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摘要摘要摘要摘要 

    隨著科技快速發展，人類對於乾淨能源的需求將更為迫切，近年

來各式各樣的替代能源發展中，利用纖維性廢棄物產生生質燃料的方

式已受到各國矚目。生質燃料中，氫氣具有高能量及不會造成二次污

染的特性，利用厭氧微生物產氫除了是潔淨能源的生產外，亦具有資

源再利用的優勢，極具發展潛力。本研究利用本實驗室所分離出來的

纖維水解產氫菌株Clistridium thermocellum strain TCW1進行纖維素

產氫試驗。經由實驗結果strain TCW1之最適水解纖維素產氫溫度為

60℃；最適產氫pH為6.99；最適基質添加量為5 g/L；最適亞鐵(Fe
2+

)

離子及鎳(Ni
2+

)離子添加量分別為5 mg/L及0.01 mg/L。在以上最適條

件下配合160 rpm之震盪培養，strain TCW1最高氫氣產量可達462.3 

mL/L‧liquid，在36 hr氫氣濃度可達34.12％，氫氣產率(H2 yield)可達

106.7 mL/g‧cellulose。以最適條件進行天然纖維物質粉末(稻桿、狼

尾草、橘子皮及蔬菜葉)之產氫試驗，可得以狼尾草粉末及稻桿粉末

時，最佳氫氣產量分別可達416.0及358.1 mL/L‧liquid，產氫濃度分

別為27.73及23.88％，氫氣產率(H2 yield)可達83.20及71.63 mL/g‧

substrate。以橘子皮及蔬菜葉粉末為基質時，氫氣產率分別為42.51及

11.12 mL/g‧substrate，可知天然纖維性物質中以狼尾草粉末及稻桿

粉末較適合Clostridium thermocellum strain TCW1產氫。 

關鍵字：Clostridium、暗醱酵、纖維素、氫氣 
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Abstract 

As technology is developed fast, there is an urgent need for 

development of renewable energy source. Among different kinds of 

renewable energy, biofuels produced by conversion of cellulosic materials 

have attacted attention worldwide in recent years. Hydrogen is considered 

a clean and efficient energy among renewable energy and will not cause 

the secondary pollution. Hydrogen can be produced from organic wastes 

by fermentative microorganisms. Therefore, hydrogen has the potential 

for replacing conventional fossil fuels. The purpose of this study was to 

find the optimal conditions for a thermophilic anaerobic isolate 

Clostridium thermocellum strain TCW1 for its conversion of cellulosic 

materials to hydrogen gas. The experimental results showed the optimal 

temperature of strain TCW1 for hydrogen production was 60℃, optimal 

pH was 6.99, optimal substrate concentration was 5 g/L and Fe
2+ 

concentration and Ni
2+

 concentration were 5 mg/L and 0.01 mg/L, 

respectively. The highest quantity of hydrogen production was 462.3 

mL/L • liquid under optimal conditions with 160 rpm agitation. Hydrogen 

concentration produced by strain TCW1 could reach 34.12％, and H2 

yield could reach 106.7 mL/g • cellulose. Strain TCW1 could also 

produce H2 by fermenting different natural cellulosic materials such as 

rice straw , napier grass, orange peel and vegetable leaf. Cumulative 

hydrogen produced from natural substrates could reach 416.0(napier 

grass) and 358.1(rice straw) mL H2/L, respectively. Hydrogen 

concentration were 27.73(napier grass) and 23.88(rice straw)％, and H2 
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yield were 83.20 and 71.63 mL/g • substrate. 

 

Keyword : Clostridium, dark fermentation, cellulose, hydrogen 
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第一第一第一第一章章章章 前言前言前言前言 

1.1 研究動機研究動機研究動機研究動機 

從 20 世紀工業革命以來，由於人類科技快速地進步發展，為人

類生活帶來許多便利，但相對的對於石化燃料(Fossil fuel)的依賴及需

求也與日俱增。石化燃料是無法再生之能源資源，且燃燒石化燃料排

放大量的一氧化碳、二氧化碳、氮氧化物和硫化物等各種汙染物導致

全球的氣候快速變遷，以及造成嚴重的環境汙染(韓氏，2003)。因此，

為了解決能源短缺和環境惡化的問題，各國近年來積極地開發對環境

較友善且無污染之替代能源(Lo et al., 2008)。然而，台灣屬於海島型

國家，土地面積不大，自然資源較為貧瘠，大部分能源需仰賴外國進

口，因此，更需要對再生能源之利用加以開發，如太陽能、地熱能、

水力、風力、生質能及潮汐能(王氏，2005)。 

生質能(Bioenergy)在能源供應上扮演著非常重要的角色，由於生

質能源可經由廢棄物轉化而得，以取代目前所使用之石化燃料，並可

達到減廢的目的。台灣以農立國，由農業所生產之農業廢棄物產量相

當可觀，每年皆可達到數百萬噸的農業廢棄物，而這些廢棄物中之成

分又以纖維素為主，纖維素中含有許多未被利用之能源，作為生質能

源之來源最適合不過。利用微生物如細菌 Clostridium 屬之桿菌類能
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將廢棄物轉化成能源，這是對環境較友善且較無害的，由於是利用自

然界中的微生物進行這些轉化過程，因此不需投入大量的能源。根據

國際能源總署(International Energy Agency)的統計資料(IEA, 2003 ; 

吳及李，2004)表示，目前生質能為全球第四大能源，僅次於石油、

煤及天然氣，供應了全球約 14%的初級能源需求，同時也是目前最廣

泛使用的一種再生能源。 

在各種替代能源燃料中，氫氣具有潔淨、可循環使用及高效率等

特性而被認為是最具發展前景的燃料。由於氫的熱值為甲烷的 2.4倍、

石油的 3倍；而燃燒的最終產物為水，且不會釋放造成溫室效應的氣

體，因此，氫已被視為 21 世紀有效的乾淨能源。雖然目前氫氣的製

造可藉由化學程序 (Chemical processes) : 如蒸氣重組法 (steam 

reforming)、煤氣化法(coal gasification)、部分氧化法(partial oxidation)

或電解法(electrolysis)等，予以大量生產(Das and Veziroglu, 2001)，但

是這些製程卻需要消耗大量的石化燃料(fossil fuel)，因此對於能源供

應的發展並無助益。反觀，生物法產氫以光合菌(photosynthetic bacteria)

或厭氧菌(anaerobic bacteria)所進行之光醱酵(light fermentation)或暗

醱酵(dark fermentation)作用，能將有機物降解並轉化為氫氣，若應用

於有機廢水或廢棄物處理則兼具環境改善及能源再生之功能(張等，

2002)，因此生物產氫為兼具綠色環保與永續發展之產氫程序。 
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1.2 研究目的研究目的研究目的研究目的 

本研究乃由前人研究中取得已經過鑑定之乳牛纖維水解產氫菌

株 Clostridium thermocellum strain TCW1，該菌株可在五天內完全降

解 5 g/L之纖維素，並產生替代能源“氫氣”。為了使該菌株能夠更

有效地直接水解纖維並生產氫氣，進行各項優化探討測試後能有更佳

之產氫效率，其主要的實驗進行條件如下： 

1. 溫度。 

2. pH。 

3. 基質濃度。 

4. 不同種類之金屬離子。 

5. 不同濃度之金屬離子。 

6. 震盪測試。 

就以上條件探討及研究該菌株之最佳產氫條件範圍，最後以該菌

株最佳產氫之條件範圍探討在此環境下，可應用於生質能源產出之效

用探討。 
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第二章第二章第二章第二章 文獻回顧文獻回顧文獻回顧文獻回顧 

