh 但無法通過 50 mesh，粒徑大小介於 0.3~0.85 mm 的土壤 

    

實驗條件如下： 

 正十六烷添加量：2 ml n-C16/g soil 

 土壤粒徑：8/20 mesh(0.3~0.85 mm)、20/50 mesh(0.85~2.36 mm) 

 土壤重量：1.0 g 

 

 培養基初始酸鹼值：7(清洗土壤後為 6.88 左右) 

 培養基體積：100 ml 
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各取兩組不同粒徑大小的土壤 1 g 於 250 ml 燒杯中，正十六烷添加量皆為 2 

ml n-C16/g soil。加入正十六烷後，以刮勺攪拌土壤，土壤顆粒接觸到正十六烷

後顏色會變深，可依此判定土壤是否都有接觸到正十六烷。接著以乾淨的刮勺將

被污染的土壤刮取移至乾淨的 250 ml 燒杯中，準備清洗污染土壤。各以 100 ml

培養基清洗兩組污染土壤，分析培養基中正十六烷濃度的差異。本實驗所使用的

土壤清洗程序是將 100 ml 培養基加入裝有污染土壤的 250 ml 燒杯中，以玻棒攪

拌清洗 10 秒，接著利用 60 mesh 篩網分離土壤與培養基。從表 4.2.1-1 中可發現，

100 ml 液態礦物培養基在清洗過粒徑大小為 20/50 mesh 的實驗組別後，培養基

中約有 550 ppmv 左右的正十六烷。而在清洗過粒徑大小為 8/20 mesh 的實驗組

別後，培養基中約有 325 ppmv 左右的正十六烷。此實驗結果的差異顯示同體積

的液態礦物培養基經相同清洗程序對粒徑較大的實驗組別要較差的清洗效果。 

 

表 4.2.1-1 利用酸鹼值為 7 的 100 ml 培養基攪拌清洗 1.0 g 土壤後，培養基中的

正十六烷濃度。正十六烷添加量：2 ml n-C16/g soil，粒徑大小：8/20 mesh、

20/50 mesh 

 20/50 mesh 8/20 mesh 

培養基正十六烷濃度(ppmv) 556.84±82.06 325.61±50.88 
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4.2.2 土壤的污染程度 

確定實驗土壤的粒徑大小後，需要進一步確定土壤的污染程度，尋找適合的

污染程度以進行後續的實驗。污染程度以不同重量的土壤接觸同體積正十六烷表

示，共進行兩組不同正十六烷添加量的實驗，其添加量為如下： 

 

 4 ml n-C16/g soil、土壤粒徑 20/50 mesh、0.5 g 土壤 

 2 ml n-C16/g soil、土壤粒徑 20/50 mesh、1.0 g 土壤 

 

將正十六烷添加量訂在 4 ml n-C16/g soil 與 2 ml n-C16/g soil，是因為在這

兩種添加量下土壤顆粒均有接觸到正十六烷。 

 

實驗條件如下： 

 正十六烷添加量：4 ml n-C16/g soil、2 ml n-C16/g soil 

 土壤粒徑：20/50 mesh  

 土壤重量：0.5 g、1.0 g 

 

 培養基初始酸鹼值：7(清洗土壤後 6.88 左右) 

 培養基體積：100 ml 

 

從表 4.2.2-1 中可發現，以 100 ml 培養基經過相同土壤清洗步驟清洗不同污

染程度土壤時。清洗過 4 ml n-C16/g soil 的實驗組，培養基中約有 800 ppmv 左右

的正十六烷，清洗過 2 ml n-C16/g soil 的實驗組，培養基中約有 550 ppmv 左右的

正十六烷。表示污染程度越低培養基的清洗效果越差。 
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參考過去本實驗室對 NTU-1 降解包覆正十六烷的實驗條件，在 100 ml 液態

礦物培養基中添加 2000 ppmv 正十六烷做為唯一碳源，並植入 NTU-1 培養 96 小

時，初始植菌量為 5 ml 礦物培養基菌液(OD600nm約為 1.0)，最終的生物降解量約

在 400 至 500 ppmv 左右，詳細生物降解量與物理包覆量隨時間變化如圖 4.2.2-1

所示。為了之後進行 NTU-1 培養實驗時觀察其生物降解與物理包覆的表現，所

以選擇培養基中正十六烷濃度較高，有約 800 ppmv 的實驗組別，將正十六烷添

加量為 4 ml n-C16/g soil 當作後續實驗的操作條件。 

 

表 4.2.2-1 利用酸鹼值為 7 的 100 ml 培養基攪拌清洗不同污染程度的土壤，液

態礦物培養基中的正十六烷濃度。 

 4 ml n-C16/g soil 2 ml n-C16/g soil 

培養基正十六烷濃度(ppmv) 823.16±68.53 556.84±82.06 

 

 

圖 4.2.2-1 以 2000 ppmv 正十六烷為碳源，NTU-1 經 96 小時培養後生物降解量

與物理包覆量隨時間的變化。 
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以正十六烷污染土壤的步驟是在 250 ml 燒杯中進行，將 2 ml 正十六烷加入

燒杯中的土壤並以刮勺攪拌，過程中可以發現燒杯的壁面會殘留正十六烷，因為

殘留在燒杯壁面的正十六烷並不被定義為污染土壤所含有的正十六烷含量，所以

當直接在原燒杯中批次清洗受污染土壤，若是殘留在燒杯壁面的正十六烷被洗入

培養基中，會高估培養基的清洗效果。為了進一步瞭解燒杯壁面殘留的正十六烷

對實驗後續分析的影響，需要比較以下兩組不同的操作步驟。 

 

 在原燒杯中批次清洗污染土壤。 

 將污染土壤從原燒杯中以刮勺刮取至另一個乾淨的 250 ml 燒杯中再進行

批次清洗。 

 

