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摘要 

在現今人類社會主要能源來源都是以化石燃料為主，但持續的開採會

導致的化石燃料的短缺，面臨能源不足的危機，因此開發替代能源成了一

項重要的目標。許多生活廢棄物或是農業廢棄物都含有豐富的纖維素，利

用這些廢棄物將其轉換成再生能源，不只減少了廢棄物的排放量，同時還

可以節省在原料上的成本。茶類飲品在台灣是普遍受到歡迎的飲料，而茶

飲在製程中會產生出大量的廢茶葉渣，這些富含纖維素的茶葉廢棄物對暗

醱酵產氫來說是很好的基質來源。本研究是使用廢棄茶葉渣為基質並以化

學抑制劑抑制瘤胃液中的甲烷菌，再以反應曲面法找出最佳產氫發酵之條

件。實驗結果證實，以二硝基乙醇進行甲烷菌抑制可以得到最好的效果，

在 10 個世代馴養下沒有監測到甲烷的生成。在基質前處理部分，以熱水

煮沸廢棄茶葉 30 分鐘做為產氫發酵基質可以改善產氫效果，產氫量增加

至 1.13 mmol H2/ g COD。經反應曲面統計分析後，此微生物培養在 57℃、

初始 pH 7.2、亞鐵離子濃度為 160 mg/L 及基質濃度 20 g/L 時可以得到最

大產氫量 1.15 mmol H2/ g COD，其氫氣含量可達 19.54%。且經由菌群分

析證實，使用 2NEOH 抑制能保留下非芽孢之產氫菌 Thermohydrogenium 

kirishiense。 

 

關鍵字：氫氣、暗醱酵、廢茶葉、抑制劑
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Abstract 

Today, most of the energy consumption worldwide is dependent on fossil 

fuels, leading to the depletion of limited fossil fuels reserve. Many municipal 

solid wastes (MSW) or agricultural wastes contain a great amount of cellulose, 

which provides plentiful organic substrates for biohydrogen production. Use of 

agricultural waste to product biofuel not only to solve the waste problem but 

also reduce the cost of renewable energy production. Tea is a popular daily 

beverage in Taiwan currently. Preparation of such beverage generates a 

significant amount of waste tea leaf, which is a cellulosic waste. Such great 

amount of waste tea leaves can be used for hydrogen production by using dark 

fermentation. The objective of this study was to investigate biohydrogen 

production from waste tea leaves by rumen microflora whose methanogenesis 

activity was inhibited by chemical inhibitor 2-nitroethanol (2NEOH). The 

experimental design method response surface methodology (RSM) was used to 

evaluate optimal conditions for hydrogen production. The results showed that 

2NEOH had greatly reduced methane production after 10 successive 

subcultures. Boiling waste tea leaves in hot water for 30 minutes as substrate 

can improve hydrogen production with hydrogen production yield（HY）of 1.13 

mmol H2/ g COD. With RSM, the culture optimal condition for hydrogen 

production was found at 57℃, pH 7.2, iron(II) concentration of 160 mg/L and 

substrate concentration 20 g/L with maximum hydrogen production yield 1.15 

mmol H2/ g COD, hydrogen content was 19.54%. Community analysis by 

PCR-DGGE showed that an anaerobic thermophilic non-sporeforming 

bacterium Thermohydrogenium kirishiense was found in the mixed culture after 

treating with methanogenic inhibitor 2NEOH. 
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第一章 前言 

1.1 研究動機 

自工業革命開始以來人類社會快速發展，以化石燃料 ( Fossil fuel )為主

的能源大量的被使用在各種用途之上。但是過度的開採使用，使得天然氣、

煤、石油等化石燃料使用年限快速的驟減，在未來勢必會面臨到化石燃料

枯竭的危機。與此同時，燃燒化石燃料後產生的大量溫室氣體導致環境汙

染問題，為了解決這些問題，尋找潔淨、可再生的替代能源是必須且迫切

的。台灣因為受到狹小的地形限制，大約 98%的能源都需仰賴國外進口來

補足，除了傳統的火力發電之外，還需多發展像是水力、風力、地熱、太

陽能、潮汐能、生質能等再生能源來替代逐漸枯竭的化石燃料。 

生質能（Bioenergy）又稱生物燃料、生質燃料（Biofuel），是泛指利用

有機物或將生物質轉換成固體、液體或氣體等可以直接利用的燃料。生質

能具有可再生性，可以利用有機廢棄物轉化而成，作為替代燃料使用不僅

解決了能源問題，同時也達到廢棄物減量，可說是環保又兼具經濟價值。

據行政院農委會農糧署 2014 年度統計，台灣每年約產生 460 萬噸農業廢

棄物，其中農產、畜產廢棄物就高達 420 萬噸。農業廢棄物的組成以植物

纖維素為主，纖維素是由醣鏈所構成之聚合物，一旦經過微生物水解後就

能很輕易的將其轉換成生質燃料，這些富含纖維素的廢棄物也就提供了一

個良好生質能源原料的管道。 

在生質能源中，氫能是一個被視為可以真正永續發展的能源，因為氫

氣的能量高，在燃燒的時候可以產生約 142 MJ/kg 的高熱值 (低熱值為 122 

MJ/kg)，遠遠高於汽油的 48 MJ/kg，並且燃燒後的副產物只有水，不造成

任何危害環境的物質。目前製氫的主要方法可分為三大類：電化學法

（Electrolysis）、熱化學法（Thermolysis）以及生物法（Biohydrogen）。前

面兩種是目前在工業應用上的主要產氫技術，但在這兩者在製程中皆會消
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耗化石燃料且在極端環境下操作，對於環境永續發展並不是一個良好的長

久之計。生物產氫是利用微生物醱酵或是光合作用，在微生物生長代謝的

過程中自然的生產，比起前面兩種方法相對的環保，可以真正達到解決能

源問題，對環境的負擔也較低。 

飲茶對台灣來說是一項很重要的文化，在街道上隨處可見各式各樣的

飲品店，而這些飲品不外乎是由茶葉為基礎而衍生出來，各大商店裡也充

斥著各種茶類飲品。茶葉在台灣種植的總面積為 13486 公頃，每年可收成

約 15000 噸的茶葉，但這些產量仍不足以滿足台灣市場的需求，根據行政

院農業委員會農糧署統計，在 2014 年度就從國外進口了 25000 噸的茶葉。

統計至 2012 年的數據顯示，台灣現調冷飲店已經約有 14900 間左右，一

般飲料店平均每日會生產出 700 公斤的廢茶渣，換算下來每日全台灣的冷

飲店就產生了 10430 噸的廢棄物。飲料店生產出的廢茶葉大部分都是交由

清潔隊直接清運至焚化廠做焚化處理，而這些茶渣因為含水量高，會降低

焚化爐的熱值，使得焚化爐燃燒溫度會花較長時間到達需求溫度，延長焚

化時間。 

廢茶葉含有著豐富的纖維素，對於暗醱酵生物產氫來說是個很理想的

基質來源，將這些廢棄茶葉收集並且加以利用，不僅減輕了垃圾處理的負

擔，同時也兼顧了環境永續發展。 

氫氣在厭氧代謝中僅做為中間產物而存在，若不將甲烷菌（Methanogens）

加以抑制氫氣會被其利用消耗殆盡，使得產量降低。一般在傳統篩選菌株

上普遍使用熱處理的方式，保留能產生內孢子同時能產氫氣的 Clostridium 

sp.之微生物，此方式只篩選留下產孢菌，但像是 Enterobacter sp. 之不產

孢之產氫菌也會被去除，若能兩者都保留下也可期望將產氫量提升。 
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1.2 研究目的 

本研究是使用東海牧場採取的乳牛瘤胃液培養之菌種，利用添加化學

抑制劑之方法針對瘤胃液中的甲烷菌進行抑制，保留其它能夠水解纖維素

和產生氫氣的菌株，並且以使用過的廢棄茶葉渣為基質進行各種培養條件

優化，並且分析其微生物族群變化，最後再以反應曲面法（Response surface 

methodology, RSM）進行分析，找出最適化產氫條件。  
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第二章 文獻回顧 

2.1 能源現況 

伴隨著人類社會的發展過程中，燃料一直都是不可或缺的重要角色，

由其從工業革命開始之後，需要靠燃煤運作的蒸氣機大量的被使用在各種

工業用途之上，開啟了往後對能源使用上的變革。然而化石燃料（煤、石

油及天然氣）是屬於不可再生的能源，自 18 世紀開始大量使用至今，地

球上所蘊含的能源已經所剩不多，經英國能源公司 BP 統計，石油和天然

氣剩下不到 60 年的開採年限，煤炭稍長一點還尚可以開採 110 年（British 

Petroleum, 2014）。根據美國能源資訊屬統計結果顯示，近十年來每年度全

球對化石燃料的生產量增加了約 13 千萬億英熱單位，也就是說平均每年

增加了 1.3 千萬億英熱單位的生產量，雖然即將面臨到存量不足的危機，

但是整個社會對於化石燃料的需求還是逐年增加沒有減少。 

化石燃料除了蘊含量即將不足的問題之外，燃燒的化石燃料也產生了

許多威脅到環境的問題。化石燃料在燃燒的時候會排放出氣狀汙染物如硫

氧化物（SOX）、氮氧化物（NOX）、碳氧化物（COX）、碳氫化合物（CXHX）、

重金屬及其他有機化合物，這些物質溢散到大氣中會造成酸性沉降，對人

體、環境都有直接的危害。另外二氧化碳也造成了全球暖化的問題，隨著

石油、煤及天然氣的使用量增加二氧化碳也隨之增量（Fig 2-1），受到溫室

效應的影響全球地表溫度不斷的上升，冰川溶化、海平面上升以及氣候變

遷，已經嚴重影響了人類生存。 

為了因應將來的能源危機以及環境永續發展的考量，積極發展潔淨、

永續、可再生的能源以代替目前的化石燃料是重要的未來趨勢。再生能源

是來自大自然的資源，是從自然界的作用中不斷的循環補充，可說是取之

不盡、用之不竭的能源，例如太陽能、風能、潮汐能、地熱能及生質能等。 
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Fig 2-1 World carbon dioxide emissions from fossil fuels since 1965（British 

Petroleum, 2014）. 

 

2.2 生質能 

 生質能是指利用有機物質或生物質轉換成能源的能源，其轉換成為能

源的形態包含了可以直接燃燒的固態或是經由醱酵、萃取後取得的液態和

氣態。目前生質能已經發展了三個世代：第一代生質能源（First generation）

是使用含澱粉（Starch）、醣類（Sugar）之可食用的作物例如玉米、甘蔗這

類農作物轉換成生質乙醇，這些作物因為含醣量豐富所以可以很容易的轉

換成能源，但因為將糧食作物作為能源產物會發生與民爭糧的問題，因而

導致糧價上漲，為了解決這個衝突，又逐漸發展出了第二代生質能。第二

代生質能源（Second generation）主要是使用纖維素（Cellulose），將一些

富含纖維素的農林、都市廢棄物轉換為能源，不僅原料來源充足且成本低

廉，同時解決了廢棄物的問題，可以說是目前最環保的一種方法。第三代

生質能源（Third generation）是利用微藻繁殖快速又易於培養的特性，培

養出大量後獲取生物質，或從中提煉生質酒精、油脂等產物（UNEP, 

2009）。 
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2.3 氫能 

 氫氣是一種無色無味的可燃性氣體，在燃燒時可以產生的熱值約為

142 MJ/kg，為汽油的三倍左右。由於氫氣在燃燒時不會排放二氧化碳，燃

燒完的副產物只有水而已（Lay et al., 2013），對於環境來說是非常友善的

一種燃料，不管是做為運輸燃料亦或是發電使用來說都是很好的能源載體。

氫氣因為高熱值的特性、燃燒後零污染排放及能夠永續的使用這三項特點

使得近幾年來備受矚目，在即將面臨能源危機的現在，被視為非常有潛力

的替代能源，各國都將氫能視為重點發展技術，以因應未來的能源需求。 

氫氣除了直接燃燒使用之外，還可以配合燃料電池做為動力，透過氧

氣與氫氣進行氧化還原反應產生熱能，進而發電推動汽車。目前燃料電池

已經被各大汽車製造商視為主流技術，不斷在研發改良燃料電池車之技術。

德國汽車公司奧迪（Audi）在 2015 年公布了一款使用燃料電池發動的跑

車 A7 Sportback h-tron quattro，此輛車在注滿氫氣後可以行駛 500 公里，

最高時速可達 180 km/h，性能與一般汽車無異，且排放的副產物僅只有水

而已。 

氫氣生產的技術已經逐漸發展成熟，在製程上可以透過許多方式來進

行，其原料來源可以使用再生性以及非再生性，生產製造上較為環保。但

氫氣在生產成本上仍然偏高，難以達到經濟效益，除此之外氫氣由於密度

小以及沸點低，在儲存以及運送過程中也面臨到問題，在儲存上需要先將

氫氣加壓成液體，再以特殊的金屬合金保存，但同樣的在這過程中也較耗

能昂貴（蘇，2013）。為了能將氫能迅速的普及使用，在生產成本上就是

一個很重要的考量，如何有效率及低成本的生產氫氣也是目前所面臨的問

題。 
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2.4 產氫技術 

目前在工業上生產氫氣的方法可依照生產的不同方式分類為三大類：

熱化學法、電化學法及生物法。熱化學及電化學能生產出大量且氫氣純度

較高，但這兩種方法在製程中皆花費較多額外能量輔助生產。生物法在製

造過程是藉由微生物轉化而成，產生出的氫氣純度及產量由微生物總類以

及基質原料決定，配合最適馴養條件也能將氫氣產量提升大到最大，在製

程中只需花費培養微生物之能源，比起化學反應相對的耗能低也廉價。 

 

2.4.1 熱化學法 

 熱化學法是一般傳統製氫的方法也是目前主要的產氫技術，主要是使

用化石燃料做為反應的原料，在製程中需要使用較高的溫度將原料氣化分

解，此方法既需要使用化石燃料也會排放出汙染物，較不符合環境永續發

展之宗旨: 

 1. 氣化反應 （Gasification） 

氣化反應是一種把煤炭、石油或是生物質等有機原料，經由控制溫度

（700 ~1600℃）及氧氣量（0 ~ 42%）使這些物質與水蒸氣反應轉換成氫

氣和一氧化碳（呂，2009）。此種方法可以將原本的燃料轉換成效率更高

的氣體，在原料的供給上也不受限制，幾乎所有的有機物都可以利用，式

2-1 為產生氫氣之反應式。 

C + H2O → CO + H2                               （式 2-1） 

 

2. 部分氧化法（Partial oxidation） 

部分氧化法是將天然氣或是烴燃料經過不完全燃燒後生成氫氣與一

氧化碳的反應。原料方面來源廣泛，從天然氣到煉油後的殘油都可以被直

接使用。 

CnHm + n/2 O2 → nCO + m/2 H2                 （式 2-2） 
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 3. 蒸氣重組法（Steam reforming） 

 蒸氣重組法是利用蒸氣與低碳素的化石原料反應後產生氫氣與二氧化

碳，是目前廣泛用於工業上最有效率產生氫氣的一個製程，反應過程如

下： 

合成氣生成反應： 

CH4 + H2O → 3H2 + CO                   （式 2-3） 

水氣轉化反應： 

  CO + H2O → H2 + CO2                    （式 2-4） 

總反應： 

CH4 + 2H2O
heat
→  4H2 + CO2              （式 2-5） 

2.4.2 電化學法 

電化學法是以水為原料，利用電能將水分解成氫氣和氧氣的一種技術，

此方法所得到的氫氣濃度高、水轉換氫的效率可達 75% - 85%，製造過程

簡單且無污染物的排放： 

 1. 電解法（Water splitting by electrolysis） 

電解法是以直流電直接電解水，氫氣與氧氣會分別出現在電池的負極

和正極兩端，使用此種方法可以得到純度較高之氫氣，但耗電量高不具成

本效益，且所需之總能量會隨著反應溫度升高而增加，反應如式 2-6。 

2H2O
electrolysis
→        2H2 + O2              （式 2-6） 

 

2. 光電解法（Photoelectrochemical water splitting） 

水光電解是將太陽能轉換成為化學能的一種方法，通常是利用可光觸

媒的半導體材料。光觸媒表面吸收太陽能後作用於兩端電極，生成氫氣跟
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氧氣（IPPC, 2007），與電解法相較起來不需要輸太多電能運作，反應式如