隨著科技提升及快速發展，能源的需求量逐年增加。大量使用化

石燃料做為能源，提升了人類的物質文明，卻也對環境造成巨大的衝

擊。過度地使用能源，帶來許多負面之影響，如燃燒化石燃料所排放

之廢氣造成全球溫室效應。而現今所使用之能源並非取之不盡、用之

不竭，為了兼顧經濟的發展，又不為環境造成破壞，發展新的替代能

源便成為目前的重點之一。氫氣因符合替代能源的條件而受到重視，

且將於未來逐漸成為主要能源之一，所以如何開發與利用此一新的替

代能源，就成為現今所面臨的課題。 

產生氫能的方式很多，其中以生質氫能最受到重視，生物產氫主

要是藉光合作用或醱酵反應的微生物來進行。自然環境中之產氫微生

物如梭狀芽胞桿菌(Clostridium sp.)，在生長代謝過程中會產生氫氣，

此現象早已備受矚目並深入研究；近年來在有關 Clostridium 屬細菌

的研究中發現其族群普遍存在於農業廢棄物、都市廢水污泥與垃圾掩

埋場等環境中，其中有某些種類的微生物具有分解纖維素的能力

(VanDyke and McCarthy, 2002)。若能針對具有產氫和分解纖維素功能

族群進行研究，進而發展出一套利用富含碳水化合物之有機固體廢棄

物產氫系統，將可兼具潔淨能源生產與資源再生功能，且符合綠色生



 

5 

 

產與永續發展的理念。近年來有許多關於這些微生物產氫的生理、生

化及分子生物學方面的研究已被發表。但對於將直接利用纖維素產氫

的研究較少人提及，並希望能由菌種培養的研究提供做為未來醱酵產

氫系統的一個控制指標，以利未來生質能源之開拓與發展。 

2.1 能源現況能源現況能源現況能源現況 

2.1.1 能源發展能源發展能源發展能源發展 

全球在1970年代發生了第一次石油危機，石油價格逐漸地飆漲，

從 1970年的每桶約 3美元一直飆漲到每桶約 10.5美元，許多以工業

為主的國家都開始出現景氣衰退的現象。1978 年底，當時世界第二

大石油出口國伊朗發生政變，每天 580萬桶石油輸出量中斷，打破了

當時全球原油市場上供需的平衡機制，加上 1980 年的兩伊戰爭，造

成了第二次的石油危機，石油價格從 1978 年每桶 14 美元漲到 1981

年的每桶 35 美元，同樣使全球經濟呈現衰退的現象(郭氏，2003)。

直到最近，2008 年六月，石油價格飆破每桶 140 美元，創下石油史

上的天價。 

在能源價格高漲以及需求大增的時代，預期全球能源需求將持續

成長，世界各國之能源政策已開始極力尋找可替代石化燃料之能源資

源，如太陽能、水力能、風力能、潮汐能、地熱能及生質能。 
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2.1.2 現今生質能之發展與應用現今生質能之發展與應用現今生質能之發展與應用現今生質能之發展與應用 

生質能(Bio-energy)係指含有大量有機物的生物質(Biomass)，經

直接或間接轉換成可用的能源，目前主要以生質作物或廢棄物經過轉

換程序後能夠獲得能源，其中廢棄物包含都市垃圾、一般性事業廢棄

物、汙泥、廢輪胎、有機廢液、農業廢棄物等以碳氫化合物為主的物

質，在這些廢棄物中，纖維素又是含量最多的物質，使用廢棄物的生

質能，更兼具處理廢棄物與回收能源的雙重效益。生質能源轉換技術

相當的廣泛如圖 2-1所示，經過轉換程序之後，最後所獲得的產品為

電能、熱能、生化產品及燃料，而產生之燃料包含生質柴油、生質酒

精、甲烷或是氫氣等。 

一般處理生質能轉換成能源之方式大致可分為直接燃燒、物理轉

換、熱轉換以及化學/生物轉換。其技術如下： 

(1) 直接燃燒技術：將生物質或廢棄物直接燃燒以轉換成熱能或電力，

如現有的大型垃圾焚化廠，以焚化垃圾進行發電。 

(2) 物理轉化技術：將生物質或廢棄物經過破碎、分選、乾燥、混合

劑添加及成型等過程而製成品質良好，易於運輸及儲存之固態衍

生燃料，作為鍋爐、水泥窯的燃料，如以紙廠廢棄物製成錠型之

固態燃料作為燃煤氣電鍋爐之輔助燃料。 
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(3) 熱化學(thermochemical)轉換技術：將生物質或廢棄物利用汽化

(gasification)、裂解(pyrolysis)或液化(liquefaction)等熱轉換程序產

生合成燃油或燃氣(天然氣)，當作燃燒以及發電設設備之燃料，如

廢保麗龍或廢塑膠經裂解反應可回收燃油做為鍋爐之燃料；又如

稻殼、能源作物或廢紙渣可利用氣化程序製造合成燃氣，進行燃

氣發電。 

(4) 化學/生物轉換技術：將生物質或廢棄物經由醱酵、轉酯化等生物

化學之程序，轉換產生甲烷、氫氣、乙醇、生質柴油等，以作為

引擎、發電機或燃料電池之燃料(吳及李，2004)，如垃圾掩埋場廢

棄物經發酵產生之沼氣可進行發電利用；又如利用廢食用油進行

酯化反應可產製生質柴油，作為汽車之替代燃料。將生質物轉化

為類似煤、油、天然氣的衍生燃料，易於儲運並可擴大應用範圍，

提高能源效率，降低污染，同時可與資源回收再利用系統結合，

並節省廢棄物處理成本，使生質能技術極具市場競爭力。 
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圖  2-1 生質能源轉換技術總覽（吳及李，  2007）。  
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2.2 氫能氫能氫能氫能 

    氫氣在近年來備受國際矚目，主要是因為氫氣具有潔淨無污染、

永續供應及高熱能值等三項特質。氫氣在燃燒使用時不會釋放二氧化

碳，其主要的產物只有水，並無污染之虞，因此被譽稱為綠色能源。

氫氣每單位重量產生之熱能產率為122 MJ/kg，約為甲烷的2.5 倍，汽

油的3 倍，高於其他碳氫化合物，因此氫氣被視為目前最有潛力的替

代能源(Lo et al., 2008)。氫氣可由再生或非再生的來源獲得，然而製

造氫氣的方法有很多種，主要製造氫氣的方法大致可分為下列五大類，

分別為熱化學法、電化學法、光化學法、光催化法以及生物法製氫，

如圖2-2所示(Balat, 2008)，下面將介紹較常見的工業製氫方法。 

 

圖  2-2 自各種能源資源中生產氫氣的主要替代方法 (Balat, 2008). 
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2.2.1 熱化學法熱化學法熱化學法熱化學法 

熱化學法產氫主要包含以下幾種方法：(羅氏，2005；曲等，2007) 

(1) 蒸氣重組法(steam reforming)：將高溫(650-700℃)水蒸氣與低碳數

石化燃料(一般為甲烷)反應，可產生氫氣以及二氧化碳，其化學

反應如2-1、2-2及2-3式： 

※ 合成氣(synthesis gas)生成反應 

      CH4 + H2O      3H2 + CO                          (2-1) 

※ 水氣轉移(water-gas shift)反應 

      CO + H2O     H2 + CO2                            (2-2) 

※ 總反應 

      CH4 + 2H2O    4H2 + CO2                          (2-3) 

(2) 煤炭的氣化(gasification)：將高溫(1000
o
C)之煤炭通以水蒸氣，產

生氫氣以及一氧化碳，其化學反應如2-4式： 

C + H2O + △H
0
      CO + H2                         (2-4) 

△H
0：138.7 KJ/mol。 

(3) 裂解(pyrolysis)：將廢棄物直接經過無氧高溫(＞500
 o

C)之處理，

可產生氫氣，如高溫裂解水的製氫反應，其反應方程式如2-5式： 

H2O + △H     H2 + 1/2 O2                            (2-5) 

△H：241.8 kJ/mol。 
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(4) 部份氧化作用(partial oxidation)：碳氫化合物在氧氣不足之情況下，

經過燃燒可產生氫氣、一氧化碳及二氧化碳，其化學反應如2-6 

式： 

CnHm + 2nO2     nCO2 + (m/2)H2                      (2-6) 

※ 其中n及m之值視進料烴的成分而定。 

以上方法目前最主要產氫氣的方式是使用蒸氣重組法，但製造氫

氣之過程會釋放出二氧化碳，且這些方法是需要較高之能源及成本，

相對增加使用氫氣對環境及經濟所造成之負擔 (Ferchichi et al., 

2005)。 

2.2.2 電化學法電化學法電化學法電化學法 

    電化學法包含以下二種主要的方法：(羅氏，2005；曲等，2007) 