表 4.2.2-2 為上述兩種清洗步驟所測得培養基中正十六烷濃度。在原燒杯批

次清洗後的培養基，其正十六烷濃度較另一實驗組別高出約 4000 ppmv 左右，且

同操作條件的實驗數據標準差高達 2500 ppmv 左右。表示燒杯壁面殘留的正十

六烷會導致高估培養基的清洗效果，且培養基清洗效果的分析亦顯得非常不穩定。

故需在實驗步驟中增加將污染土壤從原燒杯移至另一個乾淨的 250 ml 燒杯此步

驟，再批次清洗土壤。經此修正後，每 100 ml 培養基清洗正十六烷添加量為 4 ml 

n-C16/g soil 的 0.5 g 污染土壤，約含有 800 ppmv 正十六烷。 
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表 4.2.2-2 土壤清洗方式分別為 (1) 在原燒杯中批次清洗污染土壤 (2) 將污染

土壤從原燒杯中以刮勺刮取至另一個乾淨的 250 ml 燒杯中再進行批次清洗。清

洗後培養基中的正十六烷濃度。 

 (1) (2) 

培養基正十六烷濃度(ppmv) 4888.49±2650.59 823.16±68.53 

 

4.2.3 清洗被正十六烷污染土壤的方法 

實驗條件如下： 

 正十六烷添加量：4 ml n-C16/g soil 

 土壤粒徑：20/50 mesh  

 土壤重量：0.5 g 

 

 培養基初始酸鹼值：7(清洗土壤後為 6.88 左右) 

 培養基體積：100 ml 

 篩網規格：60 mesh 

  

在確定實驗使用的土壤粒徑大小與土壤污染程度之後，接著探討清洗土壤所

使用的溶液與清洗方法。清洗方法的設計以時間短暫以及能將清洗後溶液與土壤

分開為主要方向。圖 4.2.3-1 所示的裝置是用來盛放污染土壤或分離土壤與培養

基，其構造為將 60 mesh 的篩網放置在玻璃過濾器底部。 
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圖 4.2.3-1 玻璃過濾器底部為 60 mesh 篩網，用來盛放或過濾污染土壤。 

 

本實驗以 100 ml 液態礦物培養基作為清洗溶液，清洗對象為粒徑大小 20/50 

mesh、正十六烷添加量為 4 ml n-C16/g soil 的 0.5 g 污染土壤，分別討論了兩種

土壤清洗方式如下： 

 

 將污染土壤置於如圖 4.2.3-1 裝置中 60 mesh 的篩網上，接著淋洗土壤，

以同一批 100 ml 培養基重複淋洗，淋洗次數分為 5、8、10 次。 

 將 100 ml 液態礦物培養基倒入裝有污染土壤的 250 ml 燒杯中以玻棒攪拌

批次清洗 10 秒，接著利用如圖 4.2.3-1 裝置過濾，分離清洗過後的培養基

與土壤。 

 

上述第一種清洗方式以 5 次為最低淋洗次數是因為土壤放置在篩網上會有

一定的面積，一次淋洗無法完整淋洗到所有的土壤，需至少經過 5 次淋洗才能確

保土壤有被完整淋洗過。 

 

由圖 4.2.3-2 可發現淋洗次數的增加並不會提升培養基對土壤的清洗效果，

三組不同淋洗次數的實驗結果皆顯示淋洗過後的培養基約含有 800 ppmv 左右的
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正十六烷。另外也可以發現批次攪拌清洗的方式與淋洗方式的效果相似，攪拌清

洗過後的培養基大約也含有 800 ppmv 左右的正十六烷。考量到後續 NTU-1 培養

的實驗需在無菌操作台中進行土壤清洗，受限於無菌操作台的空間，為操作方便，

故選擇以攪拌清洗的方式做為本實驗清洗污染土壤的操作步驟。 

 

 在土壤清洗所使用的溶液實驗中，分別使用了以下兩種溶液： 

 

 100 ml 去離子水 

 100 ml 液態礦物培養基 

 

以攪拌清洗方式清洗污染土壤。此組實驗目的是為了瞭解液態礦物培養基與

去離子水對污染土壤的清洗效果差異。因為清洗後的溶液將用於培養 NTU-1，利

用 NTU-1 的降解與包覆能力移除正十六烷，若去離子水與培養基清洗污染土壤

的效果相似，表示培養基中的鹽類組成與清洗效果無關，可以進一步降低液態礦

物培養基中的鹽類濃度至不影響 NTU-1 生物降解與包覆的能力，便能夠作為未

來此土壤清洗方法擴大應用時降低成本的一個選擇。 

 

由表 4.2.3-1 可見液態礦物培養基比去離子水有更佳的清洗效果，同樣以粒

徑大小為 20/50 mesh、正十六烷添加量為 4 ml n-C16/g soil 的 0.5 g 污染土壤當作

清洗對象，100 ml 培養基能清洗約 800 ppmv 左右的正十六烷，而同體積的去離

子水則能清洗較少量的 500 ppmv 左右正十六烷。為了之後進行 NTU-1 培養實驗

時能較容易同時觀察其生物降解與物理包覆的表現，故選擇以液態礦物培養基作

為清洗污染土壤的溶液。 
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圖 4.2.3-2 利用培養基重複淋洗 5、8、10 次或以玻棒攪拌清洗 10 秒，培養基中

的正十六烷濃度。清洗對象是粒徑大小為 20/50 mesh、正十六烷添加量為 4 ml 

n-C16/g soil 的 0.5 g 污染土壤。 

 

 

表 4.2.3-1 分別利用培養基與去離子水，以批次攪拌清洗粒徑大小為 20/50 

mesh、正十六烷添加量為 4 ml n-C16/g soil 的 0.5 g 污染土壤，溶液中的正十六

烷濃度。 

 100 ml 培養基 100 ml 去離子水 

溶液中正十六烷濃度(ppmv) 823.16±68.53 471.91±19.57 
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4.3 以 NTU-1 處理培養基中的正十六烷 