式 2-7。 

2H2O
light+catalyst
→         2H2 + O2              （式 2-7） 

2.4.3 生物法 

有別於熱化學以及電化學法，以生物的方法來產氫不需要花費太多額

外能源在製程中輔助製造氫氣，它可以在常溫的條件下進行反應，原料來

源豐富充沛，大部分的有機物都可以被利用，成本比起來相對的也比較低

廉，同時還可以利用各種有機廢棄物像是市政廢棄物、農業廢棄物等，產

生能源的同時亦可以減輕廢棄物的產量。 

 

2.4.3.1 光合作用（Photosynthesis） 

1. 直接光解（Direct biophotolysis）  

直接光解是綠藻或是藍綠菌藉由光合作用系統直接將光能轉換成氫氣

的一種過程（Fig 2-2），微生物透過光合系統 PS I 和 PS II 吸收太陽能後，

分解水分子來產生氫氣。此方法的優點是即使在低光源以及厭氧的條件下，

綠藻仍然能將 22%的光能轉換成氫氣（Azwar et al., 2014）。 

 

2. 間接光解（Indirect biophotolysis） 

間接光解是藉由微藻和藍綠菌，利用日夜交替或是不同反應器，使反

應能個別進行產生氧及產生氫氣的過程。該反應可依照對光能的需求分成

兩個部份來進行，在第一個步驟中，微生物會先使用光能，利用光合作用

系統將水轉換成氧氣（式 2-8），接著電子被傳遞至質子藉由 nitrogenase 及

hydrogenase 產生氫氣，在系統作用時 CO2被做為中間產物被進行固定及釋

放，其反應式如式 2-9~10（Azwar et al., 2014）: 

6H2O + 6CO2 + light → C6H12O6 + 6O2                   （式 2-8） 

C6H12O6 + 2H2O → 4H2 + 2CH3COOH + 2CO2          （式 2-9） 
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2CH3COOH + 4H2O + light → 8H2 + 4CO2             （式 2-10） 

 

2.4.3.2 醱酵作用（Fermentation） 

1. 光醱酵 

光醱酵是透過光合細菌直接將太陽光能作為能源，將有機物轉換成氫

氣和二氧化碳的一種醱酵過程。光醱酵主要是以紫非硫菌（Purple 

Non-Sulfur bacteria, PNS）為主，它可以在缺氧或是厭氧的條件在之下以太

陽光為能源，將有機物（如葡萄糖或乙酸等）進行分解後產生氫氣，反應

如 Fig 2-3 及 2-11 及式 2-12（柯與馬，2006）： 

C6H12O6 +2H2O
light+catalyst
→         12H2 + 6CO2       （式 2-11） 

C2H4O2 +2H2O
light+catalyst
→         4H2 + 2CO2         （式 2-12） 

 

紫非硫菌含有 nitrogenase 以及 hydrogenase 兩種酵素來產生氫氣，

nitrogenase 在固氮的同時也會產生氫氣，是紫非硫菌主要的產氫酵素，其

產氫反應式分別如式 2-13 及式 2-14（Azwar et al., 2014）： 

2H+ + 2e−
hydrogenase
→         H2                            （式 2-13） 

2H+ + 2Fdred + 4ATP
nitrogenase
→        H2 + 2Fdox + 4ADP + 4Pi（式 2-14） 

 

Fdred：reduced ferredoxin 

Fdox：oxidized ferredoxin 

Pi：phosphate 
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Fig 2-2 Direct biophotolysis of green algae or cyanobacteria.（Azwar et al., 

2014）. 

 

 

Fig 2-3 Photo-fermentation processes by photosynthetic bacteria（Azwar et al., 

2014）. 
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2. 暗醱酵 

暗醱酵是在黑暗無氧的情況之下，靠著多種不同微生物菌群，將有機

物轉換成氫氣、甲烷及二氧化碳的反應，在整個反應中涉及了三個不同步

驟，分別為水解（ Hydorlysis ）、酸化（ Acidogenesis ）和甲烷化

（Methanogenesis）。在醱酵過程時，微生物會先將結構複雜的有機物水解

成氨基酸、單醣及脂肪酸，此階段即為水解，式 2-15 為蔗糖水解成葡萄糖

的反應式： 

C12H22O11 + H2O → 2C6H12O6           （式 2-15） 

 

接著微生物再利用這些產物將其轉換成短鏈的揮發性脂肪酸如乙酸、

丙酸、丁酸及醇類等，產酸的這個階段也就是酸化，同時在這個階段產氫

菌也會將部分揮發性脂肪酸轉化成氫氣，式 2-16 及 2-17 為葡萄糖及乙醇

轉換成氫氣的反應式（Osrtem, 2002）： 

C6H12O6 + 2H2O → CH3COOH + 4H2 + 2CO2 （式 2-16） 

CH3CH2OH + 2H2O → CH3COO
− + 2H2 + H

+ （式 2-17） 

 

在最後的階段，甲烷菌會將這些酸類及氫氣利用轉換成甲烷和 二氧化

碳，這個階段即為甲烷化（式 2-18 至 20）（Verma, 2002）： 

CO2 + 4H2 → CH4 + 2H2O                 （式 2-18） 

2C2H5OH + CO2 → CH4 + 2CH3COOH       （式 2-19） 

CH3COOH → CH4 + CO2                   （式 2-20） 

 

在整個代謝路徑之中，氫氣僅做為中間產物而存在，產生出來的氫氣

馬上又會被甲烷菌以及醋酸菌消耗，使得氫氣產量減少（Fig 2-4），為了去

除這些利用氫氣的微生物，一般傳統的熱處理是以加熱的方式來篩選出會
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產生內孢子且產氫能力強如 Clostridium. sp 這類的微生物做為產氫的菌種

（Krupp and Widmann, 2009）。 

Table 2.1 整理了生物產氫的優點及缺點。相比起光發酵，在暗發酵產

氫的情況之下微生物生長速度較快，產氫速率也高於光發酵，而且不被光

源限制無時無刻都可以進行反應，可以實現持續且較穩定的產氫環境。 
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Fig 2-4 Schematic representation of the anaerobic dark fermentation digestion 

process.
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Table 2.1 Compare different biohydrogen production process 

Type Process Advantages Disadvantages 

Photosynthesis 

 

Direct biophotolysis ．H2 can be produced directly  

from water and sunlight by Algae  

． Requires high intensity of light,  

low photochemical efficiency  

and is sensitive to O2 inbition  

Indirect bio photolysis ． Cyanobacteria produce hydrogen  

from water via the ability to fix N2 

from atmosphere  

．Uptake hydrogenates are to be  

removed  

Fermentation 

 

Photo fermentation ．Wide spectral energy can be used 

 by Photosynthetic non-sulfur  

bacteria  

．O2 is inhibitory on nitrogenase  

 enzyme and light conversion  

efficiency is low  

Dark fermentation ．Produce H2 without  light by  

 Heterotrophic anaerobic bacteria 

．No oxygen limitations and 

produce several metabolites  

． Relatively lower H2 yield, these 

reactions become 

thermodynamically 

unfavorable 

1
5
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2.5 暗醱酵產氫機制 

微生物在進行厭氧產氫醱酵的時候主要產生的揮發性脂肪酸主要為乙

酸及丁酸，當代謝路徑主要產物為乙酸時，在理論上每莫爾葡萄糖可以產

生出 4 莫爾的氫氣；在丁酸為主要產物時，每莫爾葡萄糖只能產生出 2 莫

爾的氫氣。因此，在代謝的過程中偏向乙酸醱酵是較利於產氫的，這是因

為一旦 NADH 累積走向 Butyryl-CoA 時，在這過程中會消耗掉 NADH， 鐵

氧化還原作用（Ferredoxin）只能生產出兩個 H
+。 

 

C6H12O6 + 2H2O → CH3COOH + 4H2 + 2CO2        （式 2-21） 

C6H12O6 + 2H2O → CH3CH2CH2COOH + 2H2 + 2CO2 （式 2-22） 

 

 在 Clostridium sp.中，以副產物作為區分主要產出乙酸的微生物如

Clostridium thermolacticum（Collet et al., 2005）、Clostridium ljungdahlii

（Younesi et al., 2005）和Clostridium phytofermentans （Warnick et al., 2002），

能產出乙酸及丁酸的微生物有 Clostridium butyricum （Yokoi et al., 1998）、

Clostridium cellulovorans （Sleat et al., 1984）、Clostridium baratii （Cato et 

al., 1982）和 Clostridium cochlearium （Laanbroek et al., 1979），以及主要

產丁酸的微生物 Clostridium herbivorans（Varel et al., 1995）和 Clostridium 

kluyveri（Schoberth et al., 1969）。 

Clostridium sp.分解葡萄糖分子進行醱酵產氫的代謝路徑過程（Fig 2-5），

一開始先經由 EMP（Embden-Meyerhof-Parnas pathway）途徑進行糖解作

用生成 Pyruvate 與 NADH，再經由 hydrogenase 與 ferredoxin 將 NADH 轉

換成 NAD
+ 並且釋放氫氣，接著 Pyruvate 經酵素繼續反應轉換成

Acetyl-CoA，在這過程中再經由 hydrogenase 及 ferredoxin 反應，生成氫氣、

二氧化碳及甲酸（Mazzoli, 2012）。  
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Fig 2-5 Hydrogen production pathway in Clostridium sp, Fd, ferrodoxin; H2ase, 

hydrogenase; Fhl, formate hydrogen lyase（Mazzoli, 2012）.  
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2.6 暗醱酵產氫基質 

2.6.1 纖維素結構 

木質纖維素（Lignocellulose）是構成植物細胞壁的主要成分，是自然

界最豐富的有機物，其主要為纖維素（Cellulose）、半纖維素（Hemicellulose）

及木質素（Lignin）三種成分所構成，其所含的比例會根據植物的種類不

同而有所不同，例如棉花的纖維素含量就佔了 90%，而一般木本植物只佔

了 40~50%。 

纖維素是由葡萄醣單體並以 β 糖苷（β-1,4 glycosidic）鍵結而成的長鏈

多醣聚合物，約由 8000 至 10000 個葡萄糖所構成，長鏈彼此之間則以氫

鍵形成排列整齊的束狀結構結晶區（crystalline area）以及排列較鬆散的非

結晶區（amorphous area）兩種型態如 Fig 2-6。 

 

Fig 2-6 Structure of cellulose （A）single cellulose fiber showing β-1,4 

glycosidic linkage of glucose molecules（B）Cellulose fibres showing 

crystalline and amorphous areas（Jaworska and Vogt, 2013）. 

 

在植物細胞壁中的纖維素是被木質素和半纖維素層層包覆其中，形成

一個緊實的結構（Fig 2-7），由於木質素結構頑強，在自然環境下較難以水

解，使得纖維素在後續的利用上較為困難。木質素是由氧代苯丙醇以及其
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它衍生物所構成的網狀高聚合物，也是維持植物硬度撐起植株重量的主要

構造，在木本植物中木質素所占比例會比草本植物還來的高。一般來說會

藉由物化方式如酸鹼處理、蒸氣爆破、超音波等等的方式來破壞木質素構

造使纖維素裸露出來，以提升後續處理的效果。 

 

 

Fig 2-7 Cellulose microfibrils in plant cell walls（Lope et al., 2011）. 

 

2.6.2 纖維素水解酵素 

纖維素水解是由三種酵素之間彼此作用在不同區域，共同產生水解纖

維素的作用，這些水解酵素可以依照不同作用位置分為三類:內切型纖維素

水 解 酵 素 (Endo-1-4-β-D-glucanase) 、 外 切 型 纖 維 素 水 解 酵 素

(Exo-1-4-β-D-glucanase)及 β-葡萄糖苷酶 (β-glucanase)。 

1.內切型纖維素水解酵素: 

內切型纖維素水解酵素主要是任意作用在纖維素結構中的非晶型區域，

它能將連結纖維素長鏈的 β-1,4-糖苷鍵切斷，使纖維素形成較短的葡萄糖

分子。 
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2.外切型纖維素水解酵素: 

外切性纖維素水解酵素主要作用在纖維素尾端的晶型結構區域，其又

可以依照作用位置分為作用在還原端的 Cellobiohydrolyase I（CBHI）及作

用在非還原端的 Cellobiohydrolyase Π（CBHΠ），將內切型纖維水解酵素切

下的短鏈葡萄糖分子再細切成纖維雙糖（Cellobiose）或纖維胡精

（Cellodextrin）。 

3.β-葡萄糖苷酶: 

β-葡萄糖苷酶主要是將水解後的纖維雙糖及纖維胡精再次水解，形成

葡萄糖單一分子，以供微生物利用。 

 

 

2.7 產氫微生物 

 在自然界中存在著許多可以產氫之微生物，而這些微生物又依照對氧

氣的需求分為好氧、兼氧以及厭氧菌。 

好氧產氫微生物： 

1. Bacillus 

是一種屬於革蘭氏陽性產芽孢之桿菌。Kumar 等從牛糞堆肥中分離出

之 Bacillus licheniformis 可以在批次培養的狀態下以葡萄糖為基質在 24 小

時轉換 13 L H2/mol glucose（Kumar et al., 1995）。 

 

兼氧產氫微生物： 

1. Ｅscherichia coli 

Ｅ.coli是種人體或動物腸道中普遍可見之微生物，是一種革蘭氏陰性、

無產芽孢之短桿菌，可以經由 formate hydrogenlyase 作用將甲酸轉換成氫

氣及二氧化碳。研究指出Ｅ.coli 以葡萄糖為基質時可以轉換 0.91 mol 



 

21 

 

H2/mol glucose（Blackwood et al, 1956）。 

2. Enterobacter 

是屬於腸桿菌科之一種革蘭氏陰性成棒狀之微生物，研究指出一株從

土壤分離純化之菌株 Enrerobacter aerogenes 可以在含有葡萄糖、蛋白胴及

鹽的基質中產生 0.21 L H2/h/L medium 之氫氣（Tanisho et al., 1983）。 

 

厭氧產氫微生物： 

1. Clostridia 

為革蘭氏陽性產芽孢之桿菌，在自然界中分布廣泛，常存在於土壤、

人或是動物腸道中，經由熱處理能輕易篩選出，因此為目前普遍之厭氧產

氫菌種來源。Chin 等人之研究，從含澱粉之工業廢水中分離之 Clostridium 

acetobutylicum 在以葡萄糖為基質時最大產氫量為 2 mol/mol glucose（Chin 

et al., 2003）。從一個含蔗糖之連續暗醱酵反應槽中分離出之 Clostridium 

butyricum CGS2 在以澱粉為基質時可以產出 9.95 mmol/g COD 之氫氣

（Chen et al., 2007）。Clostridium butyricum ATCC19398 為從隻腸胃道中分

離純化之產氫菌，在以葡萄糖為基質下可以產出 1.8 mol/mol/glucose 的氫

氣（Lin et al., 2007）。Clostridium thermolacticum 為從河邊土壤汙泥分離之

產氫菌，在 以乳醣為基質時可以產出 3 mol/mol/ lactose之氫氣（Collet et al., 

2004）。從厭氧汙泥中被分離出的 Clostridium butyricum CGS5 在以木醣為

基質時可產出氫氣 0.73 mol/mol xylose（Lo et al., 2008）。從糖廠廢水中分

離之Clostridium sp. 6A-5 在以 16 g/L glucose 為基質之下進行產氫發酵時，

其最大產氫量為 2.50 mol H2/mol glucose（Cai et al., 2013）。Clostridium 

cellulosi D3 當以纖維素為基質時，可以產生出 1.2 mol H2/mol glucose 的氫

氣（Cao et al., 2010）。從厭氧汙泥中分離之 Clostridium butyricum CWBI1009

以 5 g/L glucose 為基質時可以產出 1.69 mol H2/mol glucose 之氫氣（Masset 
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et al., 2010）。 

2. Methylotrophs 

Methylotrophs 是可以利用單碳化合物做為碳源生長之微生物。Kawamura 

等人發現一株從淡水中分離之 Methylomonas albus BG8 以及 Methylosinns 

trichosporium OB3b 能在厭氧的條件下以甲烷為碳源生產氫氣，以甲酸為

基質時可以在五小時間產氫量可以達到 2.45 和 0.61 μmol H2/ μmol formate 

（Kawamura et al., 1983）。 

3. Rumen Bacteria 

為生活在偶蹄類動物瘤胃中能夠水解纖維素並產生揮發酸及氫氣、二

氧化碳之微生物。Ruminococcus albus 已被研究在以葡萄糖為基質時可以

產生 2.37 mol H2/mol glucose 之氫氣（Nadi and Sengupta, 1998），一株從人

類糞便分離出的 Ruminococcus luti 也被發現到以碳水化合物發酵時主要產

物為氫氣、乙酸及琥珀酸（Simmering et al., 2002） 

 