(1) 電化學法：以直流電電解水(通常加入鹼性物質如氫氧化鉀以成為

電解液)，可分別於陰極及陽極收集到高純度之氫氣以及氧氣。 

(2) 光電解法：利用光觸媒(例如二氧化鈦)，利用光線激發觸媒表面產

生光電解反應，可將水分解成氫氣及氧氣。 

以電化學法可獲得純度較高之氫氣，且生產過程中不會有二氧化

碳等溫室氣體之排放，但是其成本較蒸氣重組法昂貴，且反應進行時

也需消耗大量的燃料以維持電化學反應，過程中也會放出廢熱使能量

散失(Ferchichi et al., 2005)。 
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2.2.3 生物法生物法生物法生物法 

2.2.3.1 產氫微生物產氫微生物產氫微生物產氫微生物 

    生物法產氫分為光合作用、醱酵作用兩種，其中光合作用產氫乃

藉由光能進行水之光解作用而產生氫氣，而醱酵作用則是以有機質為

電子提供者，經由需光源(光合細菌)或不需光源(厭氧細菌)的醱酵作

用將有機質分解，並將伴隨產生的部分電子，由特定之電子傳遞系統

將電子傳送給水體中的質子(H
+
)而產生氫氣。 

    以生物作用產生氫氣所需之成本較少，也不需投入大量能源(Das 

and Veziroǧlu, 2001)。特別是以厭氧微生物醱酵方式產生氫氣不需要

複雜的技術及設備，以現行已有之醱酵設備即可進行，且可以利用多

種不同的碳水化合物作為產氫之基質，是對環境友善的產氫程序，在

未來氫氣供應上扮演關鍵性的角色(Lo et al., 2008)。表 2-1所示為目

前已知可產氫之微生物種類。 
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表 2-1 自然界中代謝產氫之微生物群 

Classification Name of the micororganisms 

Green algae Scenedesmus obliquus 

 Chlamydomonas reinhardii 

 C. moewusii 

Cyanobacteria  

Heterocystous Anabaena azollae 

 A. variabilis 

 A. cylindrical 

 Nostoc muscorum 

 N. spongiaeforme 

 Westiellopsis prolifica 

Nonheterocystous Plectonema boryamvn 

 Aphanothece halophytico 

 Mastidocladus laminosus 

 Phormidium valderianum 

Photosynthetic bacteria Rhodobater sphaeroides 

 R. capsulatus 

 R. sulidophilus 

 Rhodopseudomonas 

 sphaeroides 

 R. palustris 

 R. capsulata 

 Rhodospirillum rubnum 

 Chlorobium limicola 

 Chloroflexu aurantiacus 

 Thiocapsa roseopersicina 

 Halobacterium halobium 

Fermentative bacteria Enterbacter aerogenes 

 E. cloacae 

 Clostridium butyricum 

 C. pastrurianum 

 Desulfovibrio vulgaris  

 Magashaera elsdenii 

 Citrobacter intermedius 

 Escherichia coli 

(Das & Veziroğlu, 2001) 
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2.2.3.2 光醱酵光醱酵光醱酵光醱酵 

    光合細菌如Rhodobacter sphaeroides 並不利用水當作產氫基質，

卻能將有機物質(如有機酸、醣類)分解，並藉由固氮酵素之作用而產

生氫氣，此作用稱為光醱酵作用。理論上分解1 mole 的glucose 可生

成12 mole的氫氣，比厭氣細菌產氫之理論轉化率高出8 mole 之多；

但是由於光合細菌大多利用固氮酵素產氫，因此產氫步驟的活化能較

高，以致影響其產氫速率，如公式2-7(Wang et. al., 2006)。文獻更指

出光醱酵產氫菌若能成功固定化於載體能提升其產氫效能，乃為深具

潛力的產氫生物觸媒(Sarker et al., 1992; Calvin and Taylor, 1989; 

Kumar and Kumar, 1991; Stewar, 1980; Lambert and Smith, 1981)。 

光合菌產氫之化學計量方程式如下： 

C6H12O6 + 6 H2O → 6 CO2 + 12 H2                          (2-7) 

2.2.3.3 暗醱酵暗醱酵暗醱酵暗醱酵 

暗醱酵產氫乃指厭氧微生物對有機質之醱酵所伴隨之產氫作用，

因不需光源而命名。傳統有機物厭氧消化處理過程中，產酸代謝過程

會伴隨氫氣的產生，但由於醋酸菌與甲烷生成菌會消耗氫氣，因此氫

氣在有機物甲烷化代謝路徑中的角色僅為一中間產物，如圖2-3所示，

故在傳統的厭氧消化過程中，氫氣之累積濃度通常十分低，而系統中

氫氣分壓也常成為判斷厭氧消化程序甲烷化效率指標之ㄧ，因此，在
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分離產氫菌前通常會先利用熱篩前處理，將甲烷菌篩除，以免實驗過

程中氫氣被甲烷菌消耗掉(Wang and Wan, 2008)。許多產酸菌具有產

氫能力，如Clostridium 菌屬便是常見的產氫菌；此外，尚有

Enterobacter 菌屬也是文獻中常被提及的產氫菌（Yokoi et al., 

1998）。 

    在各種生物產氫的方法上皆有許多的優缺點，其產氫過程的優缺

點如表 2-2所示。因此，利用微生物暗醱酵產氫會比其他的生物產氫

方法更有發展的潛力。 

  



 

 

 

 

 

圖  2-3 傳統厭氧消化流程圖
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傳統厭氧消化流程圖(張等，2002) 
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表 2-2 微生物產氫過程的優點和缺點 

Type of 

microorganism 

Merits Demerits 

 

 

Green algae 

 

 

� Can produce hydrogen from 

water 

� Solar conversion energy 

increased by 10 folds as 

compared to trees crop 

� Require light for 

hydrogen production 

 

 

 

 

Cyanobacteria 

 

� Can produce hydrogen from 

water 

� Nitrogenase enzyme mainly 

Produces H2 

� Has the ability to fix N2 from 

the atmosphere 

� About 30% O2 present 

in the gas mixture 

with H2 

� O2 has inhibitory 

effect on nitrogenase 

� CO2 present in the gas 

 

 

Photosynthetic 

bacteria 

 

 

� Can use different waste 

materials like whey, distillery 

effluents, etc. 

� Can use wide spectrum of light 

� Fermented broth will 

cause water pollution 

problem  

� Require light for 

hydrogen production 

� CO2 present in the gas 

 

 

 

 

 

Fermentative 

bacteria 

 

 

 

 

 

 

� It can produce hydrogen all day 

long without light. 

� It can utilize different carbon 

sources like starch, cellobiose 

sucrose, xylose, etc. and thus 

different type of raw materials 

can be used. 

� It produces valuable metabolites 

such as butyric acid, lactic acid, 

acetic acid, etc as by products 

� It is an anaerobic process, so 

there is no oxygen limitation 

problems 

� The fermented broth 

is required to undergo 

further treatment 

before disposal 

otherwise it will 

create water pollution 

problem 

� CO2 present in the gas 

                                                (張，2001) 
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    綜觀上述之產氫方法，熱化學法產氫雖早已工業化，但在製程中

卻需消耗大量的資源及能源，且在過程中會同時產生汙染物(如 CO2)

造成溫室效應之氣體排放，因此不利於未來的發展與利用。電化學法

產氫雖無污染之虞，且製得的氫氣純度較高，但效率低、耗能高及電

極穩定性欠佳等問題致使應用上不符合經濟成本。反觀以生物法產氫

具有乾淨、節能及不消耗大量資源等優點，為一種符合持續發展的策

略，因此已引起世界各國的重視。 

2.2.3.4 厭氧產氫機制厭氧產氫機制厭氧產氫機制厭氧產氫機制 

    有機物(碳水化合物)對於厭氧醱酵產氫是個很好的基質，主要的

醱酵產物以各種揮發酸(乙酸、丙酸、丁酸)、醇類(乙醇、丁醇)、氫

氣及二氧化碳為主。以最大理論產氫量而言，每莫耳的葡萄糖可產生

4 莫耳的氫氣，此時乙酸是醱酵的副產物，而當醱酵的副產物為丁酸

時，理論的產氫量則僅為產乙酸時的一半，如公式2-8及2-9。 

C6H12O6+2H2O→2CH3COOH+2CO2+4H2 (4 ATP)             (2-8) 

C6H12O6+2H2O→CH3CH2CH2COOH+2H2+2CO2 (3ATP)        (2-9) 