接著以 NTU-1 移除培養基中的正十六烷並觀察生物降解代謝與物理包覆的

情形，在此之前先透過瞭解 NTU-1 在以 2000 ppmv 正十六烷為唯一碳源的培養

基中的生長情形，以得知 NTU-1 降解與包覆的現象，並可依此作為實驗記錄的

參考。在 100 ml 培養基中加入 2000 ppmv 的正十六烷並接種 NTU-1。 

 

實驗條件如下： 

 培養基初始酸鹼值：7 

 培養基體積：100 ml 

 正十六烷濃度：2000 ppmv 

 初始植菌量：5 ml 礦物培養基菌液(OD600nm約為 1.0) 

 培養方式：迴旋培養 

 培養溫度：30℃ 

 培養箱轉速：100 rpm 

 分析時間點：24、48、72、96 hr 

 

圖 4.3-1 為 NTU-1 以 2000 ppmv 正十六烷為碳源，經 96 小時培養後生物降

解量與物理包覆量隨時間的變化。由實驗結果可知在此培養條件下 NTU-1 的包

覆現象約出現在培養開始後的第 40 至 44 小時之間，72 小時後的生物降解量約

為 400 至 500 ppmv 左右，且生物降解量隨培養時間的變化程度趨緩。而由圖 4.3-

2 可知培養基的酸鹼值在 72 小時後的變化趨緩，約在 4.5 左右。培養基酸鹼值隨

培養時間下降是由於 NTU-1 在生物降解的過程中會產生有機酸，並在培養基當

中累積 H+濃度。故隨著生物降解量的增加，液態礦物培養基的酸鹼值亦會下降。
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然而過酸的環境並不利於 NTU-1 生長，所以在 72 小時之後因培養基的酸鹼值降

低，限制了 NTU-1 的生長代謝，所以可以觀察到降解量的增加與酸鹼值下降量

均趨緩的情形。另外，由圖 4.3-3 細胞乾重隨培養時間的變化也可以發現 NTU-1

的生長在 72 小時之後趨緩。由上述結果可知當 NTU-1 初始植菌量為 5 ml 礦物

培養基菌液(OD600nm 約為 1.0)，於正十六烷濃度為 2000 ppmv 的 100 ml 液態礦物

培養基中主要的降解代謝情形發生於培養的 72 小時內。由於已知本實驗的土壤

清洗方式，培養基的清洗效果約為 800 ppmv 正十六烷，在唯一碳源濃度較低的

情況下，本小節中的實驗分析時間點設為 72 小時以前。 

 

由 4.2 節討論結果已知每 100 ml 培養基攪拌清洗過粒徑大小為 20/50 mesh、

正十六烷添加量為 4 ml n-C16/g soil 的 0.5 g 污染土壤後，約含有 800 ppmv 左右

的正十六烷。故設置兩組實驗以比較液態礦物培養基中的生物降解與物理包覆情

形。兩組實驗的差異為培養基中正十六烷的來源。對照組實驗中，添加 800 ppmv

的正十六烷於培養基。實驗組實驗中，培養基內的正十六烷則來自於攪拌清洗粒

徑大小為 20/50 mesh、正十六烷添加量為 4 ml n-C16/g soil 的 0.5 g 污染土壤。 
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對照組實驗條件如下 : 

 培養基初始酸鹼值：7 

 培養基體積：100 ml 

 正十六烷濃度：800 ppmv 

 初始植菌量：5 ml 礦物培養基菌液(OD600nm約為 1.0) 

 培養方式：迴旋培養 

 培養溫度：30℃ 

 培養箱轉速：100 rpm 

 分析時間點：24、48、72 hr 

 

實驗組實驗條件如下 : 

 正十六烷添加量：4 ml n-C16/g soil 

 土壤粒徑大小：20/50 mesh 

 土壤重量：0.5 g 

 

 培養基初始酸鹼值：7 (清洗土壤後 6.88 左右) 

 培養基體積：100 ml 

 初始植菌量：5 ml 礦物培養基菌液(OD600nm約為 1.0) 

 培養方式：迴旋培養 

 培養溫度：30℃ 

 培養箱轉速：100 rpm 

 分析時間點：24、48、72 hr 
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將 NTU-1 分別植入對照組與實驗組的液態礦物培養基中，分析 NTU-1 於兩

組實驗中對正十六烷的生物降解與包覆現象。最終分析時間點取 72 小時是因為

NTU-1 在碳源濃度更高的 2000 ppmv 正十六烷的培養條件下，72 小時之後的生

物降解與細胞生長的情形趨緩，故觀察 72 小時以前，以每 24 小時為一個間隔。 

 

圖 4.3-4 與圖 4.3-5 分別表示實驗組與對照組的 NTU-1 生物降解與物理包覆

情形。結果顯示 NTU-1 於兩種實驗條件下的生物降解量大致相同，均在實驗進

行的 72 小時後有 400 至 500 ppmv 左右的降解量。且經過實驗觀察兩組實驗條

件下的 NTU-1 均會在實驗進行的 40 至 44 小時左右出現包覆現象。72 小時後

NTU-1 都能透過生物降解與物理包覆的方式移除培養基中約 95%的正十六烷。 

  

圖 4.3-6 為實驗組與對照組培養基酸鹼值的變化，可以發現雖然兩組實驗正

十六烷的來源不同，但在濃度相近的條件下，有相似的酸鹼值變化，均在 72 小

時後降到 4.5 至 5 之間。將圖 4.3-7 與圖 4.3-2 相比較，液態礦物培養基於 2000 

ppmv 與 800 ppmv 中的酸鹼值變化量大約相等，NTU-1 於兩種條件中的生物降

解量也約為 400 至 500 ppmv 左右。由於 NTU-1 於降解正十六烷的過程中，因產

生有機酸而在培養基中累積的氫離子莫耳數與其降解正十六烷濃度成一次方線

性關係 (Liu et al., 2012)，所以可知 NTU-1 於兩種不同濃度的正十六烷中的生長

與降解能力是相當的。 

 