纖維素由於其結構穩固在自然的情況之下難以分解，需要依靠微生物

的水解酵素作用輔助加速分解。一般以草食性為主的昆蟲、動物腸胃道中

都富含有能將纖維素分解的菌群，瘤胃是反芻哺乳動物消化器官中的第一

個胃，它能不斷的將食物送回動物口腔中磨碎再送回胃裡，藉由反芻的動

作和腸胃道內之醱酵微生物分解纖維素，共同作用之下幫助消化（Hall and 

Silver, 2009）。瘤胃微生物是將草料水解轉換成為揮發性脂肪酸的主要關鍵，

因此在學術上很多學者利用瘤胃腸胃道微生物的多樣性從中篩選能水解

及產氫的微生物，Table 2-2 整理出目前將瘤胃腸胃道菌群應用在產氫醱酵

上的成果。 
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Table 2-2 Hydrogen production from various substrates by using rumen microflora 

Microbial source Substrate Hydrogen yield Reference 

Rumen fluid cellulose (5 g/L) 0.14 mol H2/mol hexose Nissilä et al., 2011 

Cattle manure waste milk (40 g/L) 59.5 mL/g L VS Lateef et al., 2012 

Cattle manure sucrose (20 g/L) 0.67 mol-H2/mol sucrose Nagamany Nirmalakhandan, 2011 

Cattle manure corn stalk (15 g/L) 129.2 ml/g Fan et al., 2008 

Cow dung compost corn stalk (20 g/L) 144.3 ml/g corn stalk  Song et al., 2012 

Cow dung compost sucrose (14 g/L) 2.15 mol H2/mol glucose Wu et al., 2010 

Cow manure xylose (5.79 g/L) 0.56 mol/mol monosaccharide Yokoyama et al., 2007 

Cow manure cellobiose (6.6 g/L) 2.68 mol/mol monosaccharide Yokoyama et al., 2007 

Cow manure glucose (6.25 g/L) 2.65 mol/mol monosaccharide Yokoyama et al., 2007 

Cow manure lactose (6.95 g/L) 2.17 mol/mol monosaccharide Yokoyama et al., 2007 

Cow manure soluble starch (6.25 g/L) 1.73 mol/mol monosaccharide Yokoyama et al., 2007 

2
3

 



 

24 
 

2.8 暗醱酵產氫之影響因子 

2.8.1 溫度 

溫度能夠影響微生物生長、代謝和酵素反應，在適當的溫度條件馴養

之下能夠到最佳的生長條件，微生物的活性、繁殖速度及代謝產物也能夠

得到最大量。 

一般暗醱酵的溫度可以分為中溫（30~38℃）和高溫（50~55℃），但已

有學者證明，在高溫的條件之下進行醱酵生物的反應速率和機質的消耗率

都比中溫來的高。Zhang 等人比較了在中溫 37℃和高溫 55℃不同條件下產

氫的結果（Zhang et al., 2003），實驗結果表明，在高溫的條件之下培養，

微生物菌群的生長及氫氣產量明顯都高於中溫培養，換言而之，馴養在高

溫的條件有助於微生物的生長及代謝。 

 

2.8.2 pH 

pH 是影響微生物成長的和醱酵產氫的重要因素，pH 能夠直接影響

hydrogenase 的活性及改變微生物代謝路徑，在低 pH 之下氫化酶會受到干

擾使得活性下降，微生物的生長也會受到影響。 

在自然環境中，pH 範圍包括了從 0.5~10 之間，一般微生物最佳的生

長 pH 是在中性的 pH7，只有少數的極端細菌可以生活在極酸或是極鹼的

環境之下。目前已有多篇文獻對於產氫醱酵微生物 pH 範圍的研究，最佳

的醱酵產氫菌培養範圍在 pH5~7 之間（Kawagoshi et al., 2005），當 pH 過

低或是太高，微生物可能會受到影響因此停止生長。 

 

2.8.3 鐵、鎳離子濃度 

氫化酶（hydrogenase）是一種能夠催化氫氣形成的酵素，在微生物體

內通過可逆反應催化氫氣氧化還原反應，反應如式 2-23。氫化酶可以根據
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中心的金屬原子組成分為鎳鐵氧化酶（[Ni Fe] hydrogenase）、鐵鐵氧化酶

（[Fe Fe] hydrogenase）和單鐵氧化酶（[Fe] hydrogenase）三種，其結構如

Fig 2-8 所示。 

H2 ↔ 2H
+
 + 2e

−
                  （式 2-23） 

 

鎳鐵氧化酶為分布最為廣泛的氫化酶，普遍存在細菌和古菌中，鐵鐵

氧化酶則僅有少數的微生物擁有，其主要存在於厚壁菌門如 Clostridium sp.，

是為主要作用於氫氣生成之酵素。Lin 等人評估了金屬離子 Fe
2+、Ni

2+以及

Mg
2+在產氫發酵上的影響，發現在發酵初期以及末期中都是 Fe

2影響最大

（Lin et al., 2002）。 

在醱酵的環境之下，若是缺乏鐵離子會降低氫化酶的活性，Lee 等人

進行了評估不同濃度鐵離子在產氫醱酵的影響（Lee et al., 2001），以添加

FeCl2的方式來補充鐵離子，實驗進行了在培養過程中不添加以及添加至濃

度 4000 mg 的 FeCl2，結果表明，產氫量以添加的濃度增加而遞增，最好

的結果是在濃度 800 mg，得到了 131.9 H2 ml/g
-1 

sucrose 的產量。 

 在厭氧醱酵產氫的過程中若是有鎳離子的補充可以提升產氫效率，然

而過高濃度的鎳離子會對微生物產生較強的毒性（Lin et al., 2002）。Wang

和 Wan 評估了不同鎳離子下對產氫的影響，研究指出當 Ni
2+濃度在 0~0.1 

mg/L 之間時，產氫量會隨著濃度增加而上升，在 0.1 mg/L 的時候可以得

到最高的產氫量 296.1 mL/g glucose。當鎳離子濃度高過 10 mg/L 時則會開

始影響微生物的生長，所得之產氫量比起無添加鎳離子的實驗組來的還低

（Wang and Wan, 2008）。
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Fig 2-8 Structure of hydrogenase（Shima et al., 2008）. 

  

2
6
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2.9 甲烷菌抑制 

在厭氧醱酵代謝過程中氫氣是做為副產物而存在，所以在自然的情況

之下氫氣較難以累積，少量產出的氫氣也會被甲烷菌消耗產生甲烷和二氧

化碳。傳統的生物產氫一般都是以熱處理的方式來抑制甲烷菌的活性，只

留下能夠生產內孢子的產氫菌群（Nissilä et al., 2011），但使用熱篩的方式

同時也將某些不會生產內孢子的產氫菌如 Enterobacter sp.也一併去除，而

添加化學藥物抑制的方式可以在不影響其它微生物的活性之下對甲烷菌

進行抑制（Fig 2-9），例如溴乙烷磺酸酯（2-bromoethanesulfonata, BES）。 

 

 

 

Fig 2-9 Schematic of inhibition by chemical inhibitors（Liu et al., 2011）. 
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BES 是一種廣泛被應用在抑制甲烷菌上的化學抑制劑，它是一種構造

類似甲基輔酶 M 的類似物（Fig 2-10），甲基輔酶 M 是甲烷菌特有的一種

輔酶，它是在代謝途徑中甲基轉移反應所需要的一種輔酶，BES 可以藉由

競爭來抑制甲基轉移反應中在最後利用氫氣及二氧化碳生成甲烷的步驟 

(Chae et al., 2010）。 

 

(a)                            (b)

 

Fig 2-10 Structures of Coenzyme M (a) and BES (b).（Ettwig, 2006）. 

 

 

Anderson 等人證實了使用硝基化合物（Nitrocompounds）可以有效減

少甲烷的生成，在體外試驗中能減少 90%之甲烷，而在體內試驗中能夠減

少 43% 的甲烷。它是經由抑制甲酸和氫的氧化，降低甲烷菌使用基質的

效率；硝基乙烷（Nitroethane）也被證實其做為末端電子接受者和甲烷菌

做競爭（Anderson et al., 2000）。另外在此篇報導提到硝基化合物可以有效

抑制 formate dehydrogenase 及 formate hydrogen lyase 的活性，藉此來抑制

甲烷的產生（Anderson et al., 2008）。 

Zhou 等學者進行了使用 7 種不同化學藥劑：2-bromoethanesulfonata,

（BES）、propynoic acid（PA）、nitroethane（NE）、ethyl trans-2-butenoate,

（ETB）、2-nitroethanol（2NEOH）、sodium nitrate（SN）和 ethy-2-butynote

（PA）等抑制劑進行甲烷菌抑制的研究（Zhou et al., 2011）。在這幾種抑
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制劑中除了 ETB 之外，其於都有抑制甲烷菌的效果，2NEOH 能夠抑制

99.3%的甲烷生成、其次 PA 能夠抑制 75.7%以及 SN 能夠抑制 70.1%的甲

烷；Chae 等人使用 BES 及 Lumazine 評估抑制效果並應用在燃料電池產氫

醱酵上的研究（Chae et al., 2010），文獻指出 BES 能夠有效的抑制甲烷菌

的活性，且與無抑制的相比，能夠產出約 1.4 倍的氫氣量，並且在 10 個繼

代培養結束後仍然能夠完全抑制甲烷菌，而 Lumazine 則幾乎沒有抑制甲

烷的效果。Gonçalves 等人使用了 BES 抑制甲烷菌並且以橄欖油廢水產經

醱酵的研究（Gonçalves et al., 2014），從結果得出使用 BES 能有效降低甲

烷量生成，在研究過程中僅有少量甲烷的累積，氫氣的累積產量可達到 50 

g COD/L ； Anderson 等 人 探 討 了 2-nitro-1-propanol （ 2NPOH ）、

3-nitro-1-propionic acid （3NPA）、nitorethane （NE）及 2-nitroethanol 

（2NEOH）等四種硝基化合物抑制甲烷的影響及作用（Anderson et al., 

2008），在不額外添加還原劑的狀況下，2NEOH、NE 以及 3NPA 都能抑制 

> 97%的甲烷，而 2NPOH 較少只有 41%。 

 

2.10 茶葉 

在台灣冷飲店平均每日能生產出約 10430 噸的廢茶葉，一般店家單純

的只是將廢茶葉做廢棄處理，含水量高的茶葉在運送上不但會增加成本，

對於焚化處理也會降低焚化爐整體熱值，影響焚化爐的效率。茶葉的纖維

素含量豐富，由於是葉片部位所以木質素所佔比例也較低，而且有著單一

性，不像一般農林廢棄物、廚餘等混雜多種物質，在醱酵時對基質的控制

也較容易。但是在茶葉中含有茶多酚，而目前為止已有多篇文獻證實茶多

酚會影響微生物的生長，所以應用於產氫醱酵上還需要更進一步評估優

化。 
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2.10.1 茶多酚 

茶多酚（Tea Polyphenols）又稱茶單寧、茶鞣質，是在茶葉中多酚類

物質的總稱，這些多酚類物質包括了黃烷醇類、花色苷類、黃酮類、黃酮

醇類和酚酸類等，在這些酚類物質中黃烷醇類也就是兒茶素所佔比例最高，

大約為 70%。 

茶多酚的應用非常廣泛，它是一種很強的抗氧化劑，添加在食品內可

以有效的防止食品、食用油品的腐敗，同時還可以消除異味，在醫學上還

有應用在抗菌、治療/預防癌症以及治療心血管疾病等多種應用（Tao and 

Lambert, 2014; Liang et al., 2014）。Hara-Kudo 等人進行了評估茶多酚對三

種會產孢子的病原菌 Clostridium botulinum、Clostridium butyricum 及

Bacillus cereus 的抗菌作用(Hara-Kudo et al., 2005)，將孢子暴露在含有不同

濃度的茶多酚裡進行培養，可以明顯看出菌落數會隨著茶多酚增加而減少，

在濃度 1000 μl/mL 的培養條件下 Clostridium botulinum 和 Clostridium 

butyricum 在培養數周均可以完全的抑制微生物生長，Bacillus cereus 則只

有略為下降，這個結果表明了茶多酚確實會對微生物的生長造成抑制，但

不同的微生物之間所造成的影響也會有所不同。 

 

2.11 反應曲面法 

對於含有複數以上因子之最適化反應，在傳統上還是以一組實驗決定

一個實驗變因，沒有考慮到因子與因子之間的交互關聯效應，反應曲面法

是以較少的實驗次數，並以數學上統計的方法得到因子與反應值及因子與

因子之間互相影響的結果，以獲得最精準的模型。由於反應曲面有著可以

同時測定數種因子之間相互的影響的優勢，目前廣泛的被應用在各個領域

上，能夠有效的提供製程改善、解決高相關因子之關聯和多項變數條件最

佳化。 
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2.11.1 反應曲面原理 

反應曲面法最早是由 BOX 和 Wilson 兩人所提出，以實際實驗數據結

合數學統計來求出因子與目標函數之間的關聯，發展至今模式建立可以歸

納為下列步驟:首先要先找出極值點之區域，先決定出關鍵因子，並決定其

有效範圍，再利用二水準因子設計（Two level factorial design）及陡升路徑

法（Method of path of steepest ascent）尋找出極值點的區域，接著利用中心

中心混層設計法（Central composite design）結合實驗後的數據，並已多元

回歸（Multiple regression）分析二階模式的數據契合度，再以統計的方式

來驗證此模式的適切性，待確定模式後，以求極值點之數學理論決定極值

點之位置及計算理論值的最適值，最後再藉由數學模式分析因子間的相互

關聯性，以實驗數據證實統計出的極值點（Fig 2-11）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

32 
 

 

 

 

Fig 2-11 Process flowchart of response surface（葉，2011）.  

  

設定因子及合理範圍 

二水準因子設計 

陡坡路近 

最適值區域 

中心混層設計 

二次模式回歸分析 

以數據證實最適值 分析因子影響效應 

決定有效影響因子 

統計檢定 
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2.11.2 二水準因子設計 

二水準因子也就是在有 n 個因子的變因下，需進行 2
N組實驗，而因子

可以設定為兩個水準:高水準和低水準（Table 2-3），其水準範圍需要依照

實驗有效範圍來進行設定。 

Table 2-3 The design table of 2
3
 factors（Box and Behenken, 1960） 

NO X1 X2 X3 Y 

1 -1 -1 -1 Y1 

2 1 -1 -1 Y2 

3 -1 1 -1 Y3 

4 1 1 -1 Y4 

5 -1 -1 1 Y5 

6 1 -1 1 Y6 

7 -1 1 1 Y7 

8 1 1 1 Y8 

*X1-X3 : factors; Yi: response 

2.11.3 陡升路徑法 

 陡升路徑法是以實驗之中心因子為起點，並且沿著最陡之上升方向朝

著最大反應變數逐次增加，在每個實驗點比較與前次實驗值，若該次的數

值高於前次之數值，表示此模式仍然向著極值點之方向前進，直到反應值

不再持續增加為止（Fig 2-12）。 

 

Fig 2-12 Response surface of two variance system（Montoro et al., 2013）.  
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2.11.4 中心混成實驗 

 使用二水準因子及陡升實驗初步找出極值點的範圍，再透過二階模式

（式 2-20）確定極值點之位置\ 

 

Y = 𝛽𝑘0 +∑𝛽𝑘𝑖𝑋𝑖 +∑𝛽𝑖𝑖𝑋𝑖
2 +∑ ∑ 𝛽𝑘𝑖𝑗𝑋𝑖𝑋𝑗

4

𝑗=𝑖+1

3

𝑖=1

4

𝑖=1

4

𝑖=1

 

（式 2-20） 

 

中心混成實驗以原點為基礎向外延伸，並在設計點與原點之間的距離

間設下實驗點，而中心點實驗則是重複進行原點的實驗來估計實驗中的誤

差值，一般重複實驗次數約在 3-6 個之間（Fig 2-13）。依照中心混成實驗

設計進行實驗後，再將所得數據以多元回歸分析二階模式實驗數據的契合

度。 

 

 

Fig 2-13 Schematic diagram for central composite design. 
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第三章 材料與方法 

3.1 實驗流程設計 

 本研究是利用荷仕登乳牛之瘤胃（Rumen）腸道菌，使用化學藥劑之

方式篩選分離出纖維素水解產氫菌，並且以廢棄茶葉渣做為基質進行多種

測試。實驗流程圖如 Fig 3-1 所示。 

 

 

 

Fig 3-1 Schematic flowchart of experimental design.  