    Girbal et al.(1995)年提出Clostridium acetobutylicum 分解葡萄糖

的厭氧醱酵路徑，微生物以 Embden-Meyerhof-Parnas pathway (EMP 

pathway)進行糖解作用，將六碳糖轉化成兩個pyruvate，過程中會釋
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出NADH並消耗ATP，接著如圖2-4所示，pyruvate 繼續進行生化反應

成acetyl-CoA 時，會釋放出二氧化碳及還原態ferrodoxin，後者若經

hydrogenase 氧化，則會有分子態的氫釋出；大部分的醣解Clostridia 

會藉由 lactic dehydrogenase 將丙酮酸轉化為乳酸，部分中高溫

Clostridia 還會藉pyruvate-formate lyase 將丙酮酸裂解為acetyl-CoA 

及甲酸，如Clostridium thermosuccinoges (Canganella and Wiegel, 1993)。

接著acetyl-CoA 可經不同途徑轉化成各項終產物釋出至細胞外，上游

途徑釋出的NADH 被轉化成能量以供細胞生長及活動外，在不同的

下游代謝過程中可能又被利用轉化為NAD
+，剩餘的NADH 可經由

hydrogenase 及ferredoxin 的作用下轉回NAD
+並釋出氫氣，其中以乙

酸生成的路徑最有利於能量(ATP)及還原能(NADH)的生成。 

    氫氣的生成與ATP 的獲得量具有直接的相關性，clostridia 利用

Ferrodoxin-dependent hydrogenase reaction 可將EMP pathway 途中生

成的還原能以氫氣生成的方式氧化，越多的氫氣生成，就會有越少的

還原性終產物生成，例如乙醇或乳酸，若氫氣的生成受到任何壓制，

就會觀察到代謝途徑移轉至還原性產物的生成(Gottschalk, 1985)。根

據文獻指出，Clostridium 屬中，可將碳水化合物分解並產生氫氣的

種類有下列幾種：C. acetobutylicum(McCoy and Fred,1941)、C. barkeri 

(Häggström, 1986)、C. beijerinckii (George et al., 1983)、C.butyricum 
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(Kutzenock and Aschner, 1952； Sjolander and McCoy, 1973)、

C.innocuum (Cato et al., 1986)、C. pasteurianum (Jungermann et al., 

1973) 、 C.tetanomorphum(Wachsman and Barker, 1955) 、 C. 

thermobutyricum (Wiegel et al., 1989)、C. tyrobutyricum (Michel-Savin 

et al., 1990)等，其產物主要為乙酸、丁酸及乙醇。 
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圖  2-4 Clostridium acetobutylicum 的醱酵途徑。  

(1)hydrogenase, (2)ferredoxin-NAD reductase, 

(3)NADH-ferredoxin reductase, (4)phosphotransacetylase, 

(5)acetate kinase, (6)phosphotransbutrylase, (7)butyrate kinase. 

(Girbal et al., 1995) 
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2.3 纖維素與厭氧纖維水解微生物纖維素與厭氧纖維水解微生物纖維素與厭氧纖維水解微生物纖維素與厭氧纖維水解微生物 

2.3.1 纖維素結構纖維素結構纖維素結構纖維素結構(Cellulose) 

    纖維素為地球上極為豐富的資源，廣泛地存在植物體中，是構成

植物細胞壁的主要成分，纖維素結構鍵結之方式如圖 2-5(A)，由 100 

~ 10,000 個葡萄糖單體以β-1,4 鍵結的方式連結而成的直鏈聚合物

(Beguin and Aubert, 1994)，其分子量範圍介於 200,000 ~ 2,000,000之

間，這些葡萄醣分子鏈之間的鍵結，是由一個葡萄糖分子上的第一號

碳，連接另一個葡萄糖分子上的第四號碳。在植物組織中如圖2-5(B)，

纖維素分子以平行排列方式群聚成微纖維(microfibrils)結構，直徑約 5 

~ 12 nm，含有接近 50 ~60個纖維素分子，在相鄰的微纖維以氫鍵相

互鍵結，使纖維素產生規則排列的結晶型結構(crystalline domain)，其

中也有些排列不規則的區域，稱為非結晶型結構 (amorphous 

domain)。 

    纖維素主要被包覆於半纖維素以及木質素之中，稱之為木質纖維

素（Lignocellulose），其結構非常地緊密堅固，陸生植物細胞藉此獲

得保護。木質纖維素大量存在於地表，是地球上極為豐富的聚合物

（Rani et al., 2004），估計纖維素與半纖維素每年約有 8.9×10
10噸透過

光合作用被製造出來（Wiegel, 1982），在如此大量的纖維素物質中，
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大多數的纖維素是無法被人類直接利用的，因此有許多的纖維素成了

廢棄物而直接焚化處理。許多文獻在進行木質纖維素水解程序之前，

先以理化方式如濕式氧化法（Wet Oxidation）、酸鹼處理、和氨爆破

（AFEX）方式去除堅固的木質素（Bjerre et al., 1996; Holtzapple et al., 

1991; Mosier et al., 2005），使纖維晶體露出以利於後續之水解作用。

纖維素晶體本身不溶於水且架構穩定，使得自然界的木質纖維素很難

被一般生物所直接分解利用，同時在纖維素衍生生質燃料之程序中，

水解步驟不單只是速率決定步驟，亦為關鍵技術所在（Lai et al., 2001; 

Noike et al., 1985）。 

 

圖  2-5 纖維素結構 (A)纖維素纖維是由許多葡萄醣分子所構

成，圈起來的部分為β-1, 4 醣苷鍵  (B)纖維素纖維的結構

(Beguin and Aubert, 1994)。  
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2.3.2 纖維水解微生物種類纖維水解微生物種類纖維水解微生物種類纖維水解微生物種類 

    在厭氧環境下的纖維水解生物常見於動物消化道、淡水底泥、堆

肥、廢水處理污泥等，而像是腸胃道中的纖維水解生物在草食動物營

養吸收上就扮演著重要角色，可將固態纖維素轉化為可吸收的醣類。

厭氧環境下的纖維素可被厭氧纖維水解生物醣化而醱酵，可藉由甲烷

菌對於醱酵後酸產物的消耗（如甲酸、乙酸…），以延續纖維素的共

醣化醱酵反應（Simultaneous saccharification and fermentation, SSF）。

常見厭氧性纖維水解生物如Fibrobacter succinogenes，可水解纖維素

及半纖維素，或是瘤胃中的Ruminococcus albus及Ruminococcus 

flauefaciens，亦有真菌如Neocallimastix patriciarum。 

2.3.3 厭氧水解纖維素機制厭氧水解纖維素機制厭氧水解纖維素機制厭氧水解纖維素機制 

    水解反應（hydrolysis）指的是將所有的化學物質(如 NaOH)中的

氫氧原子鍵結以加入水的方式裂解，在多醣類物質的水解過程中，例

如：纖維素單個葡萄糖分子中間以氧原子組成 β-1, 4-D-糖苷鍵（β-1, 

4-D-glycosidic bond），水解後兩端各形成 OH基，圖 2-6所示為纖維

二糖水解為兩個葡萄糖單體。自然情況下纖維素的水解反應難以自行

發生，因此常見水解反應需透過酸或鹼處理，或是以纖維水解酵素做

為催化劑，而生物水解同樣也是以纖維水解酵素來達成。 
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圖  2-6 纖維二糖經由水解轉化為兩個葡萄糖分子。  

 

    纖維素不溶於水，當被水解為可溶性醣類時稱為醣化

（Saccharification），指的是多醣水解為更小的醣類如：寡糖、雙糖或

單糖的過程，也是生物在利用不可溶性醣類時所必經的途徑。例如纖

維水解生物利用多種纖維酵素，先將纖維素轉為可溶性多醣類

（Polysaccharide），再轉化為寡糖類（Oligosaccharide），最後分解為

單醣（Monosaccharide），可以藉主動運輸或擴散作用進入細胞的代謝

途徑，達到利用纖維素的目的（Desvaux et al., 2000）。圖 2-7即為已

知纖維水解菌 Clostridium cellulolyticum的葡萄糖代謝途徑。 

 

Cellobiose 

Glucose 
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圖  2-7 Clostridium cellulolyticum 之纖維寡糖代謝途徑  

（1, cellodextrin phosphorylase; 2, cellobiose phosphorylase; 3, 

glucokinase; 4, phosphoglucomutase; 5, L-lactate dehydrogenase; 

6, pyruvate-Fd oxidoreductase; 7,hydrogenase; 8, NADH-Fd 

reductase; 9, phosphotransacetylase; 10, acetate kinase; 11, 

acetaldehyde dehydrogenase; 12, Alcohol dehydrogenase. 