 所以由實驗組與對照組的對照結果可知，NTU-1 不僅能在液態礦物培養基

的環境中處理 95%左右額外添加的正十六烷，也能處理液態礦物培養基從污染

土壤中清洗的正十六烷。 
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圖 4.3-1 NTU-1 以 2000 ppmv 正十六烷為碳源，經 96 小時培養後生物降解量與

物理包覆量隨時間的變化。 

 

圖 4.3-2 NTU-1 以 2000 ppmv 正十六烷為碳源，經 96 小時培養後酸鹼值隨時間

的變化。 
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圖 4.3-3 NTU-1 以 2000 ppmv 正十六烷為碳源，經 96 小時培養後細胞乾重隨時

間的變化。 

 

 

圖 4.3-4 實驗組：NTU-1 在清洗過污染土壤的培養基中經 72 小時培養，生物降

解量與物理包覆量隨時間的變化。虛線表示培養基初始正十六烷濃度。 
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圖 4.3-5 對照組：NTU-1 以 800 ppmv 正十六烷為碳源，經 72 小時培養後生物

降解量與物理包覆量隨時間的變化。 

 

 

圖 4.3-6 實驗組與對照組培養基經 72 小時培養 NTU-1 後，培養基酸鹼值隨時間

的變化。 
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4.4 提升液態礦物培養基對污染土壤的清洗效果 

由 4.3 節的結果可知，NTU-1 能夠利用從土壤中清洗出的正十六烷作為碳

源，並利用清洗土壤所使用的培養基培養 NTU-1。但由 4.2.3 小節的結果也可以

發現，每 100 ml 培養基只能從正十六烷添加量為 4 ml n-C16/g soil 的 0.5 g 污染

土壤中清洗出約 0.08 ml(於培養基中濃度為 800 ppmv)的正十六烷。所以本節將

進一步討論如何提升液態礦物培養基清洗污染土壤的效果。在討論影響液態礦物

培養基清洗效果的因素以前，須先了解土壤中正十六烷的總量、土壤中能被清洗

的正十六烷含量與每 100 ml 培養基的清洗效果。接著再討論如何提升培養基清

洗效果，討論的變因包含清洗的步驟、酸鹼值、溫度、額外添加的鹽類。 

 

4.4.1 正十六烷含量計算 

在進一步提升培養基的清洗效果以前，須先了解污染土壤當中的正十六烷總

量。分別以 30 ml 乙酸乙脂萃取未被清洗的污染土壤、被清洗一次的污染土壤、

清洗一次污染土壤的培養基。經分析後可知，最初未被清洗土壤中正十六烷濃度

約為 15742.96 ppmv，表示在正十六烷添加量為 4 ml n-C16/g soil 的 0.5 g 污染土

壤中，土壤的汙染程度約為 3.2 ml n-C16/g soil。液態礦物培養基中的正十六烷

濃度在清洗一次污染土壤後約為 823.16 ppmv，經清洗一次後土壤中正十六烷濃

度則約為 14065.71 ppmv。為了將土壤中的正十六烷含量與培養基中互相比較，

所以將正十六烷含量當作在 100 ml 培養基中的濃度表示。 

 

根據物質不滅定律，未被清洗土壤中的正十六烷應等於培養基中與土壤中剩

餘正十六烷的和，但實際卻不相等，這是因為實驗操作中使用液態礦物培養基清

洗，液態礦物培養基與正十六烷之間油水不互溶，所以當正十六烷被培養基移除
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離開土壤中後，會在通過玻璃過濾器時殘留在玻璃壁面或篩網上，而沒有完全與

培養基流入玻璃過濾器下方盛接的錐形瓶中。另外，在 4.2.3 節的實驗結果中，

每 100 ml 培養基能夠清洗約 800 ppmv 左右的正十六烷，代表一次攪拌清洗能夠

清除污染土壤中約 5%的正十六烷含量。可知液態礦物培養基的清洗效果仍有許

多需提升的空間。 

 

4.4.2 重複清洗污染土壤 

由 4.4.1 節，乙酸乙脂萃取被清洗一次的土壤結果可知，經一次清洗後土壤

中仍殘留有約初始總污染量 95%的正十六烷。由此可見被液態礦物培養基洗去

的正十六烷含量與土壤中的殘留量之間仍有很大的差距。為進一步了解經一次清

洗後殘留在土壤中的正十六烷是否能夠繼續被清洗，設計實驗操作流程為重複清

洗同一組 0.5 g 的污染土壤 10 次。每次取 100 ml 乾淨的培養基清洗，清洗後利

用 60 mesh 篩網分離污染土壤與培養基，接著利用 30ml 乙酸乙脂萃取培養基內

的正十六烷，並以刮勺將篩網上的污染土壤刮取至 250 ml 燒杯中進行下一次的

清洗。計算每次清洗後液態礦物培養基中的正十六烷含量。 

 

實驗條件如下： 

 正十六烷添加量：4 ml n-C16/g soil 

 土壤汙染程度：3.2 ml n-C16/g soil 

 土壤粒徑大小：20/50 mesh  

 土壤重量：0.5 g 

 

 培養基初始酸鹼值：7 (清洗土壤後為 6.88 左右) 

 培養基體積：100 ml 
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 由圖 4.4.2-1 可以發現每次利用乾淨的培養基重複清洗同一批土壤十次的過

程中，液態礦物培養基能夠不斷得從污染土壤中清洗出正十六烷，但隨著清洗次

數的增加，液態礦物培養基中的正十六烷濃度下降。第一次清洗約含有 800 ppmv

左右的正十六烷，第十次清洗則約含有 400 ppmv 左右的正十六烷。由此可知污

染土壤中的正十六烷仍有可被清洗的空間，但若每次只能清洗低於 5%的污染量

會需要大量體積的液態礦物培養基與清洗次數。 

 