 

36 
 

3.2 菌株來源 

 本研究使用的菌種來源為東海牧場所養殖的荷仕登乳牛之瘤胃液。採

樣時先將瘤胃管（Rumen tube）（Fig 3-2）伸入乳牛之喉管內，到達瘤胃後

將胃液直接用瘤胃管吸出，取出的胃液保存於滅菌過的 50 mL 離心管，並

且帶回實驗室植種。植種時將瘤胃液培養於 55℃高溫厭氧的環境之下並且

以廢紙為基質，培養出嗜熱降解纖維素的微生物族群。在數個繼代培養之

後，瘤胃液微生物可以在七天之內將 5 g/L 的廢紙降解完全並產生氫氣、

甲烷等氣體。該菌群再以添加二硝基乙醇（2-nitroethanol）的方式去除甲

烷菌，篩選出菌群中的水解、產氫菌群。 

 

 

Fig 3-2 Schematic diagram of rumen tube and collection from dairy cattle.  
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3.3 菌種培養 

3.3.1 厭氧操作 

 本研究是利用 Hungate 厭氧操作技術以培養在絕對厭氧條件下生存之

微生物（Hungate, 1969），其操作設施厭氧加氣站如圖 Fig 3-3 所示。厭氧

加氣站主要構造為三種氣體鋼瓶－氫氣、氮氣及混合氣，以及銅絲加熱包，

構造皆由氣密性高的銅管及軟管串連。在使用加氣站之前，必須先將加熱

包的溫度升至 250~300℃後通入氫氣，氫氣與 CuO 反應後會將銅絲還原使

其呈現成粉紅色，還原後的銅絲可以捕捉設備中微量的氧氣，讓設備到達

絕對厭氧的條件，其反應公式如下（式 3-1）： 

 

                  2 Cu + O2 → 2 CuO  

CuO + H2 → Cu + H2O              （式 3-1） 

Fig 3-3 Schematic diagram of Hungate gas station.  

20% CO2 

+ 

80% N2 

N2 

H2 
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3.3.2 嗜熱厭氧培養基 

在進行微生物的培養使用嗜熱性厭氧培養基(Thermophilic anaerobic 

medium; TA medium)，成分如 Table 3-1 所示，配置時需將培養基使用氮氣

吹拂，將無機鹽類、Resazurin 氧氣指示劑微量元素 Trace element solution

（Table 3-2）等依序加入後將培養基煮沸。培養基煮沸後關掉火源待培養

基冷卻至 60℃，將原本的氮氣換成混合氣 (20% CO2 + 80% N2) 加入培養

基還原劑 L-Cysteine hydrochloride，及調整 pH 的 NaHCO3，等到培養基從

粉色轉變為透明無色即可分裝至厭氧血清瓶中，分裝完後的厭氧血清瓶再

使用橡膠塞以及鋁蓋密封，維持瓶內的厭氧狀態，再以高溫高壓滅菌釜進

行滅菌（121℃、1.2 kg/cm
3）。在植種時須先加入 Na2S 當作還原劑，以確

保培養基中是絕對無氧的狀態，再依序加入 Vitamin solution 10 ml（Table 

3-3）及 Yeast extract 1 g/L，植菌量為最終體積的 10%。基質濃度為 5 g/L

廢紙，培養於 55℃之培養箱內並以 150 rpm 搖晃。 

 

Table 3-1 Basal composition of thermophilic anaerobic medium  

Component Concentration (L
-1

) 

CaCl2 0.05 g 

MgCl2 0. 1 g 

(NH4)Cl 1 g 

K2HPO4 0.4 g 

Resazurin 0.5 mg 

Trace element solution 1 mL 

L-Cysteine hydrochloride 0.5 g 

NaHCO3 4 g 
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Table 3-2 Composition of trace element solution 

Component Concentration (L
-1

) 

CoCl2 0.05 g 

CuCl2 0.03 g 

FeCl2 2 g 

MnCl2 0.05 g 

NiCl2 0.05 g 

ZnCl2 0.05 g 

AlCl3 0.05 g 

H3BO3 0.05 g 

Na2SeO3 0.1 g 

(NH4)6Mo7O24 0.05 g 

*配置儲備溶液前須先以少量水稀釋 1 mL 37% HCl，再加入 0.5 g Na2EDTA，

待 Na2EDTA 完全溶解後再加入其他微量金屬。 

 

Table 3-3 Composition of virtamin solution 

Component Concentration (L
-1

) 

Biotin 2 mg 

Riboflavin 5 mg 

Vitamin B12 0.1 mg 

DL-Ca-pantothenate 5 mg 

Pyridoxine-HCl 10 mg 

Thiamine-HCl 5 mg 

Folic acid 2 mg 

Lipoic acid 5 mg 

Nicotinic acid 5 mg 

P-aminobenzoic acid 5 mg 
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3.3.3 甲烷生成抑制 

 本研究參考了 Zuou 等人之研究（Zuou et al., 2011），使用了三種不同

之硝基化合物（Nitrocompounds）與熱處理（Heat treatment）來將瘤胃腸

道菌中的水解產氫菌分離。根據 Anderson 學者等研究，硝基化合物可以有

效的抑制甲烷菌中甲酸脫氫酶（Formate dehydrogenase）及解甲酸裂解酶

（Formate hydro lyase activity）的活性，藉此來達到抑制甲烷菌生長的目

的（Anderson et al., 2008）。 

在產氫菌分離的試驗中，使用基質 5 g/L 廢紙的 TA 厭氧培養基，分別

加入三種不同硝基化合物抑制劑：二硝基乙醇（2-nitroethanol, 2NEOH）、

2-溴乙基磺酸鈉（2-bromoethanesulfonate, BES）及硝酸鈉（Sodium nitrate, 

SN），每瓶培養基添加之抑制劑為最終濃度 1.2 mM，添加完後將瘤胃菌液

以 10%的比例植入培養基內，置於 55℃培養箱、150 rpm 的條件下觀察其

產氣狀況。在熱處理的部分，將瘤胃菌液直接植入培養基後進行高溫高壓

滅菌，藉由高溫的方式保留下具產氫能力的微生物，處理過後的培養基再

加入碳源及營養成分後置入 55℃培養箱 150 rpm 觀察生長、產氣情形。 

 

3.3.4 基質來源 

本研究之廢棄茶葉渣基質來自清心福全飲料店豐勢分店，其廢茶葉渣

內含有烏龍茶葉、高山茶葉、普洱茶葉及紅茶葉，多種茶葉混合而成。收

集來的茶葉渣先經過烘箱 105℃、24 hr 完全乾燥，將茶葉渣使用一般家用

果汁機破碎後將其過篩至 1 mm 孔徑大小篩網，確保基質的均質化以供後

續之使用。 

 

3.3.5 基質前處理 

纖維素是由單醣組成的長鏈聚合物，但由於它的鏈狀結構使得生物較
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難以直接利用，需先經過水解的步驟，將鏈狀結構打破分解成單醣或雙醣

這類微生物較好利用的型態後才能以這些醣類進行醱酵。本次前處理實驗

中參考了Liu等人和Chen等人之研究（Liu et al., 2011）；（Chen et al., 2011），

利用微波消化、加熱酸處理以及熱處理三種方法，比較纖維素破壞情形，

並將處理過後的基質進行產氫醱酵。 

在微波消化的實驗，將 5 ml 0.2 N H2SO4和1 g基質加入消化管（HP-500 

Plus）內，使用在微波消化器（MARS 5, CEM, USA）在微波功率 150 W

下測試不同消化時間（5、6、7 及 8 分鐘）下的處理效果。消化完後將消

化管置於抽氣櫃中冷卻 30 分鐘，冷卻完後將樣品以抽氣過濾的方式分離

固體與液體，再以 500 mL 之純水清洗消化後的固體樣本，洗去殘留在基

質上的硫酸，最後將基質放入 105℃烘箱 24 hr 乾燥。 

加熱酸處理的實驗中，先將 5 ml 0.2 N H2SO4煮至沸騰，再將 1 g 基質

加入煮沸的硫酸溶液中，測試在不同加熱時間（5、15、30、45 和 60 分鐘）

下的處理效果。反應結束後將樣品置於抽氣櫃中冷卻 30 分鐘，再以抽氣

過濾的方式分離固體與液體，以 500 mL 之純水清洗固體樣本，最後將基

質放入 105℃烘箱 24 hr 乾燥。 

在熱處理的部分，將 50 mL 的純水煮至沸騰（100℃），並加入 1 g 的

基質，測試在不同處理時間（0、10 和 30 分鐘）下的處理效果，後續處理

方式如上述兩組實驗。 

 

3.4 環境影響因子  

3.4.1 溫度 

 溫度對於微生物的生長、活性來說是一個很重要的影響因素，在最適

的溫度之下可以有效的增加微生物的生長以及纖維素水解產氫的速率。本

實驗以 5 g/L 的廢茶葉渣為基質，培養溫度由先前培養溫度 55℃上下做調
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整，分別為 50℃、55℃、60℃及 65℃，並且分別測量每日 pH 變化、微生

物生長、液相及氣相代謝產物之變化。 

 

3.4.2 基質濃度 

 作為培養基中的唯一碳源，基質濃度的多寡直接影響了微生物的生長

以及代謝產物。本實驗以廢茶葉作為微生物生長基質，並測試在 5 g/L ~ 20 

g/L 之濃度下微生物的生長及產氫能力之情形。 

 

3.4.3 pH 

pH 是醱酵產氫中一個重要的因素，在不同的 pH 培養條件下會影響其

微生物產物的代謝途徑、微生物生長活性和氫化酶的活性，已經有文獻證

明，在適當的 pH 範圍內可以有效的提高產氫菌的產氫能力（Wang et al., 

2009）。在本次實驗裡，藉由調整培養基中 NaHCO3 的濃度來調整培養基

的初始 pH 質（Table 3-4）。實驗中探討了 pH 5 ~ 8 範圍中微生物生長及氣

相、液相等代謝產物的變化。 

 

Table 3-4 Relationship of initial pH and NaHCO3 concentration 

Concentration of 

NaHCO3 (g/L) 
0.4 1.26 12.6 54.4 

Initial pH 5.3 6.48 7.5 8 

 

 

3.4.4 亞鐵離子 

氫化酶能夠催化氫氣的氧化還原，一般又根據氫化酶中心的金屬原子

區分為[Ni-Fe]hydrogenase、[Fe]hydrogenase 和[Fe-Fe]hydrogenase 這三種，

鐵可以藉由影響氫化酶的活性來影響產氫醱酵，所以鐵是產氫菌在醱酵中
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不可或缺的一個重要金屬元素。本實驗探討了不同濃度亞鐵離子（Fe
2+）

的培養條件下的影響，在配置培養基時使用不含 FeCl2 之 Trace element 

solution，並另外準備 FeCl2之儲備溶液添加至培養基內，使最終濃度為 0、

2 及 200 mg/L。 

 

3.5 分析方法  

3.5.1 纖維素分析 

為了瞭解茶葉渣之纖維素、半纖維素及木質素的組成比例，本研究使

用了 Van Soest 學者測量纖維素之方法（Van Soest et al., 1991）。中洗纖維

（Neutral detergent fiber, NDF）是由半纖維素、纖維素、木質素及一些蛋

白質等的物質所組成；酸洗纖維（Acid detergent fiber, ADF）是由纖維素和

木質素所組成，藉由不同組成的產物相減後即可求得纖維素組成比例，實

驗步驟如下： 

中洗纖維：將 1 g 的樣品添加至 100 mL 之中洗溶液（Table 3-5）加熱

沸騰 60 分鐘，接著以坩堝型過濾器（pore size 40~50μm, IWAKI）進行抽

氣過濾，將固體樣本與液體分離，再使用 40 mL 的熱水清洗殘渣後過濾，

此步驟重復進行一次，使用 40 mL 丙酮（Acetone）清洗、過濾殘渣，此

步驟同樣重複進行一次，最後將坩堝型過濾器放入 105℃烘箱烘乾殘渣，

紀錄殘渣重量。 

酸洗纖維：將 1 g 的樣品添加至 100 mL 之酸洗溶液（Table 3-6）之中

加熱沸騰 60 分鐘，以坩堝型過濾器（pore size 40~50μm, IWAKI）進行抽

氣過濾，用 40 mL 的熱清洗殘渣後過濾，此步驟重復進行一次，再使用 40 

mL 丙酮（Acetone）清洗殘渣後過濾，此步驟同樣重複進行一次，最後將

坩堝型過濾器放入 105℃烘箱烘乾殘渣，紀錄殘渣重量。 

酸洗木質素（Acid detergent lignin; ADL）：將烘乾的酸洗纖維素殘渣加
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入H2SO4 （72%） 25 mL以玻棒攪拌至糊狀，每小時加入 2 mL H2SO4 （72%）

並且攪動均勻。3 小時候將產物以坩堝型過濾器進行抽氣過濾，用熱水將

殘渣清洗乾淨，置入 105℃烘箱烘乾稱重，再將殘渣放入 500℃高溫爐中

進行灰化，完成後同樣稱重。 

取得中洗纖維、酸洗纖維、酸洗木質素和酸洗木質素灰化後乾重後即

可求得纖維素、半纖維素及木質素重量： 

 

Hemicellulose = NDF － ADF 

Cellulose = ADF － ADL 

                Lignin = ADL － ADF ash  

 

 

Table 3-5 Component of neutral detergent (ND) solution 

Component Concentration (L
-1

) 

Sodium lauryl sulfate 30 g 

EDTA 18.61 g 

Sodium tetraborate decahydrate 6.81 g 

Sodium phosphate dibasic 4.56 g 

Tri-ethylene gly1col 10 ml 

 

 

Table 3-6 Component of acid detergent (AD) solution 

Component Concentration (L
-1

) 

Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) 20 g 

H2SO4 28 ml 
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3.5.2 茶葉 COD 分析 

本實驗參照中華民國行政院環境保護署環境檢驗所公告之水中化學需

氧量檢測方法─密閉式重鉻酸鉀迴流法（NIEA W517.52B）來進行。由於

測量物質為固體物，在分析前先利用果汁機將固體物打碎，再使用純水依

照進行適當的稀釋，方可進行測量。 

 

3.5.3 茶多酚濃度分析 

茶多酚（Tea polyphenols）濃度的分析使用酒石酸亞鐵分光光度計比色

法（Liang et al., 2003）。測定原理為茶多酚能與亞鐵離子反應形成紫藍色

錯合物，其溶液再以分光光度計進行測定。實驗步驟如下： 

將 1 mL 的樣品加入 5 mL 染色溶液（1 g 硫酸亞鐵和 5 g 酒石酸鉀鈉

溶於 1000 mL 去離子水）中反應，再添加 4 mL 的水與 15 mL 的磷酸鉀緩

衝溶液（0.067 M, pH 7.5），靜置 5 分鐘等待呈色完成，並使用分光光度計

在波長 540 nm 下測量吸光值，再以式 3-2 算出其茶多酚濃度。 

 

TP（mg/g）=  2A × 1.957 ×（L1/L2 × M）      （式 3-2） 

 

L1 = 總樣品體積（mL） 

L2 = 分析樣品體積（mL） 

M = 茶葉重（mg） 

A = 吸光值  

1.957 = 常數  
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3.5.4 蛋白質濃度分析 

 本實驗所使用的基質為不可溶解之固體物，所以無法藉由測量 OD600

來得知細胞生長。由於細胞構成的主要成分為蛋白質，所以可藉由測定蛋

白質濃度來代表細胞的生長。本實驗使用市售蛋白質分析套件（Bio-Rad 

Protein Assay）以及 Bradford 測定蛋白質的方法來進行分析（Bradford, 

1976），並以牛血清蛋白做為蛋白質標準品來配置檢量線（附錄一），實驗

步驟如下： 

抽取 1 mL 的培養液離心（10000 rpm × 10 min）去掉上清液，加入 1 mL 

Tris buffer（pH 7.6）讓細胞重新懸浮後再次離心（10000 rpm × 10min），

離心後去掉上清液，此步驟重複一次。加入 0.9 mL Tris buffer 及 0.1 mL 1N 

NaOH，將細胞重新懸浮後置入 100℃的熱水 15 分鐘，離心後將上清液依

照所需濃度進行稀釋，並和試劑以 4：1 的比例充分混和後靜置 5 分鐘，

等待反應完成，使用分光光度計（Spectrophotometer; SHIMADZU, UV 

mini-1240, Tokyo, Japen）在波長 595 nm 之下測量吸光值。 

 