CoA-SH, coenzyme A; ox, oxidized; red, reduced. Fd, ferredoxin）

（Desvaux et al., 2000）。  
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2.4 厭氧微生物產氫影響因子厭氧微生物產氫影響因子厭氧微生物產氫影響因子厭氧微生物產氫影響因子 

    在不同之環境下，細菌的產氫機制會因環境條件不同而改變。環

境因子包含許多種類，其中有基質濃度、溫度、pH 值、營養鹽和震

盪影響等，以下就幾種影響因素整理說明。 

2.4.1 溫度溫度溫度溫度 

    生物的生長過程，有賴於體內的化學反應，而此化學反應速率則

可受部分溫度的影響。細菌同樣也受溫度的作用，而影響到其生長量，

型態或代謝作用。因此，所有生物(包括細菌)必須生存在它們所適合

的溫度範圍中，細菌生長所需溫度各有不同，對於每種細菌而言，在

其最適生長溫度時，繁殖增生之速率最快，酵素也能夠發揮最大的作

用。若在最低或最高溫度時，細菌之生長繁殖會有顯著的降低。有些

細菌在低溫時，可產生色素，高溫時，則不明顯。其它譬如在營養需

求與形態之變化上，亦可受溫度之影響。溫度之提高可增進微生物對

有機物之分解；中溫操作有利於脂質之分解，高溫則有利於有機物質

之去除(Lo et al., 2008)。所有微生物的生長過程均與其體內之生化反

應息息相關，而此等反應速率受到溫度的控制，根據凡得霍夫定律，

在一定的溫度範圍內，毎升高 10℃反應速率增加一倍，因此微生物
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生長的狀態極受溫度影響。除了生長速率外，營養需求、化學組織、

細胞形態的變化等均會受溫度之影響(Rheinheimer, 1992)。 

2.4.2 pH值值值值 

    大多數的細菌所生長的pH值範圍約為5~9 之間，最適合生長的

pH值則是近中性的6.5~7.5之內，此pH值愈與其生長所在之酸鹼度相

近者愈佳(王及張, 1993)。少數細菌可生長於極酸或極鹼的環境中，

因此又有嗜酸菌、嗜中性菌及嗜鹼菌之分。在厭氧生物產氫程序中，

由於大量的酸生成將形成一個低pH的酸性環境，酸性的環境將造成

hydrogenase的活性下降或微生物代謝途徑的改變，甚至在極端的環境

下，會直接毒害微生物。環境的酸化主要影響微生物的增殖，對於有

機物的裂解及攝取影響則較小。實際上，對於厭氧產氫微生物而言，

最佳的生長pH值範圍為pH=4 ~ 9(張，2001)。所以，當以混合菌群進

行生物產氫時，由於每種微生物對於環境的需求不同，因此，當環境

有微小變化時，對於系統的穩定性並不會有明顯的影響。 

2.4.3 基質基質基質基質 

    基質之種類對於產氫菌有極大的影響，每種菌所擁有的酵素及代

謝途徑不同，所以對於各種基質的利用力不同。由之前研究可知，利

用不同種類基質在馴養汙泥時，同ㄧ批污泥可馴養出之菌種也不同，
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基質的濃度會對於產氫菌種造成影響(徐氏，2007)。當基質濃度過低

時，細菌會因碳源過少而生長受到限制，代謝降低，造成產氫效果降

低；當濃度過高時可能使微生物有機負荷過高，且代謝產物大量累積，

造成抑制，而導致產氫效果減低。 

2.4.4 營養鹽營養鹽營養鹽營養鹽 

    微生物藉代謝有機或無機化合物而獲取能量，而為了微生物代謝

所需，通常都需要添加N、C、P 等主要營養鹽，及微量的Ca、Mg、

S、Fe…等元素。各種細菌對於營養物質的需要不盡相同，某些細菌

可以利用硝酸鹽，某些細菌則是需要有機氮化合物。碳為有機物的基

本元素，而且所有的生物循環都含碳素循環，如果有某處碳循環受阻

礙，則無法保持正常運行而使整個循環系統混亂。一般細菌最適當之

碳源為單糖類如葡萄糖或果糖、雙糖類如蔗糖、麥芽糖或乳糖、多糖

類如澱粉、纖維素。少量的無機鹽類也是微生物生存所需要的，如磷、

硫及鐵等元素。磷在生物體內是構成蛋白質、磷脂質、磷酸脂等重要

的成分，尤其是對於醱酵及呼吸作用而言，磷酸鹽類是能量代謝之核

心；而微生物細胞內有許多成分是有機硫化物，像硫胺素、半胱胺酸

等，所以對微生物來說，硫是一種必需性元素；鐵為還原性的無機物，

可作為電子的供應者，其藉由一連串複雜的酵素反應，將能量傳遞給

生物以作為合成細胞及維持生命所需(楊氏，2004)。 
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    在厭氧生物產氫反應中，產氫酵素(hydrogenase)為其重要酵素之

一，此重要酵素又可區分為兩大類，分別為nickel–iron (Ni–Fe) 

hydrogenases 和  iron–iron (Fe–Fe) hydrogenases (Wang and Wan, 

2008 ; Alshiyab et. al., 2008)。厭氧產氫菌利用 hydrogenase 和

ferredoxin的作用，將體內氧化有機物多餘的電子經由此酵素系統轉

移給氫離子形成氫氣而排除體外(Chen et al., 1974 ; Adams et al., 

1980)，減少體內多餘電子的壓力。鐵離子為構成hydrogenase(E.C. 

1.12.7.1)重要金屬元素之一，每分子的hydrogenase中含有12 個原子的

鐵離子。Peguin and Soucaille (1995)等人提出，當環境中缺乏鐵離子

時，C. acetobutylicum 胞內的hydrogenase 活性會降低，且鐵離子的

濃度低於25μmol l
-1

 時，C. acetobutylicum 的生長是受到限制的，當

鐵離子的濃度低於0.7μmol l
-1時，C. acetobutylicum 的hydrogenase 

活性會下降(Junelles et al., 1988)。Schoenheit(1979)等人則指出當環境

中，鐵離子濃度低於10 μmol l
-1

 時，C. pasteuriamum 的生長是受到

限制的。Dabrock(1992)等人則提出，雖然10 μmol l
-1

 的鐵離子濃度

會影響C. pasteuriamum 的生長，但並不會影響氫氣的生成。由以上

得知，不同的Clostridium 種類對於鐵離子濃度的需求是不同的，但

鐵離子的存在是必須的。 
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    Wang and Wan (2008)等人指出，當環境中有 Ni
2+存在時，累積產

氫量確實會受到影響，當 Ni
2+濃度從 0 mg/L增加至 0.1 mg/L時，氫

氣的產量可上升至最大 288.6 mL 及氫氣產率可上升至最大 296.1 

mL/g glucose，當 Ni
2+濃度高於 0.1 mg/L之後，氫氣產量及產率便會

逐漸地下降至鎳離子濃度 50 mg/L約 120 mL的產氫量及 124 mL/g 

glucose的產率，這指出適當的鎳離子濃度能夠高氫氣的產量，但 Ni
2+

濃度過高反而會造成抑制，導致產氫量降低。 



 

第三章第三章第三章第三章

3.1 實驗流程設計實驗流程設計實驗流程設計實驗流程設計 

    本研究乃由前人

水解產氫菌株 Clostridium thermocellum

為基質，測試其對環境

佳生長及產氫因素包括

元素及其濃度及震盪搖瓶

計流程如圖 3-1所示。

圖 3-1 實驗設計流程
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第三章第三章第三章第三章 實驗方法與材料實驗方法與材料實驗方法與材料實驗方法與材料 

本研究乃由前人(傅氏，2009)研究中取得已經過鑑定之乳牛纖維

Clostridium thermocellum strain TCW1，利用

測試其對環境及替代能源供應有特殊貢獻之能力

因素包括最佳溫度、基質濃度、pH、不同種類

元素及其濃度及震盪搖瓶測試，以便進行未來之發展與應用

。 

實驗設計流程

研究中取得已經過鑑定之乳牛纖維

利用 α-cellulose

有特殊貢獻之能力，並探討最

不同種類之微量

以便進行未來之發展與應用。實驗設
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3.2 菌種菌種菌種菌種來源來源來源來源 