圖 4.4.2-2 為每次清洗後土壤中剩餘正十六烷佔未清洗前土壤中總正十六烷

含量的百分比，若對土壤中剩餘正十六烷的百分比變化做一次線性回歸，並假設

土壤中的正十六烷可被完全洗淨，可以計算得知，若要將土壤中的正十六烷完全

移除，約需清洗 26 次，所以若未能提高液態礦物培養基的清洗效果，操作次數

會太高。 
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圖 4.4.2-1 每次利用乾淨的 100ml 培養基攪拌清洗污染土壤，每次清洗後液態礦

物培養基中的正十六烷濃度。 

 

 

圖 4.4.2-2 每次利用乾淨的 100ml 液態礦物培養基攪拌清洗污染土壤，每次清洗

後，土壤中剩餘正十六烷佔清洗前總正十六烷含量的百分比變化。 
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4.4.3 重複使用液態礦物培養基清洗污染土壤 

由 4.4.2 的討論可知污染土壤中仍有許多可以被清洗的正十六烷，為了進一

步了解培養基是否最多只能清洗 800 ppmv 左右的正十六烷，將清洗過污染土壤

的液態礦物培養基再利用，清洗同一批粒徑大小為 20/50 mesh、正十六烷添加量

為 4 ml n-C16/g soil 的 0.5 g 污染土壤，且每次清洗均為批次攪拌清洗 10 秒。分

析培養基中的正十六烷濃度與重複使用次數的關係。 

 

實驗條件如下： 

 正十六烷添加量：4 ml n-C16/g soil 

 土壤汙染程度：3.2 ml n-C16/g soil 

 土壤粒徑大小：20/50 mesh  

 土壤重量：0.5 g 

 

 培養基初始酸鹼值：7 (清洗土壤後為 6.88 左右) 

 培養基體積：100 ml 

 液態礦物培養基重複使用次數：1、3、5、10 次 

 

由圖 4.4.3-1 可知經一次清洗後的培養基約有 800 ppmv 左右的正十六烷，約

佔土壤中總正十六烷的 5%。隨著培養基的重複使用次數增加，培養基中的正十

六烷濃度會提高，重複 3 與 5 次的實驗組別約含有 1000 ppmv 左右，約佔土壤總

含量的 6%，重複 10 次的實驗組別約含有 1700 ppmv 左右，約佔土壤總含量的

10%。隨重複使用的次數增加，培養基接觸污染土壤的時間也增加，也增加了與

土壤顆粒碰撞的次數，故能移除土壤中更多的正十六烷。但即便重複清洗 10 次
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有最高的清洗效果，仍只能清洗土壤中總正十六烷的 10%，是一個操作步驟多但

效果並不顯著的方法。 

 

重複使用培養基清洗土壤，也代表增加培養基與土壤的接觸時間，為比較重

複使用培養基與增加攪拌清洗時間兩方法的差異，所以進行增加土壤與培養基攪

拌清洗時間的實驗。為了與重複使用培養基次數 3、5、10 次的實驗數據互相比

較，所以選擇增加攪拌清洗時間為本來 10 秒的 3、5、10 倍。 

 

由圖 4.4.3-2 可以發現，增加土壤與培養基的攪拌清洗時間也能提高培養基

所能移除的正十六烷含量，最長的攪拌時間 100 秒能夠清洗約 1270 ppmv 的正

十六烷，但清洗能力仍比不上重複使用培養基，所以即便土壤與培養基接觸時間

相同，操作手法上的差異仍會影響培養基的清洗效果。  
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圖 4.4.3-1 重複使用 100 ml 液態礦物培養基攪拌清洗污染土壤，培養基中正十

六烷濃度隨重複使用次數的變化。 

 

 

圖 4.4.3-2 增加 100 ml 液態礦物培養基攪拌清洗污染土壤的時間，培養基中正

十六烷濃度隨攪拌時間的變化。 
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4.4.4 重複使用底部液態礦物培養基清洗污染土壤 

由 4.4.2 與 4.4.3 節的討論可知土壤中的正十六烷可以不斷被清洗，增加液態

礦物培養基與污染土壤之間的清洗次數可以提升清洗正十六烷的量。根據上述兩

點，本節實驗進一步提出改善後的清洗方式以提升培養基的清洗效果。因油水不

互溶的物理性質，利用正十六烷會與培養基分層並位於培養基之上的特性，將每

次清洗後的培養基靜置 1 分鐘，接著利用刻度吸管吸取底部 60 ml 培養基，此目

的是為了回收底部乾淨不含正十六烷的培養基，利用 60 ml 回收的培養基重複清

洗污染土壤，共回收清洗 2 次。 

 

實驗條件如下： 

 正十六烷添加量：4 ml n-C16/g soil 

 土壤汙染程度：3.2 ml n-C16/g soil 

 土壤粒徑大小：20/50 mesh  

 土壤重量：0.5 g 

 

 培養基初始酸鹼值：7(清洗土壤後為 6.88 左右) 

 培養基體積：100 ml 

 液態礦物培養基回收使用體積：60 ml 

 液態礦物培養基回收使用次數：2 次 

 每次清洗後培養基的靜置時間：1 分鐘 

 

由表 4.4.4-1 可知，重複利用底部 60 ml 培養基兩次的組別約能清洗 1350 

ppmv 的正十六烷，約能清洗總正十六烷含量的 8.5%。若與 4.4.2 小節的方法互



doi:10.6342/NTU201601949

 

 
105 

相比較，每次以乾淨的 100 ml 培養基清洗土壤，欲達到此正十六烷清洗效果需

用到體積兩倍的液態礦物培養基。 

 

表 4.4.4-1 利用培養基清洗污染土壤，培養基中的正十六烷濃度。清洗方式分為 

(a) 1 次攪拌清洗 (b) 1 次攪拌清洗後，回收底部 60 ml 培養基重複清洗土壤，重

複操作 2 次。 

 (a) (b) 

培養基正十六烷濃度(ppmv) 823.16±68.53 1351.53±162.28 

佔總正十六烷含量百分比(%) 5.23 8.58 

 