3.5.5 還原醣濃度分析 

 還原醣濃度分析是參考了 DNS 法（Miller, 1959）並經由學者修改，其

原理為 DNS 試劑中的 3,5-二硝基水楊酸能與還原醣產生氧化還原反應，生

成 3-氨基-5-硝基-水楊酸，該物質會引起呈色反應，藉由呈色程度來判斷

還原醣的多寡。由於纖維素水解後的主要產物為葡萄糖，因此製作檢量線

時以葡萄糖為標準品（附錄二），實驗步驟如下: 

 從培養液中採取 1 mL 樣本離心（10000 rpm × 10 min），取 0.5 mL 的

上清液與 0.5 mL DNS 試劑等體積的進行混合，混合完畢後置於 100℃水浴

10 分鐘，水浴完後將樣本放入冷水中快速的冷卻至室溫，再利用分光光

度計測量波長 540 nm 下的吸光值。 
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3.5.6 氣相產物分析 

本實驗之氣體測量是利用排水集氣法在固定的時間收集血清瓶內所產

生的 Biogas，其構造如 Fig 3-4，再以氣相層析儀（SHIMADZU GC-14B Gas 

Chromatograph, Tokyo, Japen）配合 Thermal conductivity detector （TCD）

分析其產出的氫氣濃度，使用之管柱為 Porapak T 80/100，注入之樣品體積

為 0.4 mL。儀器分析條件之溫度分別為：oven 50℃、inject 120℃、detecter 

140℃，使用之載流器為氮氣，流速為 25 mL/min 

氫氣檢量線（附錄三）配製步驟如下，先使用氮氣將密閉之血清瓶內

的氣體置換，再以針筒打入不同百分比之氫氣，之後將氣瓶洩壓直至沒有

氣體排出為止。 

 

 

 

Fig 3-4 Schematic diagram of determines biogas volume.  
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3.5.7 液相產物分析 

 為了瞭解在培養微生物過程中所產生的揮發性脂肪酸、醇類及糖類濃

度，使用高效能液相層析儀（High performance liquid chromatography; HPLC）

來分析液相中的代謝產物，並根據纖維素水解產氫可能會產生出的代謝物

來配置檢量線。本研究液相層析儀使用之偵測器為 Refractive index detecter

（ SHIMADZU RD-10A, Tokyo, Japen ），分析管柱為 Transgenomic 

COREGEL 87H3 （300mm × 7.8mm），移動相為 0.008 N H2SO4溶液，流

速 0.6 mL/min，樣品注射體積為 20 μl。樣品進行分析之前必須先經過離心

（10000 rpm × 10 min）去除掉固體物，再將上清液通過孔徑 0.22μm 之針

頭過濾器後才可進行 HPLC 分析。 

 

3.5.8 產氫模式分析 

實驗過程中的產氫能力由 Gompertz equation 回歸經過修改，將原本套

用在人口成長模式上的公式套用於微生物生長模式上。微生物在生長的時

候會先有一段遲滯期（𝜆），然後進入對數生長期，也就是最大反應速率

（Rmax），之後再進入穩定期（Lay et al., 2013）。 

 

𝐻 = 𝐻𝑚𝑎𝑥 × 𝑒𝑥𝑝 {−𝑒𝑥𝑝 [
𝑅𝑚𝑎𝑥×𝑒

𝐻𝑚𝑎𝑥
(𝜆 − 𝑡) + 1]}      （式 3-3） 

 

H = 累積產氫量（mL） 

Hmax = 平衡時產氫量（mL） 

λ = 遲滯期（hr） 

t = 反應時間（hr） 

Rmax = 最大產氫速率（mL/hr） 

 



 

49 
 

3.6 菌相分析 

3.6.1 DNA 萃取 

本實驗使用市面上販售之商業套件（GeneMark DNA Extraction Kits）

來進行 DNA 的萃取。取 1 mL 之培養液至於微量離心管離心後取上清液，

加入 200 μl Extraction Solution 與微生物細胞進行充分混合後再 液體與細

胞混合均勻，置於 56℃水浴槽 1 小時直至液體澄清組織完全分解。將分解

完成的液體以 14000 × g 轉速離心 5 分鐘，將上清液移到新的微量離心管，

並加入 4μl RNase A solution 靜置 5 分鐘。加入 200 μl Binding Solution 上

下翻轉微量離心管使之混合均勻，置於 70℃的水浴槽中 10分鐘，加入 200μl

酒精混合均勻後將混合液全部加入 Spin column 中離心 1 分鐘，將濾液丟

棄並加入 300 μl Binding Solution 清洗 1 分鐘，將濾液丟棄並加入 700 μl 

Wash Solution 離心 1 分鐘，此步驟重複一次。去除濾液並離心 5 分鐘去除

Wash Solution中的酒精，避免殘留的酒精干擾後續實驗，將離心完後的Spin 

column 至於新的微量離心管中，加入 100 μl 之 Elution Solution 靜置 1 分

鐘，離心 1 分鐘後將 DNA 回收，儲存於 -20℃。 

 

3.6.2 DNA 濃度與純度檢測 

 測量 DNA 樣品在 260 nm 及 280 nm 的吸光值可以得知 DNA 濃度及純

度，其吸光值 260 nm 是核酸的濃度，而 280 nm 則是蛋白質中的濃度。 

DNA 樣品純度的計算方式為吸光值 260 nm/ 280 nm 之比值，比值範圍介

於 1.8 – 2.0 為最佳的範圍。以雙股 DNA 來說，1 OD260＝ 50（ng/μl），所

以依照下列公式（式 3-3）計算得以計算出核酸濃度： 

 

50（ng/μl）× OD260 of sample ＝ Concentration of DNA (μg/ml) 

（式 3-3） 

  



 

50 
 

3.6.3 洋菜膠電泳 

洋菜膠（Agarose）凝固後會形成為一個網狀的多孔結構，可有效的分

離不同分子量大小的物質。在實驗時，依據 DNA 片段長度來配置不同濃

度的洋菜膠（Table 3-7），最後可由完成後的電泳圖譜來判斷 DNA 片段長

度及依照亮度來粗略估計 DNA 濃度。實驗方法如下： 

使用 1X TAE buffer 配置所需濃度之洋菜凝膠，將膠體注入模具中等待

乾燥，凝固後將 6X loading dye 與樣品以 5：1 的比例混合併注入膠片 Well

中，以 50V 的電壓在 1X TAE buffer 內泳動。完成後浸泡於溴化乙錠

（Ethidium bromide; EtBr）溶液（0.0005 mg/mL）中染色 15-30 分鐘，再

置於 UV 光下觀察。 

 

Table 3-7 Agarose gel concentration for DNA fragments 

Agarose gel percent（%） DNA size（kbps） 

0.5 0.8-25 

0.7 0.5-15 

1.0 0.3-12 

1.5 0.2-10 

2.0 0.1-2 

 

3.6.4 聚合酶鏈狀反應 

聚合酶鏈狀反應（Polymerase Chain Reaction, PCR）是利用人工合成的

引子（primer）為模板，選定特定範圍的序列進行 DNA 的擴增反應，利用

溫度控制 DNA 的變性、引子黏合與引子的延伸（27f + 1522r 及 341f + 

926r），不斷重複這三個循環使目標序列以倍數增加。本實驗之目標序列為

細菌之 16S rDNA，將該片段進行擴增放大後以利於進行後續的實驗。在

實驗之中使用的引子、操作參數整理如 Table 3-8 ~ 3-10。 
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Table 3-8 PCR primer use for 16S rDNA 

Primer Sequence (5’ - 3’) Specificity 

27F AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG Bacteria 

1522R AAG GAG GTG WTC CAR CCG CA Bacteria, Archaea 

341F*  CCT ACG GGA GGC AGC AG Bacteria 

926R CCG TCA ATT CTT TGA GTT T Universal 

W=A,T; M=A,C;R=A,G  

*GC clamp = 5’- CGC CCG CCG CGC GCG GCC GGG GCG GGG GCA 

CGG GGG G - 3’ 

 

Table 3-9 Temperature program in PCR reaction 

 

 

Table 3-10 Reagent concentration in PCR reaction 

Reaction Activation Denaturation Annealing Extension Final 

Temp (℃) 94 94 56~53 72 4 

Time( min ) 5 1 1 1 ∞ 

Cycle 1 30 1 

Components Volume (μl) Final conc. 

10X PCR buffer 2.5 1X 

dNTP mix 0.5 200 μM of each dNTP 

Primer (R) 1 0.2 μM 

Primer (F) 1 0.2 μM 

Tag Polymerase 1 1.0 U/μl 

Water 1 - 

Template DNA 18 20 ng/μl 

Total 25 - 
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3.6.5 變性梯度膠體電泳 

為了瞭解瘤胃液抑制甲烷菌後微生物菌相的改變，以及在產氫醱酵中

微生物菌群生長過程中的結構變化，使用變性梯度膠體電泳（Denaturing 

Gradient gel electrophoresis; DGGE）將不同微生物之序列分離，以利後續

分析研究之用。DGGE 是根據 DNA 序列在不同濃度之變性劑（尿素及甲

醯胺）下造成的解鏈程度不同使其在泳動過程之中有所變化，應而到達鑑

定不同微生物種類之功能。DGGE 在應用上受到序列長度的限制，一般來

說序列長度介於 200 - 700 會有較好的分離效果，故在擴增目標序列的時候

需要使用到巢式 PCR 反應法，先使用較大一組引子擴增目標序列，再將這

組反應完的產物以小片段引子再進行第二次 PCR 反應，此種 PCR 反應可

以得到純度較高的 DNA 序列，在後續的實驗上分離效果也比較理想。 

在本次實驗中使用引子 27f + 1522r 及 341f + 926r 擴增微生物之 16S 

rDNA 片段序列（Table 3-11），並在 forward 端添加 GC clamp，防止在泳

動的過程中雙股 DNA 過度變性造成開鏈成為單股，在聚丙烯醯胺膠片中

依據不同菌株序列組成配置 45%至 55%的變性範圍，觀察微生物結構之變

化。 

 

Table 3-11 Reagnet of polyacrylamide gel 

Reagent 45% 55% 

40% Acrylamide/Bis 4 mL 4 mL 

50X TAE buffer 0.4 mL 0.4 mL 

Formamide (deionized) 3.6 mL 4.4 mL 

Urea 3.78 g 4.62 g 

ddH2O To 20 mL To 20 mL 

Ammonium persulfate (APS) 0.1% 0.1% 

Tetramethylethylenediamine (TEMED) 8μl 8μl 
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3.6.6 Cloning of PCR-amplified 16S rDNA sequence 

由於某些菌株序列過於接近，使用變性梯度凝膠電泳沒辦法完全將其

分離，送樣結果顯示序列雜亂，故使用基因克隆的方式完成分離菌株之方

法。 

本實驗使用 T&A
TM

 cloning kit 以及勝任細胞 E. Coli DH5α 做為載體，

先將樣本從DGGE膠片切下後使用QIAEX II Gel extraction kit回收DNA，

再使用細菌之 16S rDNA 引子 341f + 926r 針對目標基因進行擴增。將 PCR

產物與 kit 內所附之 ligation buffer A 及 ligation buffer B 和 Vector 混合後置

於 4℃反應隔夜。將勝任細胞握於掌心解凍後置於碎冰上，把 ligation 完後

的樣品加入裝有勝任細胞的離心管內，輕彈管壁使樣品與勝任細胞混合均

勻並置於碎冰上 5 分鐘，接著在 42℃的水浴槽反應 45 秒，反應完後再將

樣菌液塗抹於平板培養基上。先準備含有抗生素（50 μg/mL Ampicillin）與

藍白篩試劑（0.5 mM X-gal 及 40 μg/mL IPTG）之 LB 培養基，將轉殖完的

勝任細胞均勻塗抹於 LB 培養基上，以 37℃培養 16 小時。 

Vector 本身帶有含抗生素之基因與一段半乳糖苷酶基因（LacZ），而在

半乳糖苷酶基因上含有質體的切點（Fig 3-5），當有外源 DNA 崁入時會造

成半乳糖苷酶酵素失活，使菌落呈現白色形態；若是沒有外源 DNA 干擾，

半乳糖苷酶則會和 X-gal 產生反應呈現藍色。在挑菌時挑選擇有嵌入外來

DNA 的白色菌落，劃盤於含有藍白篩之培養基上再次確認。培養完後使用

滅菌後的牙籤挑取菌株並混合於配置好的 PCR 反應溶液中，使用 M13 引

子進行 Colony PCR，再使用凝膠電泳確認目標基因是否崁入載體，最後再

將成功崁入序列之樣品交由定序公司委託序列定序。 
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Fig 3-5 Sequence reference points of T&A™ Cloning Vector. 

 

 

 

Fig 3-6 Multiple cloning site sequences of T&A™ Cloning Vector. 

 

 

3.6.7 親緣分析 

將克隆完後的樣本委託明欣生物科技有限公司進行序列定序，待定序

完後將收到的序列資料以 MEGA 軟體將序列進行修飾，再上網至 National 

Center for Biotechnology Information （NCBI）之基因資料庫（Gene Bank）
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以 Basic Local Alignment Search Tool（BLAST） 進行比對，搜尋與樣品序

列相似之序列資料。將比對後相似之序列下載，並以 MEGA 6 軟體將所有

序列進行 Alignmeny，接著繪製親緣關係樹圖。在統計分析設定上選擇最

大似然法（Maximum Likelihood），分析條件 Bootstrap Replication 進行 500

次重複分析。 

 

3.7 RSM 實驗設計 

本研究探討了培養溫度、pH 以及亞鐵離子濃度對產氫的最佳化條件，

在因子的選擇上，由於茶葉含有的茶多酚對產氫醱酵以及微生物的活性影

響有許多不確定之因素，因此在因子的選擇上將基質濃度的變因排除，固

定於 20 g/L 的條件下進行其它因子的反應。 

經過先前培養最適化實驗結果將條件設定下：溫度 50 - 60℃、pH 5 - 8、

亞鐵離子濃度 0 - 400 mg/L，以這三項為變因設計出由 8 個二水準角點設

計、6 組軸點設計和中心點重複 5 次共計 19 組實驗（Table 3-12），並在不

同時間點監測氣相、液相產物，並以統計軟體 Minitab 計算出最佳反應條

件。 
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Table 3-12 Experimental design for optimizing fermentative hydrogen 

production 

Run 
Temperature pH Fe

2+
 

X1 x1 X2 x2 X3 x3 

1 50 -1.68 6.5 0 200 0 

2 53 -1 5.6 -1 320 1 

3 53 -1 5.6 -1 80 0 

4 53 -1 7 1 320 1 

5 53 -1 7 1 80 -1 

6 57 0 8 1.68 200 0 

7 57 0 5 -1.68 200 0 

8 57 0 6.5 0 400 1.68 

9 57 0 6.5 0 0 -1.68 

10 60 1 7 1 320 1 

11 60 1 5.6 -1 320 1 

12 60 1 5.6 -1 80 -1 

13 60 1 7 1 80 -1 

14 65 1.68 6.5 0 200 0 

15 57 0 6.5 0 200 0 

16 57 0 6.5 0 200 0 

17 57 0 6.5 0 200 0 

18 57 0 6.5 0 200 0 

19 57 0 6.5 0 200 0 

註：Run15~19 為中心點，重複 5 次 
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第四章 結果與討論 

4.1 基質成份組成分析 

 茶葉之化學需氧量為 1.5 COD g/L，其木質纖維素組成如 Fig 4-1，纖

維素、半纖維素及木質素組成分別為 28%、20%以及 6%，s 剩下則是由一

些可溶性碳水化合物、蛋白質、脂質及一些維生素所組成。在植物纖維素

的構造上，木質素將纖維素以及半纖維素包裹住形成複雜的結構，而木質

素又是以難以水解的苯丙烷單體所組成，因此若是木質素所占比例高的話

會影響微生物水解的功效。由於茶葉的部位是在葉片的位置，所以木質素

所占比例也就相對的較低，除了一些細胞內容物外，剩下大約 50%的纖維

素及半纖維素都是微生物較好水解利用的。 

茶葉與目前常見之纖維素水解產氫醱酵基質成分組成比較如 Table 4-1，

茶葉在纖維素的含量中比起稻稈、玉米桿、柳枝稷及稻殼相比沒有特別高，

但木質素的含量卻是遠遠低於這些原料，明顯有著低木質素含量之優勢，

在產氫醱酵上就可以省下許多基質前處理的過程，減少能源的消耗。 

 

 

Fig 4-1 Composition of tea leaves fiber. Cell contents included soluble 

carbohydrates, proteins, lipids, minerals and vitamins 

  

Hemicellulose 

20% 

Cellulose 

28% 

Lignin 

6% 

Cell contents 

46% 
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4.2 嗜熱菌種之培養 

 本研究選用了由東海牧場荷仕登乳牛採取之瘤胃液做為纖維素水解產

氫之菌種來源，將採回來的瘤胃液按照反應體積 10％之比例植入血清瓶內，

培養中基質為一般使用碳粉印表機影印之廢紙（市售一般 A4 影印紙）5 g/L，

並在 55℃高溫的環境之下進行培養出嗜熱微生物菌群。經過 5 個世代培養

後，瘤胃液菌群能在五天之內將纖維素完全分解（Fig 4-2），經過氣相層析

儀分析氣體組成，主要產生出之 Biogas 以甲烷、氫氣為主，但在代謝過程

中因甲烷菌會將氫氣利用轉換成甲烷及二氧化碳，所以氫氣的累積較甲烷

來的低。液相代謝產物主要為乙酸以及丁酸和少量的丙酸和乙醇，在培養

5 天後乙酸的累積到達了 1534 mg/L，由此判斷此菌群主要代謝途徑為乙酸

（Fig 4-3）。 

 

 

  

Fig 4-2 Biodegradation of waste paper by thermophilic anaerobic 

microorganisms from rumen fluid.  