    本研究所使用之微生物樣本為經前人自東海大學之乳牛糞肥中

所分離，經前人之篩選及研究中發現此菌株經馴養後可於五天內完全

降解 5 g/L之纖維濾紙產生並累積醣類及大量氣體，以此菌株之還原

醣產生速率而言，strain TCW1最大可達到約 72.9 mg/L‧hr，且以纖

維水解速率來比較 strain TCW1也是有較佳的表現(傅氏，2009)。整

體而言，此菌株之纖維水解速率及還原醣產率較其他所共同分離之菌

株為佳，且在水解纖維產醣之同時也會產生大量之氣體，因此便以此

菌株做為後續產氣實驗菌株。 

3.3 菌種培養菌種培養菌種培養菌種培養 

3.3.1 厭氧操作厭氧操作厭氧操作厭氧操作 

    本研究利用 Hungate 厭氧操作程序(Hungate, 1969; Macy et al., 

1972)以維持培養基及實驗過程時絕對厭氧情況，主要的操作設施－

厭氧加氣站如圖 3-2所示。主體為三種不同之氣體鋼瓶，氣體分別為

氫氣、氮氣及混合氣(20% CO2 + 80% N2)，加上銅絲加熱包並以高氣

密性之銅管或軟管連接，以供應配製培養基或植種過程所需之氣體。

使用前須先將加熱包升溫至約 200 ~ 250 ℃，通氫氣約 5分鐘，使氫

氣與 CuO 反應將加熱包中之銅絲還原，還原完成時銅絲會呈現亮銅



 

34 

 

色，此過程讓銅絲還原，可捕捉後續使用氣體中剩餘之氧氣形成 CuO

而達到厭氧之目的，經除氧之氣體以滅菌針頭來使用。 

 

圖  3-2 Hungate 厭氧加氣站示意圖。  

 

3.3.2 嗜熱厭氧培養基嗜熱厭氧培養基嗜熱厭氧培養基嗜熱厭氧培養基 

    研究過程中所使用之培養基為嗜熱厭氧（Thermophilic anaerobic, 

TA）培養基(Huang et al., 1998)將配合厭氧操作來配製，其基本成分

如表 3-1所示。配置培養基時先曝以氮氣，加入去離子水，然後將無

機鹽類、微量元素儲備溶液(如表 3-2)分別以定量加入，隨後加入氧

氣指示劑 resazurin並煮沸之，待沸騰後去除溶氧後冷卻至 50~60℃左

右。此時，將所曝之氮氣轉換為混合氣(20% CO2 + 80% N2)繼續曝氣，
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加入 L-Cysteine hydrochloride用以還原培養基以及NaHCO3提供鹼度，

最後待培養基冷卻至室溫或轉為透明無色時便完成培養基之除氧過

程，再分裝 50 mL至已加入纖維碳源之總體積為 125 mL厭氧血清瓶

後滅菌，以上培養基配置全程皆以厭氧加氣站曝氣，以維持培養基中

絕對厭氧之情形。完成上述之步驟後，將培養基置入滅菌釜以高溫高

壓滅菌，經滅菌後之培養基在植菌前會先加入 Na2S，以避免培養基

中含有氧氣，之後並依序加入 1% vitamin solution（如表 3-3）、1% yeast 

extract和 1% peptone，最後接種以植入 10 %體積之菌液後，便開始

實驗。 
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表 3-1 TA培養基成分 

Component Content (L
-1

) Source 

Carbon source   

  Cellulosic materials
1
   

K2HPO4 0.40g 和光試藥 

CaCl2 0.05g 和光試藥 

MgCl2 0.10g Riedel-de Haën 

(NH4)Cl   1.00g Riedel-de Haën 

Trace element solution
2
 1.00mL  

Resazurin 0.0005g Sigma 

L-Cysteine hydrochloride* 0.50g Sigma 

NaHCO3* 4.00g Riedel-de Haën 

Na2S** 0.25g Sigma 

Yeast extract** 1.00g CONDA 

Peptone** 1.00g Difco 

Vitamin solution
3
** 10.0mL  

1: 視實驗之需要配以不同成分及濃度之纖維性碳源， 

2: Trace element solution成分如表 3-2， 

3: Vitamin solution成分如表 3-3， 

* : 煮沸後加入， 

** : 滅菌後植菌前加入。 
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表 3-2 Trace element solution成分 

Component Content (L
-1

) Source 

Conc. HCl* 1.0ml Riedel-de Haën 

NiCl2 0.05g Riedel-de Haën 

H3BO3 0.05g Riedel-de Haën 

FeCl2 2.00g Riedel-de Haën 

CuCl2 0.03g Riedel-de Haën 

ZnCl2 0.05g Riedel-de Haën 

(NH4)6Mo7O24 0.05g Riedel-de Haën 

MnCl2 0.05g Riedel-de Haën 

CoCl2 0.05g Riedel-de Haën 

AlCl3 0.05g Riedel-de Haën 

Na2SeO3 0.10g Riedel-de Haën 

*: 先以少許水稀釋濃鹽酸後再分別加入各微量金屬。 

 

表 3-3 Vitamin solution成分 

Component Content (L
-1

) Source 

Biotin 2.0mg Sigma 

Thiamine-HCl 5.0mg Sigma 

Pyridoxine-HCl 10.0mg Sigma 

Nicotinic acid 5.0mg Sigma 

Riboflavin 5.0mg Sigma 

Vitamin B12 0.1mg Sigma 

DL-Ca-pantothenate 5.0mg Sigma 

Lipoic acid 5.0mg Sigma 

P-aminobenzoic acid 5.0mg Sigma 

Folic acid 2.0mg Sigma 
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3.4 產氫反應最適化產氫反應最適化產氫反應最適化產氫反應最適化探討探討探討探討 

    針對 strain TCW1水解纖維素並產生氫氣的最適化條件進行探討。

程序最適條件探討包括溫度、基質濃度、pH 值、微量元素及搖瓶等

測試，每隔固定反應時間檢測其氣體產量及氫氣濃度、蛋白質濃度、

纖維素濃度及還原糖濃度。每一培養條件為一組，每一組至少為 2個

血清瓶，每瓶之培養液體積皆為 50mL，並進行二重覆。各批次實驗

皆以菌液培養至纖維素開始明顯降解，約培養 48 小時後，作為植種

來源以進行下列各項實驗。 

3.4.1 生長溫度生長溫度生長溫度生長溫度 

    對於微生物的生長，溫度是一個相當重要的影響因子，當培養於

適當之溫度條件下，菌株之生長量及氫氣產量會有正向的結果。實驗

選定以α-cellulose作為纖維碳源之代表，由於牛糞混菌時期馴養溫度

為 55℃，上下調整溫度測試範圍，分別為 50、55、60、65、70℃，

並監測其生長、水解纖維素及產氫的情形。 

3.4.2 基質濃度基質濃度基質濃度基質濃度 

    基質為微生物的碳源來源，而碳為有機體(Organism)的主要組成

元素，因此基質濃度便直接關係著微生物的生長、代謝及產物。以α
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-cellulose為單一碳源，選取 5、10、15、20、25 g/L 之不同添加量至

培養基中，監測細胞之還原糖產率、纖維水解速率、氫氣產量及液相

產物。 

3.4.3 pH 

    對於產氫，pH 是一個決定性的因子，酸鹼度會影響菌株生長速

率甚至會抑制生長，在 pH值過高或過低的環境下，會影響酵素或代

謝系統，降低微生物生長的活性(Fang and Liu, 2002 ; Khanal et .al., 

2004 ; 王氏，2008)，因此，pH對於纖維水解或產氫來說皆有重大的

影響。故為測試此菌株之最適產氫 pH範圍，利用 TA培養基中本身

含有 NaHCO3與瓶頂所填充的 CO2之交互作用而形成封閉的碳酸緩

衝系統，因此本實驗藉由調整 NaHCO3含量來改變初始 pH值，此做

法與添加酸性或鹼性緩衝溶液來說，並不會對培養基之組成有任何影

響，實驗較具一致性。實驗之配置初始 pH範圍自 5.01~7.86，培養基

經滅菌後，加入營養物質並植菌後，實際值會比原先所測量略低，培

養時監測其生長、還原糖產率、氫氣濃度、纖維素降解量及液相產物。 
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3.4.4 微量元素微量元素微量元素微量元素 