4.4.5 酸鹼值對液態礦物培養基清洗效果的影響 

4.4 節前段透過改變清洗方式討論培養基清洗效果的變化，接下來透過改變

培養基的物理與化學性質，討論培養基清洗效果的變化。本小節討論重點為培養

基的物理性質，並不改變清洗的操作方法，攪拌清洗時間 10 秒並清洗一次。本

小節討論改變培養基酸鹼值對培養基清洗效果的影響，酸鹼值改變的範圍是 3 至

9。 
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實驗條件如下： 

 正十六烷添加量：4 ml n-C16/g soil 

 土壤汙染程度：3.2 ml n-C16/g soil 

 土壤粒徑大小：20/50 mesh  

 土壤重量：0.5 g 

 

 培養基初始酸鹼值：3、5、7、9  

 培養基體積：100 ml 

 

由於 NTU-1 適合生長的環境是酸鹼值 4.5 至 7 之間，但因為本實驗將清洗

土壤與 NTU-1 培養分開操作，故可以嘗試利用不利 NTU-1 生長的條件清洗污染

土壤，若能有效提升清洗效果，可以再調整回適合培養 NTU-1 的生長條件。 

 

由圖 4.4.5-1 可以發現，培養基酸鹼值的改變對其清洗效果並沒有顯著的影

響，不同酸鹼值條件下所清洗的正十六烷濃度，差距約在 100 ppmv 左右。 
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圖 4.4.5-1 酸鹼值分別為 3、5、7、9 的液態礦物培養基攪拌清洗污染土壤，培

養基中正十六烷濃度變化。 

 

4.4.6 溫度對液態礦物培養基清洗效果的影響 

4.2 節培養基清洗能力的實驗結果是在室溫 25℃時操作實驗，本小節討論培

養基溫度改變對其清洗效果的影響。由於正十六烷沸點為 286.8℃，所以在本小

節實驗操作溫度範圍為 25 至 100℃的範圍內，且操作時間短的設定下，合理忽

略了因溫度提高而提高正十六烷的蒸發速率，進而造成正十六烷流失的影響。本

節討論重點為培養基的物理性質，並不改變清洗的操作方法，攪拌清洗時間 10

秒並清洗一次。 
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實驗條件如下： 

 正十六烷添加量：4 ml n-C16/g soil 

 土壤汙染程度：3.2 ml n-C16/g soil 

 土壤粒徑大小：20/50 mesh  

 土壤重量：0.5 g 

 

 培養基初始酸鹼值：7(清洗土壤後為 6.88 左右) 

 培養基體積：100 ml 

 培養基溫度：25、50、75、100℃  

 

由圖 4.4.6-1 可以發現隨溫度提高，培養基的清洗效果亦增加，表 4.4.6-1 詳

列四組不同操作溫度下培養基清洗量佔總正十六烷含量的百分比。其中以最高操

作溫度 100℃有做好的清洗效果，約能清洗土壤中總含量的 18%左右，約為室溫

操作結果的 3.5 倍。 

 

 圖 4.4.6-1 的實驗結果是在恆溫水槽中操作實驗而得，包含培養基溫度、盛

放土壤的燒杯與攪拌清洗的過程均維持在固定溫度，所以可以忽略整個實驗操作

流程中因熱傳造成溫度改變的影響。但若考慮利用溫度提升培養基清洗效果，並

應用在實際操作的情況時，勢必須考慮清洗過程中因熱傳所造成培養基溫度下降

的問題。圖 4.4.6-1 中培養基清洗效果隨溫度變化的趨勢可以提供當溫度改變時，

對清洗效果改變的預測。 
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 由於 100℃培養基具有最好的清洗效果，本實驗根據此結果進一步改善攪拌

清洗的實驗步驟，詳列清洗步驟改善順序如下，並討論每一階段的改變對培養基

清洗效果的影響。 

 

(1) 將粒徑大小為 20/50 mesh、正十六烷添加量為 4 ml n-C16/g soil 的 0.5 g 污

染土壤與 100 ml 培養基共置於三角瓶中一起煮沸 5 分鐘。 

(2) 於三角瓶上加裝冷凝管，接著將粒徑大小為 20/50 mesh、正十六烷添加量為

4 ml n-C16/g soil 的 0.5 g 污染土壤與 100 ml 培養基共置於三角瓶中一起煮

沸 5 分鐘。 

(3) 承上，煮沸清洗一次後，利用玻璃過濾器分離污染土壤與培養基，將培養基

靜置 1 分鐘後，以刻度吸管吸取底部 80 ml 培養基，接著將已清洗過一次的

污染土壤與 80 ml 培養基共置於三角瓶內，煮沸清洗 5 分鐘，重複操作 3 次。 

 

表 4.4.6-2 詳列改善操作流程各階段的結果，以培養基中正十六烷含量佔土

壤中正十六烷總含量百分比表示。將污染土壤與培養基一起煮沸除了是為維持操

作溫度在 100℃之外，也利用煮沸時沸騰水的流動取代原先的玻棒攪拌。加裝冷

凝裝置是為了避免煮沸過程中培養基因沸騰而流失。吸取底部培養基用來重複清

洗則是將 4.4.4 小節的實驗結果應用在溫度提升的操作上。 

 

由表 4.4.6-1 可知以 100℃培養基攪拌清洗土壤後，可清洗土壤中約 18%的

正十六烷，由表 4.4.6-2 隨清洗步驟改善順序的結果可知，以沸騰取代攪拌後，

培養基可清洗土壤中約 20%的正十六烷，所以在同樣為 100℃的條件下，以沸騰

取代攪拌並未降低培養基的清洗效果。且能得到較穩定的實驗結果，但所需時間
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較長。最終吸取底部培養基重複清洗的操作方式則能清洗掉土壤中總含量的 95%