0 day 5 day 
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Fig 4-3 Cumulative biogas production by rumen bacteria. (a) microbial growth, 

(b) cumulative biogas production, (c) daily pH, (d) soluble metabolic, Culture 

were incubate at 55℃ with 5 g/L waste paper. In this experiment, hydrogen 

production are less than methane.  

(a) (b) 

(c) (d) 
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4.3 甲烷菌抑制 

 瘤胃微生物菌群在培養 5 天內可以完全將纖維素水解完，並且確定氣

相產物中有氫氣的存在，因此鎖定該菌群進行甲烷菌抑制試驗。在抑制實

驗中選用了二硝基乙醇（2-nitroethanol, 2NEOH）、2-溴乙基磺酸鈉

（2-bromoethanesulfonate, BES）、硝酸鈉（Sodium nitrate, SN）以及熱處

理四種不同方式比較抑制後氫氣醱酵之情形，每種抑制劑添加至培養基

的最終濃度為 1.2 mM，熱處理則是將菌種植入培養基後在 121℃之下滅

菌 15 分鐘得到能產內孢子之產孢微生物，使用基質為 5 g/L 之廢紙。 

 結果如 Fig 4-3 所示，在五種不同抑制方法中使用 2NEOH 抑制劑可以

將甲烷菌徹底的抑制，培養的 5 天中沒有監測到甲烷的產生，氫氣在培養

12 小時的時候就開始累積，累積產氫量最高為 291 mL/L。pH 在經過

2NEOH 抑制後並沒有太大的變化，在培養 96 小時候降到 pH 6.1 左右。總

揮發性脂肪酸與沒抑制甲烷菌的菌群相比少了將近 1400 mg/L，主要的差

異變化在乙酸產量上，2NEOH 抑制後乙酸累積產量為 2260 mg/L，沒抑制

的則為 3859 mg/L。經 2NEOH 抑制後丙酸的產量從 121 mg/L 下降至 39 

mg/L，在醱酵時丙酸的累積是較不利於產氫的，經抑制後丙酸明顯的減少，

有利於在醱酵中氫氣的生產。 

經過熱處理的實驗組在 24 小時候才開始有少量的氫氣產出，最後累積

產氫量為 145 mL/L，這是因為產孢菌從孢子萌芽成細胞需要一段時間來作

用，因而造成生長延遲，所以不管在氣相產物或是液相代謝產物的累積都

較少， pH 從初始的 pH 7.1 下降到了 pH 6.7，由於生長緩慢影響了代謝產

物產量，所以酸化程度不是很明顯。從還原醣的數據顯示指出，在培養 24

小時後才開始有些微的水解作用，在微生物生長上細胞乾重只累積了 52 

mg。熱處理與 2NEOH 兩者都能將產氫菌篩出，但熱處理只能保留下具產

孢能力之菌株，在最後累積氫氣產量上熱處理得到之結果只有 2NEOH 的
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一半。 

使用 BES 做為抑制劑不能將甲烷菌徹底抑制，雖然甲烷產量比起沒添

加抑制劑時有明顯的下降趨勢（Fig 4-4 b），但在氫氣的最高累積上卻只高

出大約 15 mL/L（Fig 4-4 a）。在液相代謝產物的部分，乙酸有些微減少，

但可能是因為抑制甲烷菌不完全所以總揮發脂肪酸與 2NEOH 相比還是高

出 400 mg/L 左右，丙酸在累積上仍然有 89 mg/L。 

SN 在甲烷菌抑制劑中沒有任何顯著的結果，在氣相代謝產物中累積產

氫量以及累積甲烷都與沒抑制的沒有太大差異，液相代謝產物分析的結果

也相差無幾，總揮發酸性脂肪酸在最後累積為 3588 mg/L。 

BES 應用在甲烷抑制上非常廣泛，但在本實驗中發現到了 BES 無法完

全將甲烷抑制住的情形，這個結果也在 Zhou 等人研究中發現相同趨勢

（Zhou et al., 2011）。這可能是因為抑制劑所添加量不足所導致，本實驗所

添加之最終濃度 1.2 mM 和 Zhou 等人添加濃度 12 mM 均有抑制不完全的

現象，但是在 Danko 等人之研究中添加 25 mM 之 BES 可以將甲烷完全抑

制並且提升產氫（Danko et al., 2008），因此推測 BES 添加之濃度也會影響

抑制的效果。 

在相同抑制濃度之下 2NEOH 比起 BES 抑制能得到較好的結果，從累

積氫氣的結果中與熱處理的方式比起能保留住更多具產氫能力之微生物，

並且在十個繼代培養後也沒有任何甲烷的生成，因此後續實驗使用 2NEOH

抑制後的菌液。 
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Fig 4-4 Inhibition effect of various inhibitors on methanogensis by rumen 

mixed flora (a) cumulative hydrogen production, (b) cumulative methane 

production, (c) microbial growth, (d) daily pH, (e) soluble metabolic, (f) 

reducing sugar. Cultures were incubated at 55℃ with 5 g/L waste paper.  

(a) (b) 

(c) (d) 

(f) (e) 
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Table 4-1 The compositions of different hydrogen production feedstock 

（Abbas et al., 2009） 

Type Cellulose Hemicellulose Lignin Cell contents 

Rice straw 40% 26% 13% 21% 

Corn stover 38% 25% 17% 20% 

Rice hulls 30% 34% 13% 23% 

Switchgrass 33% 26% 18% 23% 

Tea leaves 28% 20% 6% 46% 

Cell contents = soluble carbohydrates, proteins, lipids, minerals and vitamins 

 

 

4.4 環境影響因子 

4.4.1 不同溫度對水解產氫之影響 

培養溫度對於微生物的生長可是說有著顯著的影響，為了後續探討以

廢茶葉為基質並進行反應曲面統計分析，必須先找出一個適當的溫度生長

範圍。本次實驗使用 5 g/L 茶葉渣為基質，探討在不同溫度培養下的生長、

代謝情形。 

結果如 Fig 4-5 和 Table 4-2 所示，在溫度過高和太低的培養之下會對

微生物的生長活性直接造成影響。在 65℃的溫度培養下，培養時間經過 120

小時後 pH 仍然維持在 7，在液相代謝產物中也沒有分析到揮發性脂肪酸

的累積，還原醣的濃度變化同樣的也幾乎呈現水平沒有變動。液相、氣相

以及細胞量顯示結果都指出在此溫度下培養抑制了微生物的生長活性，沒

有任何代謝活動進行。 

在培養溫度 50℃和 55℃之下微生物皆有生長及代謝活動，但是在 50℃

的培養下較不利於細胞的生長，細胞濃度最高僅只有 118 mg/L，而在 55℃

的培養下微生物生長活性較佳，細胞濃度最高達到了 196 mg/L。在氣相產

物的部分，於 50℃培養時 biogas 以及氫氣產量也較為低，在累積產氫上不

超過 80 ml/L；而在 55℃培養的時候氫氣的累積在培養第 92 小時候可以累
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積到 82 ml/L，氫氣濃度為 4.92%。在基質水解比例的部分，藉由培養前後

基質乾重差來推算基質水解效率，50℃和 55℃在基質降解上僅只有 19.64%

和 24.81%，水解效果不理想。兩者在還原醣濃度變化上顯示曲線呈現平穩

狀態，水解狀況較不明顯。在揮發酸的累積上兩者在乙酸的累積量上相差

無異，但是在 50℃培養的時候會造成丙酸的累積（Fig 4-5 e），累積的量高

於在 55℃的培養，乙醇的累積也同樣高於 55℃培養。 

瘤胃產氫腸胃道菌群在 60℃下的培養下能得到最大的細胞生長（Fig 

4-5 a及Table 4-2），細胞乾重最高可達 224 mg/L，最大產氫量約為 137 mL/L，

氫氣的濃度為 7.18%，基質的降解率為 32.87 %，還原醣從初始的 24 mg/L

開始累積至 35 mg/L，接著緩緩下降減少；總揮發性脂肪酸的累積濃度為

6674 mg/L，其中乙酸之累積濃度為 5033 mg/L， pH 隨著代謝物產生而緩

緩下降，從初始之 pH 6.9 開始培養到 120 小時後 pH 下降至 pH 6.3。 

從實驗證明，該菌群最適生長溫度在 60℃的培養條件下生長活性、水

解反應以及產氫酵素的作用都能達到最大的反應量，因此後續實驗將由此

培養溫度計續進行。 

 

 

Table 4-2 Comparison of substrates hydrolysis and hydrogen production at 

different temperature 

  50℃ 55℃ 60℃ 65℃ 

Specific growth rate (hr
-1

)  0.01 0.01 0.03 - 

Substrates degradation percentage (%) 19.64  24.81  32.87  - 

Hydrogen yield ( mmol H2/ g COD ) 0.02  0.08  0.19  - 

H2 production rate (mL/L‧hr) 0.89  1.97  2.30  - 

H2 content (%) 5.02  4.92  7.18  - 

  



 

65 
 

(c) 

(e) (f) 

50 55 60 65 

H
y
d
ro

g
e

n
 y

ie
ld

 (
m

o
l 
H

2
/g

 C
O

D
)

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

H
2
 p

ro
d
u

c
ti
o
n
 r

a
te

 (
m

L
/L

 h
r)

0

1

2

3

4

5

6

Hydrogen yield

H
2
 production rate

Time (hr)

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132

R
e
d

u
c
in

g
 s

u
g
a

r 
(m

L
/L

)

0

10

20

30

40

50

50 
o
C

55 
o
C

60 
o
C

65 
o
C

 50  55  60  65

S
o

lu
b

le
 m

e
ta

b
o

li
c
 (

m
g

/L
)

0

2000

4000

6000

8000

Acetate

Propionate

Butyrate

TVFA

Ethanol

Time (hr)

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132

p
H

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

50 
o
C

55 
o
C

60 
o
C

65 
o
C

Time (hr)

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132

C
e

ll
 d

ry
 w

e
ig

h
t 
(m

g
/L

)

0

50

100

150

200

250

50 
o
C

55 
o
C

60 
o
C

65 
o
C

Time (hr)

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132

C
u

m
u

la
ti
v
e

 o
f 
h

y
d

ro
g

e
n

 p
ro

d
u

c
ti
o

n
 (

m
L

/L
)

0

20

40

60

80

100

120

140

160

50 
o
C

55 
o
C

60 
o
C

65 
o
C

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 4-5 Effect of temperature on biohydrogen fermentation, (a) microbial 

growth, (b) cumulative hydrogen production, (c) daily pH, (d) reducing sugar, 

(e) soluble metabolic, (f) hydrogen yield and hydrogen production rate. Culture 

were incubate with 5g/L waste tea leaves.  

(a) 

(d) 

(b) 
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4.4.2 不同 pH 值對水解產氫之影響 

纖維素水解酵素會被環境 pH 所影響，而不同的水解酵素所需的最佳

pH 範圍也不一，但一般來說 pH 值都被控制在一個能使三種水解酵素都發

揮到極大的範圍做為實驗依據（Li et al., 2013）。 

 結果如 Fig 4-6 及 Table 4-3，大多數細菌所偏好的生長 pH 範圍約為 pH 

7 左右，過高或是過低都會直接干涉到酵素作用活性。pH 5 之實驗組在培

養 48 小時候 pH 值已經降至為 4.8，低 pH 對微生物的生長、活性及代謝都

會受到干擾比生長速率降至 0.01hr
-1，在細胞乾重最高只累積了 158 mg/L；

產氫酵素的活性也大幅降低，在培養 120 小時後累積 bioges 也只有 585 

mL/L，氫氣產量最高累積為 114 mL/L，氫氣濃度為 6.7%。纖維素水解作

用也受到影響，在培養結束時只有降解 10.29 %的廢茶葉基質；還原醣也沒

有明顯的累積，曲線呈現水平的趨勢。而在 pH 8 培養之下的結果顯示，

微生物受到過高的初始 pH 所影響造成菌體無法生長，在培養期間沒有監

測到任何氣相以及液相代謝產物的累積。 

pH 7 從比生長速率看是與 pH 6 無差異的（Table 4-3），但 pH 7 在基質

降解率可以達到 36.05%，氫氣產量與產氫速率也高達 0.69 mmol H2/ g COD

及 2.33 mL/L‧hr，氫氣的含量為 7.75 %，而累積最高氫氣可達到 163 mL/L，

高於 pH 6 的 128 mL/L。在液相產物的部分，pH 7 累積的總揮發性脂肪酸

大幅高於 pH 6 所累積之產量（8585 mg/L 及 8830 mg/L），在還原醣的累積

上 pH 7 從初始的 24 mg/L 開始緩慢的累積，在培養 96 小時的時候卻又大

幅下降；pH 6 的還原醣濃度變化不大，培養開始緩緩的下降，到了 72 小

時候才開始有些許的增加。 

然而從結果顯示，pH 5 氫氣的產量卻是高於 pH 6 以及 pH 7，這是因

為 pH 5 的基質降解率低，經過換算後 1 g COD 能生產出的氫氣也就相對

的高，所以也就造成了產氫量高於 pH 6 以及 pH 7 的現象。 
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 本次批次實驗之最佳條件落在 pH 7，在此條件下馴養微生物菌群可以

得到最佳的產氫結果，同時細胞乾重也累積至 202 mg/L 比起 pH 6 高出約

10 mg 的量；在氫氣產量上 pH 7 氫氣累積最高產量為 163 mL/L，pH 6 則

為 128 mL/L，氫氣含量分別為 7.75％及 7.25％，諸多結果顯示在此條件下

氫化酶以及微生物活性代謝都較佳，因此後續實驗將以此條件繼續進行。 

 

 

Table 4-3 Comparison of substrates hydrolysis and hydrogen production at 

different pH’s 

  pH 5 pH 6 pH 7 pH 8 

Specific growth rate (hr
-1

)  0.01 0.03 0.03 - 

Substrates degradation percentage (%) 10.29  33.81  36.05  - 

Hydrogen yield (mmol H2/ g COD) 1.27  0.59  0.69  - 

H2 production rate (mL/L‧hr) 0.41  1.36  2.16  - 

H2 content (%) 6.71  7.25  7.75  - 
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Fig 4-6 Effect of different pH’s on biohydrogen fermentation, (a) microbial 

growth, (b) cumulative hydrogen production, (c) daily pH, (d) reducing sugar, 

(e) soluble metabolic, (f) hydrogen yield and hydrogen production rate. Culture 

were incubate at 60℃.  