    在厭氧生物產氫的反應中，微量元素扮演著舉足輕重的角色，僅

需非常少量就能夠對產氫量有明顯之影響，本次試驗分為兩種不同的

微量元素，分別為亞鐵離子(Fe
2+

)及鎳離子(Ni
2+

)。由於文獻(Alshiyab et 

al., 2008 ; Wang and Wan, 2008)中所提及之 Fe
2+皆為 FeSO4，與本實驗

室所使用的 FeCl2有所差異，因此必須先以 FeSO4及 FeCl2進行先前

試驗，比較這兩種亞鐵離子是否會對培養基或菌體產生影響，以利後

續進行不同濃度之亞鐵(Fe
2+

)離子試驗。實驗前需先調配不含 Fe
2+之

微量元素 solution，並與之前泡製培養基時一同加熱煮沸並除氧。另

外再調配單獨含有 FeSO4及 FeCl2之儲備溶液各一瓶，以便後續泡製

培養基時方便調整 Fe
2+之濃度，此部分之兩種不同亞鐵離子之儲備溶

液，分別以不同的量加入血清瓶中，其中亞鐵離子的濃度就會依加入

的量而不同。 

    在鎳離子方面，由於 TA培養基中原本就含有鎳離子，因此僅需

重新調配微量元素(無 NiCl2)之儲備溶液，將 NiCl2另外配置為單獨之

儲備溶液，其餘做法與亞鐵離子相同。 
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    整個實驗過程皆是以最佳之產氫溫度 60℃、pH 7.0及 5 g/L之基

質進行，每隔 12 小時以排水集氣法收集所產生之生物氣體，進行氫

氣含量分析。 

3.4.5 震盪培養震盪培養震盪培養震盪培養(Agitation)對產氫的影響對產氫的影響對產氫的影響對產氫的影響 

為探討本研究菌株產氫潛能，採用批次震盪培養產氫測試，震盪

培養是利用培養箱(TKS, Orbital shaking incubator OSI-500-H)，來達成

批次血清瓶培養無法做到的攪拌效果。由於纖維基質為固態且易沉澱，

因此在培養之過程中為非均質態，以化學反應而言，反應劑若能有充

足的機會與反應物(基質)接觸，將對反應速率有利，且可將易溶於培

養液中之氫分子驅趕至瓶頂空間，此論點在許多文獻中(Lejeune and 

Baron, 1995 ; Freier et al., 1988)也有所探討。 

實驗之反應容器為 125 mL厭氧血清瓶，總反應體積為 50 mL，

培養於菌株之最佳生長情況，以 160 rpm 搖晃血清瓶，高於此轉速可

使纖維素基質完全懸浮而不發生沉澱。yeast extract 和 peptone濃度

皆為 1 g/L，pH控制於 7.00 左右，基質濃度為 5 g/L，培養溫度為 60

℃。氣體採樣及液體採樣由頂部橡膠塞部份以注射針抽取，氣體產生

量以間斷式排氣方式計算，以排水集氣法計算單位時間中所產生之總

氣體體積量，反應瓶之設置如圖 3-5。 
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圖  3-3 生物產氫實驗反應設置  

 

3.5 分析方法分析方法分析方法分析方法 

3.5.1 蛋白質分析蛋白質分析蛋白質分析蛋白質分析 

蛋白質為構成細胞之主要成分，因此細胞的多寡可利用蛋白質來

測定。由於不可溶的基質會使培養基成混濁狀，無法以 OD600分析，

於是改以蛋白質總量用以分析培養基中微生物生長之情況。本實驗以 

Bradford測量細胞蛋白質方法(Bradford, 1976)，使用市售之蛋白質分

析套件(Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA)進行分析，此方法原理

為 Coomassie Brilliant Blue G-250會與蛋白質結合的特性，在 G-250

與蛋白質結合後，G-250 的顏色會從紅色轉變成為藍色，此時在 595 

nm 波長下會有較高的吸收度以便測定。以牛血清蛋白作為標準品配

置檢量線(如附錄一)，即可推算出樣品中之蛋白質濃度。其實驗步驟

醱酵管 血清瓶 
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為先取 0.5 mL的培養液，離心(13,300 g；10 min)後去除上澄液。之

後再加入 1 mL Tris buffer (pH 7.6)懸浮細胞，離心後去除上澄液，再

重覆此步驟一次。經離心去除上澄液後之沉澱物再加入 0.9 mL Tris 

buffer (pH 7.6)及 0.1 mL 1N NaOH，以懸浮細胞。以 100℃沸騰水加

熱 10分鐘，離心並經稀釋後取 0.8 mL上澄液，加入 0.2 mL Bio-Rad 

Protein Assay dye reagent染色。最後以分光光度計(spectrophotometer；

SHIMADZU, UVmini-1240)在 595 nm 波長下測量吸收值。使用牛血

清蛋白(Bovine serum albumin)作為檢量線之標準品，以內插法求得菌

液中樣品之蛋白質量。 

3.5.2纖維素濃度測定纖維素濃度測定纖維素濃度測定纖維素濃度測定 

    纖維素含量乃是以恩酮比色法(Colorimetric method)測定，因纖維

素為多醣類，雖然糖分子間的鍵結非常穩定，但經強酸破壞下可水解

成葡萄糖，再以特定化學物與糖分子結合並且呈色達到定量之目的。

醣類(carbohydrate)與恩酮試劑(anthrone reagent，C14H10O)反應後會呈

現深綠色(Updegraff，1969)。本研究中便是先以弱酸配合加熱去除培

養液中細胞的干擾，再用濃硫酸水解纖維素，最後以恩酮試劑呈色而

有深綠色產生並以分光光度計（spectrophotometer）在波長 620 nm之

下定量之（Viles and Silverman, 1949）。 
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    實驗前須先配置醋酸：硝酸溶液：將濃醋酸（80 %）與濃硝酸（65 

%）以 10：1（v/v）比例混合而得。恩酮試劑：將 0.2 g anthrone（Sigma）

直接溶於 96 %濃硫酸並定量至 100 ml 後冷藏 2 小時方可使用。以

α-cellulose（Sigma）作為纖維素標準品配製檢量線（附錄二）。其詳

細實驗步驟為先取 1 ml 含纖維素之培養液樣本，以 13,300 g × 10 min

離心後除去上澄液。加入 0.3 ml預先配置好的醋酸：硝酸溶液均勻混

合，置於沸水浴 30 min破除細胞。經沸水浴後以 13,300 g × 10 min

離心後除去上澄液。之後以去離子水清洗剩餘纖維素，再以 13,300 g 

× 10 min離心後除去上澄液。將上澄液完全去除之後再加入 0.2 mL

濃硫酸（96 % ; v/v）混合均勻，以 Vortex-Mixer震盪直至纖維素水解

完全，如有沉澱則較多需較久的反應時間。取 0.1 mL經硫酸混合均

勻之溶液稀釋至 10mL。再取 1mL之稀釋溶液加入 2 mL預先冷藏過

的恩酮試劑，混合均勻。以沸水浴 16 min 反映後會呈現黃綠色，再

用冰水冷卻 (2-3 min)，放置室溫 (5-10 min)。最後以分光光度計

（UV/visible Spectrophotometer, Shimadzu, UV mini-1240）在 620 nm

波長光下測其吸收值，將所得之值代入檢量線求出纖維素濃度，纖維

素濃度檢量線如附錄二。 
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3.5.3 還原糖還原糖還原糖還原糖濃度測定濃度測定濃度測定濃度測定 