正十六烷，且再進一步分析土壤中剩餘的正十六烷後，可以得到清洗所得正十六

烷濃度與土壤剩餘正十六烷濃度總和約為 16000 ppmv左右，故可知沸騰過程中，

因溫度提高造成正十六烷因為蒸發而離開的影響是可以忽略的。 

 

圖 4.4.6-1 溫度分別為 25、50、75、100℃的液態礦物培養基攪拌清洗污染土

壤，培養基中正十六烷濃度變化。 

 

表 4.4.6-1 不同溫度培養基對正十六烷的清洗量佔土壤中總正十六烷含量百分

比。 

培養基溫度(℃) 培養基中正十六烷佔土壤中總正十六烷含量百分比(%) 

25 5.23 

50 9.23 

75 12.21 

100 18.62 
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表 4.4.6-2 清洗步驟改善順序各階段的結果，以培養基中正十六烷濃度佔土壤中

正十六烷總含量百分比表示。 

清洗步驟改善順序 培養基中正十六烷佔土壤中總正十六烷含量百分比(%) 

(1) 21.81 

(2) 20.96 

(3) 95.80 
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4.4.7 鹽類濃度對液態礦物培養基清洗能力的影響 

由於氮肥為植物於生長期最重要的元素，若培養基的清洗能力能夠因為含氮

鹽類的增加而提昇，則具有提供復育後土壤充分氮肥來源的優點。本小節實驗討

論液態礦物培養基中的含氮鹽類(NH4)2SO4 濃度由 0.1%提升到 0.5%(w/v)時，培

養基清洗能力的差異。本節討論重點為培養基的化學組成，並不改變清洗的操作

方法，攪拌清洗時間 10 秒並清洗一次。 

 

實驗條件如下： 

 正十六烷添加量：4 ml n-C16/g soil 

 土壤汙染程度：3.2 ml n-C16/g soil 

 土壤粒徑大小：20/50 mesh  

 土壤重量：0.5 g 

 

 培養基初始酸鹼值：7(清洗土壤後為 6.88 左右) 

 培養基體積：100 ml 

 (NH4)2SO4 濃度：0.1% (w/v)、0.5% (w/v) 

 

由表 4.4.7-1 可以發現，(NH4)2SO4 濃度提高 5 倍的實驗組別中，培養基對污

染土壤的清洗能力也會提高，提升至 1200 ppmv 左右，約能清洗土壤中總正十六

烷含量的 7.6%。 
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表 4.4.7-1 培養基中的含氮鹽類(NH4)2SO4 濃度由 0.1% (w/v)提升到 0.5% (w/v)

時，培養基中正十六烷濃度。 

 0.1%(w/v)(NH4)2SO4 0.5%(w/v)(NH4)2SO4 

培養基正十六烷濃度(ppmv) 823.16±68.53 1200.04±156.26 

佔總正十六烷含量百分比(%) 5.23 7.62 
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4.4.8 以溫度提升培養基清洗效果並利用 NTU-1 移除正十六烷 

透過改變清洗步驟、培養基的物理性質與化學組成來提升培養基清洗污染土

壤效果的實驗中，以培養基溫度的提升具有最明顯的幫助。於是進一步討論將此

結果用於改善本實驗對污染土壤的清洗步驟。 

 

實驗條件如下： 

 正十六烷添加量：4 ml n-C16/g soil 

 土壤汙染程度：3.2 ml n-C16/g soil 

 土壤粒徑大小：20/50 mesh  

 土壤重量：0.5 g 

 

 培養基初始酸鹼值：7(清洗土壤後為 6.88 左右) 

 培養基體積：100 ml 

 

 初始植菌量：5 ml 礦物培養基菌液(OD600nm約為 1.0) 

 培養方式：迴旋培養 

 培養溫度：30℃ 

 培養箱轉速：100 rpm 

 分析時間點：24、48、72 hr 

 

利用 100 ml 培養基與 0.5 g 污染土壤共置於錐形瓶中加熱至沸騰 5 分鐘，接

著利用底部為 60 mesh 篩網的玻璃過濾器分離土壤與培養基，將培養基靜置冷卻

至室溫，接著植入 NTU-1 培養 72 小時，每隔 24 小時分析紀錄 NTU-1 降解與物
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理包覆的現象。 

 

由圖 4.4.8-1 可知，以上述方式清洗污染土壤後，培養基中約有 3100 ppmv

的正十六烷，在 NTU-1 培養 72 小時後，生物降解量約為 300 至 400 ppmv。而

在培養 40 至 44 小時之後，NTU-1 細胞出現聚集並包覆正十六烷的現象，並於

培養 72 小時之後物理包覆與生物降解共移除培養基中約 95%的正十六烷。由於

此組實驗中 NTU-1 的生物降解量並不如 NTU-1 於正十六烷濃度為 800 ppmv 左

右的培養條件中來得高，可以從圖 4.4.8-2 的培養基酸鹼值隨培養時間變化中發

現，培養 72 小時之後酸鹼值的下降量較少，約在 5.5 至 5.8 之間。由以上可知，

將 100 ml 培養基與 0.5 g 污染土壤一併加熱至培養基沸騰後，培養基對污染土壤

的清洗效果提升，而 NTU-1 仍能在 72 小時的培養時間中移除培養基中約 95%的

正十六烷。 
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圖 4.4.8-1 培養基以沸騰方式清洗污染土壤，待培養基被分離與冷卻至室溫後，

植入 NTU-1 培養 72 小時，NTU-1 生物降解與物理包覆隨培養時間的變化。 

 

 

圖 4.4.8-2 培養基以沸騰方式清洗污染土壤，待培養基被分離與冷卻至室溫後，

植入 NTU-1 培養 72 小時，培養基酸鹼值隨培養時間的變化。 
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4.4.9 討論 