(a) 

(c) (d) 

(b) 

(e) (f) 
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4.4.3 不同基質濃度對水解產氫之影響 

基質濃度對微生物的生長是個重要的影響因子，太少會影響微生物的

生長代謝活性，太多則會造成過多副產物抑制細胞生長（Yu et al., 2002）。

本次實驗以上次實驗最佳化的條件後做為基準，並進行不同基質濃度對產

氫的評估。 

微生物的生長、代謝隨著基質濃度增加而提高，在 5 g/L 的培養濃度

下液相產物以及氣相產物都略低（Fig 4-7），pH 值從培養初期的 pH 7 開始

緩緩下降，到最後維持在約 pH 6.5，總揮發酸的累積最後為 8568 mg/L，

還原醣濃度從培養一開始的時候持續的下降，在第 48 小時候維持持平的

情況，最後在 96 小時候則有些微的增加，最終濃度為 16 mg/L。基質濃度

10 g/L 的培養條件下不管是細胞乾重、液相產物的累積以及氣相產物都高

於 5 g/L，在細胞的生長上，細胞乾重累積達到了 184 mg/L，pH 在培養最

終的時候降至 pH 6.3，總揮發酸累積為 9022 mg/L。在累積產氫量上達到

了 224 mL/L，氫氣的濃度增加至 4.85％，從兩組不同實驗中可明顯觀察到

基質濃度增加後產物的變化。 

在基質濃度 20 g/L 的培養下，氫氣的累積產量最高增加至 148 mL/L，

比生長速率增加為 0.03 day
-1，氫氣濃度、纖維素降解率、氫氣產量以及產

氫速率也都是高於 5 g/L 及 10 g/L（Table 4-4）。在液相產物的部分，20 g/L

所累積之總揮發酸較高，所以 pH 值在培養最後的時候下降幅也大，從初

始的 pH7下降至 pH 5.9。還原醣在培養 24小時後開始快速下降至 8 mg/L，

但在 96 小時候卻又大幅上升至 19 mg/L。 

而在 30 g/L 培養之下，微生物受到基質濃度過高的影響，微生物的生

長以及產氫酵素受到了抑制，細胞濃度最高累積只有 34 mg/L，僅為其它

濃度的 1/6 而已。在氣相代謝產物上的累積也非常微量，累積氫氣產量僅

為 15 mL/L。pH 在變化上較急驟，受到基質濃度的影響，在培養的 24 小
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時內就快速的下降到 pH 5.5，基質的降解率僅只有 9.78%，氫氣含量也非

常低，僅為 0.96%。相反的揮發性脂肪酸卻有明顯的累積，總揮發性脂肪

酸累積為 11940 mg/L，高於 5 g/L 及 10 g/L。三者在乙酸的累積上差異不

大，但是 30 g/L 之丁酸的產量卻是兩者的兩倍之多。在微生物代謝中進行

乙酸醱酵是較利於產氫的，根據先前的實驗顯示，此微生物菌群在代謝途

徑中主要以乙酸醱酵為主，培養於 30 g/L基質濃度由於液相副產物的累積，

不僅影響了生長，代謝路徑也受到了改變，丁酸的濃度大幅的累積，高於

在 20 g/L 培養的條件下。 

由結果得知，此瘤胃產氫菌群以廢茶葉基質 20 g/L 的濃度之下可以獲

得較好的水解產氫結果，濃度過高不僅會抑制微生物之生長，代謝路徑也

會轉向較不利產氫的丁酸醱酵途徑。 

 

 

Table 4-4 Comparison of substrates hydrolysis and hydrogen production at 

different substrates concentration 

  5 g/L 10 g/L 20 g/L 30 g/L 

Specific growth rate (hr
-1

)  0.02 0.02 0.03 - 

Substrates degradation percentage (%) 32.24  33.81  36.05  9.78 

Hydrogen yield (mmol H2/g COD) 0.72  0.83  0.94  0.13 

H2 production rate (mL/L‧hr) 2.51 2.55  4.95  0.33 

H2 content (%) 3.70  4.85  7.70  0.96 
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Fig 4-7 Effect of different substrates concentrations on biohydrogen 

fermentation, (a) microbial growth, (b) cumulative hydrogen production, (c) 

daily pH, (d) reducing sugar, (e) soluble metabolic, (f) hydrogen yield and 

hydrogen production rate. Culture were incubate with pH 7 at 60℃.  

(d) 
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4.4.3 不同亞鐵離子濃度對水解產氫之影響 

已經有許多研究證明，在適當的濃度內額外補充亞鐵離子有助於產氫

菌的生長以及提升產氫速率（Ding et al.,2004）， Kim 和 Zeikus 研究指出，

Clostridium acetobutylicum 代謝路徑從酸化至醇化時，生物體內的氫化酶以

及產氫速率會逐漸減少（Kim and Zeikus, 1985），從外部額外補充適當濃度

的亞鐵離子有助於保持氫化酶的活性，以及減緩鐵離子的消耗（Lee et al., 

2001）。本實驗將條件設置在基質濃度 20 g/L、溫度 60以及 pH 7的條件下，

將添加之 FeCl 濃度範圍設定在 0 mg/L ~200 mg/L，測試不同濃度之亞鐵離

子對暗醱酵產氫之影響。 

實驗結果如 Fig 4-8 及 Table 4-5，三種濃度雖然在基質的降解率上差

異不大，不添加 2 mg/L 及 200 mg/L 分別為 32.14%、33.15%以及 33.94%，

但氫氣的產量明顯受到了影響，不添加 FeCl 的情況下在最終的累積最高氫

氣只有 251 mL/L，氫氣的含量也只有約 13.12%；而在 2 mg/L 的濃度之下

累積氫氣為 329 mL/L，氫氣含量 18.55%。當亞鐵離子濃度增加到 200 mg/L

時，氣相代謝產物以及液相產物明顯增加，產氫量以及產氫速率明顯提升

至 1.02 mmol H2/ g COD 和 8.80 mL/L‧hr，累積氫氣最高為 380 mL/L，氫

氣濃度的也增加至 18.57%。 

從批次實驗結果顯示，額外補充亞鐵離子對基質的水解作用沒有太大

的影響，但在提升氫氣產量、累計產氫以及氫氣的含量都有顯著的差異。 

 

Table 4-5 Comparison of substrates hydrolysis and hydrogen production at 

different ferrous ions 

  Without FeCl
+
 2 mg/L 200 mg/L 

Specific growth rate (hr
-1

)  0.02 0.03 0.04 

Substrates degradation percentage (%) 32.14 33.15 33.94 

Hydrogen yield (mmol H2/ g COD) 0.80  0.96   1.02  

H2 production rate (mL/L‧hr) 5.81  6.47  8.80  

H2 content (%) 13.12 18.55  18.57  
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Fig 4-8 Effect of Fe
2+

 concentration on biohydrogen fermentation, (a) microbial 

growth, (b) cumulative hydrogen production, (c) daily pH, (d) reducing sugar, 

(e) soluble metabolic, (f) hydrogen yield and hydrogen production rate. Culture 

were incubate with pH 7 at 60℃.  
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4.5 基質前處理 

4.5.1 微波消化、酸處理 

 廢茶葉基質進行了不同前處理之產氫醱酵比較，希望藉由外力破壞纖

維素結構，使微生物在水解的時候較好作用。將經過微波消化及酸處理後

的基質進行固液分離，將液體收集後分別測量其還原醣濃度，做為前處理

基質破壞程度之依據。 

 結果如 Fig 4-9 所示，微波消化在不同處理時間中以 8 分鐘所得到之還

原醣量最高，也就是說木質纖維素在 8 分鐘的微波消化處理下破壞較徹底，

所釋放出的還原醣量也相對的高。因此在微波消化的前處理實驗中選用 8

分鐘之處理組。在酸處理的實驗組，處理 45 分鐘後可以得到最高還原醣，

因此的選用此時間做為酸處理之前處理。Fig 4-10 兩組前處理過後以電子

顯微鏡拍攝在不同倍率下觀察的結果，可以很明顯的觀察到茶葉被破壞成

細碎的粉狀，表面皺摺與未經處理過的樣本比起來也較多；酸處理的樣本

纖維素結構破壞程度較無微波消化大，但仍然有明顯的結構破壞痕跡。 

將微波消化處理時間 8分鐘和酸處理時間 45分鐘的樣本分別以 20 g/L

做為基質，在培養條件 pH 7、溫度 60℃下培養，進行產氫醱酵的評估。

結果如 Fig 4-11 所示，兩組經過預處理後的基質，微生物的生長活性完全

受到了抑制，經前處理後的實驗組中皆沒有觀察到微生物的生長，在 pH、

液相及氣相產物分析結果也顯示了沒有進行任何代謝活動。這可能是基質

特性所導致，茶葉中存在著能抑制微生物生長活性的茶多酚，雖然是使用

過後的廢茶渣，但茶多酚含量仍然很高（Nishida et al., 2006），使用微波消

化以及酸處理這種較劇烈的前處理方式雖然能將纖維素結構破壞的較完

整，但也容易將茶多酚釋放，在配製培養基時經過高溫高壓滅菌的步驟後，

這些茶多酚也就隨之釋放到了培養基裡。 
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Fig4-9 Production of reducing sugar from pretreatment of waste tea leaves by 

(a) microwave treatment, (b) acid treatment.  
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Fig 4-10 SEM image of (a) no pretreatment (magnification 150×) waste tea, (b) 

pretreatment form acid at 45 mint (magnification 1500×), (c) pretreatment by 

acid at 45 mint (magnification 1000×), (d) pretreatment by microwave at 8 

mint (magnification 400×).  

(d) 

(b) (a) 

(c) 
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Fig4-11 Effect of different pretreatment on biohydrogen fermentation (a) 

microbial growth, (b) cumulative hydrogen production, (c) daily pH, (b) 

reducing sugar, (e) soluble metabolic, (f) hydrogen yield and hydrogen 

production rate. Culture were incubate with 20 g/L substrate at 60℃.  

(b) (a) 

(d) (c) 

(e) (f) 
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4.5.2 茶多酚抑菌測試 

從先前的實驗得知，茶多酚會對微生物生長造成直接影響，經過前處

理後破壞了茶葉結構使得茶多酚更容易釋放至培養基中。為證實茶葉前處

理中可能含有抑制微生物之茶多酚，將經 2NEOH 抑制後菌液進行稀釋後

分別塗抹於含有茶多酚濃度3572 mg/g及不含茶多酚之TA培養基（含agar）

培養基，培養於 55℃下，計算培養皿中的菌落數。實驗結果如 Table 4-6，

添加茶多酚之培養基確實對微生物菌群造成抑制，在實驗中（7 day）沒有

觀察到任何的菌落數生長，而未添加茶多酚之培養基則是在原液的倍數下

有觀察到微生物的生長，結果表明了茶多酚確實會影響微生物的生長。  

 

Table 4-6 Effect of different dilution factor with add tea polyphenols and no 

addition 

Dilution factor Original 10
1
 10

2
 10

3
 10

4
 10

5
 10

6
 

No addition 

(CFU/mL) 
4 0 0 0 0 0 0 

Tea polyphenols 

(CFU/mL) 
0 0 0 0 0 0 0 

TNTC = Too numerous to count 

 

 

4.5.3 熱處理 

 由於微波消化及酸處理破壞纖維素程度高，造成茶多酚大量釋放至培

養基反造成抑制微生物生長，該次前處理實驗使用較溫和的方式處理。將

1 g 廢茶葉渣放入 50 mL 100℃的沸水中煮，評估在 10 分鐘處理和 30 分鐘

處理下的結果，並藉由測量液體中茶多酚的含量來評估前處理效率。茶多

酚含量如 Table 4-7，處理 30 分鐘之樣品溶出較多的茶多酚，這表示了在

前處理上 30 分鐘比 10 分鐘處理破壞程度較高，所以溶出之茶多酚也相對

的比較高，因此後續實驗選用 30分鐘處理組做為基質的前處理。圖 Fig 4-12

為從電子顯微鏡下觀察表面破壞結構，纖維素破壞程度較無微波處理以及



 

79 
 

酸處理的大（Fig 4-10），但與未經處理的組別比較起來表面結構較鬆散，

從表面可以觀察到散佈著些微的碎屑。將經 30 分鐘水煮後的基質乾操，

與未經處理的基質評估在產氫醱酵上的效果。 

經熱水前處理 30 分鐘後的基質在產氫上表現出良好的效果，細胞乾重

比起沒處理的控制組多了約 30 mg/L，比生長速率也從 0.04 day
-1增為 0.05 

day
-1，在累積產氫上比起未經處理組多增加了 130 mL/L，固體基質的降解

率則增加至 37.19%，產氫速率為 8.66 mL/L‧hr。液相代謝產物在經過處

理後累積也明顯上升，總揮發性脂肪酸增加至 23434 mg/L（Fig 4-13 e）。 

實驗證明，使用熱水處理的茶葉基質確實能破壞茶葉表面纖維素結構，

但破壞程度不足以釋放過多茶多酚，確實能達到增加水解及產氫效率的功

效。 

 

Table 4-7 Effect of different boiling on releasing polyphenols from wast tea 

leaves 

Boiling time Tea polyphenols (mg/mL) 

10 minute 1993 

30 minute 3542 

 

Table 4-8 Biohydrogen production by using boiled waste tea leaves as substrate. 

Raw waste tea leaves withing boiling was used as control 

  30 min Control 

Specific growth rate (hr
-1

)  0.05 0.04 

Substrates degradation percentage (%) 37.19  31.10  

Hydrogen yield (mmol H2/ g COD) 1.13  1.07   

H2 production rate (mL/L‧hr) 8.66  4.51  

H2 content (%) 18.49  12.72  
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Fig 4-12 SEM image of (a) no pretreatment (magnification 400×) waste tea, (b) 

pretreatment form hot water at 30 min (magnification 400×).  

(b) 

(a) 
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Fig 4-13 Effect of heating pretreatment of waste tea leaves on hydrogen 

fermentation, (a) microbial growth, (b) cumulative hydrogen production, (c) 

daily pH, (b) reducing sugar, (e) soluble metabolic, (f) hydrogen yield and 

hydrogen production rate. Culture were incubate with 20 g/L substrate at 60℃.  