由 4.4 節結果可知透過培養基溫度的增加對培養基清洗效果有最顯著的提

升。將培養基與污染土壤共同煮沸，利用沸騰水的流動取代以手用玻棒攪拌清洗

的方式，且利用回收底部培養基重複清洗，可以提升培養基的使用效率。經實驗

可知以培養基與土壤加熱至沸騰的清洗方式，並回收底部 80ml 培養基重複加熱

至沸騰清洗，重複三次，可移除土壤中達 95%的正十六烷。充分達到土壤復育的

目的。然而，透過改變培養基的酸鹼值、培養基內的鹽類組成、污染土壤的土壤

清洗方式，對培養基清洗效果的提升並沒有顯著的幫助。改變培養基酸鹼值並不

影響其清洗土壤的效果，改變鹽類組成與污染土壤的土壤清洗方式，均只能將土

壤清洗的效果由原本約略 5%土壤中總正十六烷含量提升至約 10%土壤中總正十

六烷含量。 
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第五章 結論 

本實驗利用培養基清洗被正十六烷污染的土壤，清洗後，將土壤與培養基分

離，利用清洗後的培養基培養 NTU-1，藉由 NTU-1 能夠降解代謝並包覆烷類的

特性移除培養基中的正十六烷。將清洗土壤的步驟與 NTU-1 培養的步驟分開，

可以在溫度較高或酸鹼值變化較大的情況下清洗污染土壤而不會影響到 NTU-1

降解代謝與細胞的生長。 

 

在實驗進行前需先以自來水與去離子水預清洗實驗所使用的土壤，避免土壤

中所含有的水溶性物質，在之後以培養基清洗土壤的過程中一併被清洗入培養基

中，進而影響到 NTU-1 的培養。各取 0.5 g 粒徑大小為 20/50 mesh、污染程度為

3.2 ml n-C16/g soil 的污染土壤，一組土壤有經過預清洗處理，另一組則未預清

洗處理，皆以 100 ml 培養基攪拌清洗並分離土壤與清洗後的培養基，將培養基

用於 NTU-1 的培養。結果顯示土壤沒有經過預清洗的組別，NTU-1 並不會在培

養基中出現細胞聚集並包覆的現象，且培養基在清洗過未經過預清洗的土壤後，

其酸鹼值為不利 NTU-1 生長的 5.5。而土壤有經過預清洗的實驗組別，在後續的

NTU-1 培養中可以同時觀察到生物降解與物理包覆的情形，且培養基在清洗完

土壤後酸鹼值並沒有明顯的變動，酸鹼值約為 6.8。 

 

為了以固定的步驟清洗被正十六烷污染的土壤，本實驗所使用的步驟為，將

實驗用土壤分別以 20 mesh 與 50 mesh 的篩網過篩，選擇以粒徑大小為 20/50 

mesh 的土壤作為實驗對象，秤量 0.5 g 汙染程度為 3.2 ml n-C16/g soil 的污染土

壤。清洗方式是將 100 ml 液態礦物培養基加入放有污染土壤的 250 ml 燒杯中以

玻棒攪拌 10 秒，接著利用底部裝有 60 mesh 篩網的過濾器分離土壤與培養基，
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培養基以 250 ml 錐形瓶收集，以上為本實驗清洗污染土壤的方式。經分析此一

清洗過程，100 ml 培養基中約含有 800 ppmv 的正十六烷，約佔土壤中總正十六

烷含量的 5%。 

 

將 NTU-1 植入裝有清洗過後培養基的錐形瓶中，初始植菌量為 5 ml 礦物培

養基菌液(OD600nm 約為 1.0)，觀察 NTU-1 的生物降解與物理包覆現象。結果顯示

在培養 72 小時後，NTU-1 能透過生物降解與物理包覆的方式移除約 95%培養基

中的正十六烷，生物降解量約在 400 至 500 ppmv 之間，培養基的酸鹼值也因

NTU-1 在生物降解過程中所產生的有機酸而降至 4.5 至 5 之間。 

 

本實驗中土壤的正十六烷添加量為 4 ml n-C16/g soil，土壤污染程度為 3.2 ml 

n-C16/g soil，經 100 ml 培養基攪拌清洗 10 秒後，培養基能夠清洗土壤中約 5%

的正十六烷。若是透過改變清洗步驟、培養基的物理性質如溫度與酸鹼值、培養

基的化學組成，來進一步改變培養基清洗土壤的效果。其結果顯示培養基溫度的

改變對其清洗的效果有最顯著的影響。若是以 100℃的培養基攪拌清洗土壤，能

夠清洗土壤中約 18%的正十六烷。若是將 100 ml 培養基與 0.5 g 污染土壤置於同

一個錐形瓶中加熱至沸騰 5 分鐘，能夠清洗土壤中約 20%的正十六烷，此時培養

基中約含有 3000 至 3100 ppmv 的正十六烷，待培養基冷卻後植入 NTU-1，初始

植菌量為 5 ml 礦物培養基菌液(OD600nm約為 1.0)，並培養 72 小時，NTU-1 能夠

透過生物降解與物理包覆移除培養基中 95%的正十六烷。 

 

本實驗的成果仍處於以燒杯批次操作的階段，藉由燒杯批次操作土壤的清洗

與 NTU-1 的培養，能夠初步了解將批次操作進一步發展成連續系統操作時可能
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需要考量的變數。以目前的結果來看，清洗污染土壤的過程所需時間較 NTU-1

的培養短許多，一般而言 NTU-1 的培養時間為三天，而清洗步驟則是以秒或分

鐘來計算，所以可以將連續系統概分為清洗與培養兩部分。藉由提升培養基的溫

度並循環清洗污染土壤，累積培養基中正十六烷的濃度後，再將清洗過的培養基

導入 NTU-1 的培養槽中，利用 NTU-1 的降解與包覆能力，移除培養基中的正十

六烷。透過物理撈除方式移除培養槽中的 NTU-1 結塊，待培養基中的正十六烷

被 NTU-1 所移除後，可以在培養基中添加因 NTU-1 生長所減少的鹽類組成，並

回收再用於污染土壤的清洗，如此形成一個循環的操作系統。 
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