(a) 

(c) (d) 

(b) 

(e) (f) 
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4.6 反應曲面最佳化 

4.6.1 實驗因子與設計範圍 

本實驗將基質濃度固定在 20 g/L，選用了不同 pH、培養溫度以及亞鐵

離子濃度這三個變數做為實驗因子，pH 範圍介於 5~8、溫度範圍介於 50~65，

亞鐵離子範圍在本實驗只做了 0~200 mg/L，在濃度 200 mg/L 的時候得到

較好的效果，但考量反應曲面實驗設計需將極高點和極低點都包含在實驗

中，尋找文獻後發現濃度高於 300 mg/L 後會開始對產氫造成抑制（吳，2012；

葉，2011；Ding et al., 2004），因此將實驗範圍設定在 0~400 mg/L。 

 

4.6.2 中心混成實驗結果 

 本實驗以統計軟體 MINITAB 分析，將三種因子與其各自實驗值範圍

經中心混成後將實驗分為 19 組（Table 4-9），Rum 1、6-9 以及 14 為軸點

之設計，其數值為實驗設計範圍之極大值與極小值，在軸點上中心點的兩

端進行實驗；Rum 2-5 及 Rum 10-13 為角點設計，此設計是為了使不同因

子交互作用進行之分析；Rum 15-19 為實驗設計之中心點，以設定範圍之

中心點重複 5 次實驗，這是為了估計試驗誤差以及中心點之準確性，也可

由此得之曲面之曲度。 反應曲面實驗數據結果如 Table 4-9，Run1 及 Run14

分別為溫度因子的極小值與極大值（50 及 65℃），兩組實驗由於溫度介於

反應的極端，微生物的生長都直接受到影響，所以在產氫量上兩者皆得到

較小的結果（0.67 mmol H2/ g COD 及 0.60 mmol H2/ g COD）。Run 6 及 Run 

7 分別為為 pH 的極大和極小值（pH 8 及 pH 5），從先前批次實驗中得知在

這兩個 pH 條件培養之下生長、產氫效率都不佳，在 pH 8 的實驗中微生物

生長、產氣及水解都受到了抑制。經中心混成實驗設計 Run 6 培養條件為

溫度 57℃、pH 8 和亞鐵離子濃度 200 mg/L，但在混成反應之下 pH 8 的產

氫速率達到了 1.04 mmol H2/ g COD。 Run 8 及 Run 9 為亞鐵離子的極大
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值和極小值（400 mg/L 及 0 mg/L），沒有添加亞鐵離子的 Run 9 產氫量低

於有添加的 Run 8，分別得到了 0.74 mmol H2/ g COD 及 0.43 mmol H2/ g 

COD。在角點的實驗設計，Rum 2-5 及 Rum 10-13 兩組溫度分別為 53℃及

60℃，pH 值都為 5.6 及 7，亞鐵離子濃度為 320 及 80 mg/L。在相同培養

溫度之下，pH 7 以及亞鐵離子濃度 80 mg/L 都可獲得較高的產氫量，而在

60℃培養下更勝於 53℃（Rum 5: 0.78 mmol H2/ g COD；Rum 13: 1.11 mmol 

H2/ g COD）。Rum 15-19 為中心點，實驗重複 5 次，培養溫度條件於 57℃、

pH 為 6.5 以及亞鐵離子濃度為 200 mg/L，產氫量平均可得到 0.95 mmol H2/ 

g COD。 
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Table 4-9 Experiment design and experimental results for hydrogen production 

Rum Temp (℃) Initial pH 
Iron conc 

(mg/L) 
HY* 

1 50 6.5 200 0.67 

2 53 5.6 320 0.74 

3 53 5.6 80 0.70 

4 53 7 320 0.58 

5 53 7 80 0.78 

6 57 8 200 1.04 

7 57 5 200 0.65 

8 57 6.5 400 0.73 

9 57 6.5 0 0.74 

10 60 7 320 1.10 

11 60 5.6 320 0.69 

12 60 5.6 80 0.86 

13 60 7 80 1.11 

14 65 6.5 200 0.60 

15 57 6.5 200 0.78 

16 57 6.5 200 1.01 

17 57 6.5 200 1.08 

18 57 6.5 200 0.96 

19 57 6.5 200 0.96 

 * HY：Hydrogen yield ( mmol H2/ g COD ) 
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4.6.3 培養條件最佳化 

 經統計後以反應曲面法所得到之最適培養條件，培養溫度、初始 pH

值以及亞鐵離子三者對於產氫速率的常態機率圖 Fig 4-14 常態機率圖代表

了實驗資料是否為常態分佈，以及是否有其它不確認的變數或是異常值的

存在，X 軸之殘差值代表著每個點與 45 度線之距離; Y 軸百分比代表了在

整個數據中資料的位置。從圖中可以觀察到，實驗數據點都緊貼著 45 度

線往上延伸，沒有散落離線較遠的離群值，整體資料呈現了線性，這表示

了在實際的實驗數據中所得到的結果沒有異常值，或是一些未確認的變

數。  

根據反應曲面統計所得到最佳培養條件為溫度 58℃、pH 7.2 及亞鐵離

子濃度 160 mg/L 的培養條件，根據實驗條件與產氫量所求得知反應曲面圖

及等高線圖如 Fig 4-15 至 4-17。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 4-14 Result of normal probability plot, the experiment response is 

hydrogen yield. Those experiment data (point) roughly in a straight line, it 

means have normally distributed data.    

Normal Probability Plot 
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Fig 4-15 Response surface plot and contour plot showing the effect of the 

temperature and initial pH on hydrogen yield.  
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Fig 4-16 Response surface plot and contour plot showing the effect of the iron 

concentration and initial pH on hydrogen yield.  
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Fig 4-17 Response surface plot and contour plot showing the effect of the iron 

concentration and temperature on hydrogen yield.  
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4.6.4 反應最佳化驗證 

根據統計顯示，在基質 20 g/L、培養溫度 58℃、pH 7.2 及亞鐵離子濃

度 160 mg/L 之條件下培養可以獲得最佳化之產氫量之結果，本實驗將以統

計出之數據進行驗證實驗，以證實 MINITAB 反應曲面統計出之最佳化反

應條件是否可得最佳之產氫量。實驗結果如圖 Fig 4-18 顯示，細胞的生長

在 12 小時候開始進入對數生長期，直到 48 小時候累積的細胞乾重 266 

mg/L，接著隨著培養時間細胞數量開始下降，比生長速率為 0.04 hr
-1。pH 

隨著細胞的生長、代謝產物的產生逐漸下降，在培養最終時到達了 pH 6。

液相代謝產物主要為乙酸的累積，在培養結束後累積至 22478 mg/L、丁酸

的累積為 2463 mg/L 以及少量的丙酸 116 mg/L，在整個產氫醱酵過程之中

代謝路徑主要是以乙酸醱酵為主。在氣相產物的累積部分，最高累積產氫

量為 439 mL/L，氫氣的濃度含量最高為 19.54%。在纖維素的降解部分，

培養到 72 小時候基質可以降解 39.64％之固體基質；氫氣的產量為 1.15 

mmol H2/ g COD，產氫速率 14.96 mL/L‧hr（Table 4-10）。 

Table 4-11 整理出本實驗最佳化之結果與其它使用固體廢棄物基質醱

酵產氫之結果。與上述文獻相比，本文研究所使用的茶葉基質與其餘固體

基質所得之最佳產氫量介於 Lin 等人使用基質 Molasses 以及 Lee 等人使用

Kitchen waste 中間。 

 

Table 4-10 Hydrogen fermentation from hot pretreatmented waste tea 

leaves under optimal condition (58℃, pH 7.2, Fe
2+

 160 mg/L) 

Parameters Values 

Specific growth rate (hr
-1

)  0.04 

Substrates degradation percentage (%) 39.64  

Hydrogen yield ( mmol H2/ g COD ) 1.15  

H2 production rate (mL/L‧hr) 14.96  

H2 content (%) 19.54  
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Fig 4-18 Optimal condition on hydrogen production, (a) microbial growth, (b) 

cumulative hydrogen production, (c) daily pH, (d) reducing sugar, (e) soluble 

metabolic, (f) gompertz equation. Culture were incubate with pH 7.2, 58℃ and 

iron concentration were 160 mg/L.

(a) 

(c) (d) 

(b) 

(f) (e) 
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Table 4-11 Comparsion of hydrogen production yield with other study 

Inoculum Substrate Yield Reference 

Rumen bacteria Waste tea 1.15 mmol H2/ g COD This study 

Cultivate tomato plants soil Apple processing wastewater 0.1 L H2 /g COD Van Ginkel et al., 2005 

Chemical wastewater Effluent treatment plant 1.25 mmol H2/g COD Venkata Mohan et al., 2007 

Continuously-stirred tank 

reactor fermentor 
Molasses 1 mmol H2/g COD Lin et al., 2006 

Wastewater Cheese processing wastewater 10 mM/g COD Yang et al., 2007 

Wastewater Sucrose and pineapple waste 5.27 mol H2/g COD Wang et al., 2006 

Kitchen waste compost kitchen waste 0.57 mmol H2/g COD Lee et al., 2008 

Kitchen waste compost Kitchen waste 1.7 mmol H2/g COD Lee et al., 2010 

Anaerobic sludge Diary wastewater 0.0317 mmol H2/g COD Mohan et al., 2008 

Waste activated sludge Food Waste water 4.71 mmol H2/g COD Wu and Lin, 2008 

Mix sludge: 

Sweet potato processing 

factory, 

kitchen waste, 

hydrogen fermentor fed, 

with starch and peptone, 

Kitchen waste compost 

Starch rich kitchen waste 2.1 mmol H2 /g COD Wang et al., 2010 

9
1

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0360319904003374
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4.7 微生物族群分析 

4.7.1 變性梯度凝膠電泳族群分析 

為了瞭解瘤胃菌群經過抑制後甲烷菌後微生物菌相之變化，使用變性

梯度凝膠電泳來觀察每日菌群之變化。實驗使用在最佳化條件下培養之條

件，並觀察沒經過抑制與抑制後的菌液，兩者在培養 6 天之差異。在進行

DGGE 實驗前，先使用針對甲烷菌之引子 coccus1F 與 reverse3 對樣品進行

確認是否含有甲烷菌，結果如 Fig 4-19，在 2NEOH 中沒有發現甲烷菌的存

在，而未經抑制的菌液裡內含有甲烷菌之 16S 片段。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 4-19 Agarose gel electrophoresis analysis of 16S rDNA. Agarose gel 

concentration 1.5%, Marker 100-3000 bp. Land 1: Marker, Land 2: 2NEOH, 

Land 3: Rumen. 

 

 Fig 4-20 是以變性濃度範圍 35-45%、電壓 200V 泳動時間 7 小時之結

果。兩種菌群因為在三年的馴養之下菌相已經非常單純，但從膠圖中明顯

可看出經過抑制與沒抑制的瘤胃菌兩種不同之菌相。在兩個樣品中選出共

8 個較明顯之亮帶進行切膠純化，並且將回收之樣品送定序鑑定微生物序

列。送驗結果顯示，在 8 組樣品中僅有編號 3 之樣品是純菌，其餘樣品都
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含有兩條以上不同序列。從送驗結果判定，某些微生物因基因序列差異不

大，在膠圖上因位置太相近肉眼難以分辨誤判為單一亮帶。為了將菌株分

離出來，後續實驗將以基因客隆的方式繼續進行。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 4-20 Microbial community structure analyses from inhibition and no 

inhibition at 6 day culture. Denaturing gradient range from 35 to 45%.  
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4.7.2 微生物菌相親緣分析 

 將從 DGGE 膠片中切下回溶 DNA 的樣品進行克隆，每組樣品中各挑

出 5 株白色菌落並將樣品交送至明欣生物科技公司進行序列鑑定，將定序

結果以軟體 MEGA 6 整理過後與基因資料庫比對的結果繪製成親緣樹圖

Fig4-21 及 Fig 4-22。經抑制後的菌液（2NEOH）樣本編號為 1 至 5，無經

過抑制的菌液（Rumen）樣本為 6 至 8。根據 NCBI 上基因資料庫比對的

結果，經 2NEOH 抑制後主要由 7 株不同屬之微生物組成，

Thermoanaerobacterium sp. 、 Ralstonia sp. 、 Sediminibacterium sp. 、

Ruminiclstridium sp.、Thermohydrogenium sp.以及 Bacteroidetes sp.。RUMEN

則由 5 株不同屬之為生物組成，分別為 Thermoanaerobacterium、Clostridium 

sp.、Ralstonia sp.、Pelomonas sp.及 Bacillus sp.。 

Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum 為一株嗜熱厭氧產氫菌，

是屬於為厚壁菌門、能產芽孢之格蘭式陽性菌，能夠轉換葡萄醣及木醣來

產生氫氣；Thermoanaerobacterium xylanolyticum 為嗜熱厭氧、能降解木聚

醣之微生物，所產生的副產物包括了氫氣、乙酸及乙醇等，此菌株在瘤胃

或是一些嗜熱環境如溫泉等都有被發現其存在； Ruminiclostridium 

thermocellum 為一株嗜熱厭氧纖維素水解菌，將纖維素水解後轉換成各類

有 機 酸 ， 由 於 Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum 及

Thermoanaerobacterium xylanolyticum 都無法直接水解纖維素，所以

Ruminiclostridium thermocellum 是該菌群中扮演著水解纖維素的重要角色 ；

Ralstonia pickettii 為一株格蘭氏陰性菌，生長在自然環境如土壤、河流或

是潮濕環境中的微生物。此菌為一株病源菌，人類若感染會引起呼吸道方

面的疾病，而在瘤胃中也可被發現其存在（廖等，2012），因該菌常存在

於受汙染的水源中，可能是牛隻在攝食時藉由口腔感染進入胃裡；

Thermohydrogenium kirishiense 為一株厭氧嗜熱之非芽孢產氫微生物，它可
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以將葡萄糖醱酵後轉換成氫氣及二氧化碳（Zacharova et al., 1993），此株

菌株的存在驗證了使用化學抑制劑的方式抑制甲烷菌能夠保留住不產芽

孢之產氫菌。 

Fig 4-22 為沒經過抑制之樣品序列分析結果，在此菌群中同樣的也出

現了 Thermoanaerobacterium sp.及 Ralstonia sp.。Bacillus sp.是好氧或兼氧

之革蘭氏陽性產孢菌，由於該屬菌之產芽孢特性，常經由熱處理的方式篩

選出，以用於產氫醱酵的研究上；Clostridium sp. 為厭氧產孢革蘭氏陽性

菌，同樣的此菌株也常藉由熱處理的方式將其塞選而出來應用在產氫醱酵

上；Pelomonas aquatica 為一株革蘭氏陰性、非芽孢的桿菌，此菌是經由水

體環境之中被分離而出（Gomila et al., 2007），不具有纖維素水解之特性，

在此瘤胃菌群中被發現可能是因為牛隻在飲水時攝入，因而進入瘤胃中。  

在先前批次實驗中，氣相產物分析之中均有檢測到甲烷的存在，但在

序列分析結果中卻沒有發現甲烷菌，這可能是由於在進行基因克隆的實驗

時DNA序列是隨機崁入載體中，在選植菌落時無法辨別載入之基因序列。 
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Fig 4-21 Phylogenetic analysis of DGGE fragments from micro flora after 

2NEOH inhibition. The dendrogram of the interrelationship was constructed by 

using maximum likelihood method. Booststrap replication values calculated 

from 500 times. 

 

Fig 4-22 Phylogenetic analysis of no DGGE fragments from micro flora 

without 2NEOH inhibition. The dendrogram of the interrelationship was 

constructed by using maximum likelihood method. Booststrap replication 

values calculated from 500 times.  
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第五章 結論與建議 

5.1 結論 

 本研究將瘤胃液微生物菌群以廢紙馴養，在培養六天內可將 5 g/L 廢

紙水解完全，同時氣相產物中伴隨著甲烷、二氧化碳以及少量的氫氣。為

了保留其水解產氫能力，對瘤胃菌液以 2NEOH 進行抑制，經過抑制後的

菌液在生長代謝過程中完全沒有監測到甲烷，並且最高累積氫氣量提升至

291 ml/L。 

 以熱水將茶葉渣煮沸 30 分鐘可以些微的破壞茶葉表面結構，但破壞的

程度不足以釋放出茶多酚，降低茶多酚對微生物生長的干擾，並提升在產

氫醱酵上的結果。 

 反應曲面實驗設計上將溫度範圍設定在 50 ~ 65℃、pH 5~8 以及亞鐵離

子濃度 0 ~ 400 mg/L，將三個不同因子以中心混成進行共 19 組的實驗，並

根據統計分析後繪製出之曲面圖以及等高線圖。得到之最佳產氫量的條件

為 58℃、pH 7.2 及亞鐵離子濃度 160 mg/L。在驗證反應曲面之結果的實驗

中，微生物的比生長速率為 0.04 day
-1；纖維素在培養 72 小時的降解率為

39.64%；氫氣的含量為 19.54%；氫氣的產量及產氫的速率分別為 1.15 mmol 

H2/ g COD 及 14.96 mL/L‧hr。根據代謝產物的分析結果顯示此微生物之

產氫代謝路徑是較偏向乙酸的代謝路徑，乙酸累積量為 22478 mg/L。 

 經由菌相分析結果顯示，使用化學抑制劑的方式可以保留非芽孢之產

氫菌 Thermohydrogenium kirishiense，提升產氫之效率。 
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5.2 建議 

茶葉因為本身含有的茶多酚會對微生物的生長造成抑制，使得基質在

前處理時需避開太過激烈的處理方式，但是這麼一來就無法兼顧減少茶多

酚的干擾以及纖維素的破壞，微生物在進行水解的時候較難已將基質完全

分解。 

本實驗選用之基質屬於較難以利用之特殊基質，但經反應曲面法最佳

化後之結果可得氫氣產量 1.15 mmol H2/ g COD，與其它使用固體基質的研

究不相上下，若能克服茶多酚之影響可望能將產氫量提升，因此在未來可

以嘗試使用不同之菌株找出能抗茶多酚，同時水解產氫的微生物菌群，並

配合培養條件優化提升產氫量。 
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附錄 

附錄一 蛋白質濃度(a)細胞乾重(b) 
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附錄二 還原醣檢量線 
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附錄三 氫氣檢量線 
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