    還原糖濃度測定主要是利用 DNS法(Miller, 1959)，並加以修改之

(吳氏，2006)。含有醛基(CHO)的糖類具有還原力，能將 3,5-二硝基-

水楊酸 (3,5-Dinitrosalicylic acid)還原成 3-氨基 -5-硝基 -水楊酸 

(3-amino-5nitro-salicyclic acid)。而纖維素水解所產生的寡糖類、纖維

雙糖及葡萄糖等含有醛基，因此而具有還原力，將其他物種還原而使

自身氧化成有機酸。DNS 法最主要是利用 DNS 試劑(表 3-4 所示)中

的 3,5-二硝基-水楊酸與還原糖之間所引起的呈色反應，作為判斷還

原糖量多寡的依據。其DNS試劑(100 mL)配置步驟為先將 1.6 g NaOH

利用少量之去離子水溶解，將溶液調整至鹼性。待 NaOH完全溶解後

加入 30 g 酒石酸鉀鈉(K-Na-tartarate-4H2O)，再加入 1 g 3,5-二硝基水

楊酸(3,5-Dinitrosalicyclic acid ; E. Merck試藥級)，使其完全溶解於溶

液中。最後再以去離子水定量至 100 mL，保存於 4℃陰暗處。 

表 3-4 DNS試劑成分(3,5-二硝基水楊酸試劑) 

成分 濃度(g/100 mL) 

NaOH 1.6 

K-Na-tartarate-4H2O 30 

3,5-Dinitrosalicyclic acid 1.0 
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欲測定還原糖之實驗步驟如下所示：先取 1 mL 培養菌液，經

13,300 g × 5 min離心沉澱細胞，上清液移至乾淨之離心管，細胞沉

澱(pellet)丟棄或做總蛋白質分析。接著取 0.5 mL 已移至乾淨離心管

之上清液或經適量稀釋之上清液置於玻璃試管中，再加入 0.5 mL 先

前已配置好的 DNS 試劑，經均勻震盪後，以隔水加熱法將玻璃試管

置於沸水浴中反應 10 min。待反應 10 min 後，將反應之玻璃試管自

沸水浴中取出，以冷水迅速將其冷卻至室溫，使其達到終止反應的效

果，以分光光度計 (UV/visible Spectrophotometer, Shimadzu, UV 

mini-1240)在波長 540 nm下測定其吸光值，將所得之值代入檢量線求

出還原糖濃度，還原醣檢量線以葡萄糖為標準，檢量線如附錄三。 

3.5.4 氫氣濃度分析氫氣濃度分析氫氣濃度分析氫氣濃度分析 

    常見厭氧菌如本研究中之 Clostridium 屬菌種，其主要的氣相產

物為氫氣和二氧化碳，氫氣濃度分析以 SHIMADZU GC-14B Gas 

Chromatograph with thermal conductivity detector (TCD)，其所使用之

管柱為玻璃管柱(長度 2.1 m，內徑 3.2 mm)，填充物為Molecular Sieve 

5A 60/80 mesh，以氬氣為載流氣體(流速為 25 mL/min)，注入之樣本

體積為0.2 mL，分析條件設定為管柱溫度為50℃、injection temperature 

120℃、TCD temperature 140℃、current 60 mA。實驗設計以批次培養

方式，以固定間隔之時間點利用排水集氣法來蒐集培養瓶中所產生之



 

47 

 

氣體，監測其氣體量並分析其中之氫氣含量，氫氣濃度檢量線如附錄

五。 

3.5.5 高效高效高效高效液相液相液相液相層析層析層析層析(HPLC)分析分析分析分析代謝產物代謝產物代謝產物代謝產物 

    為了解纖維素物質經由 strain TCW1水解後之產物，包括寡糖、

單糖以及代謝後的揮發性脂肪酸，以高效液相層析儀（Shimadze）測

定其種類及濃度。注射量為 20 µl，移動相為 0.008N H2SO4溶液（流

速為 0.6 mL/min），分析管柱為 Transgenomic COREGEL 87H3（300 

mm × 7.8 mm），偵測器為 RI-detector（Shimadze, RID-10A）。根據

strain TCW1可能產生之中間醣類以及代謝產物物質，選定之標準品

包含葡萄糖、纖維二糖、木糖、乳酸、乙酸、乙醇，分別配製檢量線

以定量（附錄四）。 

3.5.6 產氫能力分析產氫能力分析產氫能力分析產氫能力分析 

    微生物代謝過程之變化，會先有一段遲滯期(λ)的產生，再進入

對數生長期，也就是最大反應速率(Rm)，然後進入穩定期，此時所對

應的結果則為成長或代謝反應的平衡點，本文對於產氣數據的整理是

使用 Gompertz Model（Zwietering et al., 1990），將累積產氣量時間

圖中的變化曲線以 Gompertz equation 迴歸。該式最早為人口成長模

式，後來被應用於細菌成長模式。其原方程式如 3-1式： 
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y = a × exp�−exp
b − ct��                                 (3-1) 

此模式僅描述細菌數目，並不如Monod model一樣包括基質（substrate）

的消耗問題。方程式中之 a、b、c等參數並無生物上的意義，因此須

將模式做適當修正，使模式更利於對生物生長的描述。其修正式如

3-2式： 

� = ���� × exp �−exp �����,��×�
����


λ− t� + 1!"               (3-2) 

H＝累積產氣量（mL）  

Hmax ＝平衡時產氣量（mL）  

λ＝遲滯期（hr）（lag phase）  

t＝反應時間（hr）  

Rmax,H2＝最大產氫速率（mL/hr）  

將實驗數據代入修正式中可迴歸得到λ、H及 Rmax三參數；λ為產氫

菌的適應期，隨植入的菌種來源而有差異；Rm 為最大產氫速率，除

以菌量可得單位菌量產氫速率；H為最終產氣量，受基質量及菌種的

產氫能力影響（白，1999）。 
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3.6 天然纖維基質測試天然纖維基質測試天然纖維基質測試天然纖維基質測試 

    纖維素為陸生植物組成之一，為了測試 strain TCW1能否實際利

用天然纖維素基質產氫，分別選擇了狼尾草、稻桿、橘子皮、菜葉為

單一碳源進行測試，監測其生長、還原醣濃度、液相產物及氫氣濃度。

狼尾草（Napier grass，學名為 Pennisetum purpureum）（台畜草二號） 

一般廣稱為象草(elephantgrass)，是原產於非洲的多年生C4型植

物，具有生產快速、產量高、無病蟲害、耐高溫等特性。目前台灣推

廣的品種-台畜二號，是農委會畜產所成游貴博士團隊經多年努力育

成之優良牧草品種。年乾物質產量每公頃高達50-80噸（隨季節、地

區及管理方式而異），纖維素含量高達40-45%，極有潛力成為熱帶

與亞熱帶地區之新興纖維能源作物(古氏，2008)。狼尾草是目前極受

注目的生質作物之ㄧ，雖然糖分相較其他種類之作物低，但可從育種

族群中選育高產量與高糖度的狼尾草。本研究以自國立成功大學環境

工程學系所取得之狼尾草乾粉末，作為培養碳源。 

    稻桿來自台灣中部地區某農田，經由破碎機破碎之後，以 50 mash

的篩網過篩後，作為培養碳源。 
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    橘子皮及蔬菜葉都來自台灣中部某傳統市場，蔬菜葉以高麗菜為

代表，兩者以清水洗淨去除表面髒污之後，將其以果汁機(Super Mum, 

Hi-Fiber Nutrition Processor, HF-2002P)破碎後直接作為培養碳源。 

    上述所有天然纖維性碳源配置於培養基之最終濃度皆為 5 g/L，

以利與先前最適化產氫之條件相比較。 
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第四章第四章第四章第四章  結果與討論結果與討論結果與討論結果與討論 

4.1 纖維水解產氫菌株纖維水解產氫菌株纖維水解產氫菌株纖維水解產氫菌株 

    本實驗室先前已自乳牛糞肥中篩選出一株高效纖維水解產氫菌

株 strain TCW1，此菌株經與 NCBI生物資料庫之 16S rDNA序列比對

分析判定為 Clostridium 屬，與 strain TCW1 最接近之菌株為

Clostridium thermocellum 標準菌株 DSM 1237（DSM 1237＝ATCC 

27405＝JCM 12338），而根據 NCBI比對 16S rDNA相似度為 96 %(傅

氏，2009)。 

    在前人之纖維水解醣化試驗中，可知 strain TCW1培養在 65℃時，

可將 5 g/L纖維素在 48小時內快速水解並累積量醣類，其還原醣累積

產量約 3870 mg/L，同時也會產生生物氣體約 1500 mL/L‧liquid，經

分析後，發現此菌株有同時水解纖維素並產氫的能力，顯示此菌株仍

有進一步研究其水解纖維素之價值，期望未來可利用天然纖維廢棄物

進行廢棄物轉化為再生能源之功效。 

    由於 strain TCW1能夠利用纖維素直接產氫，將原本需設置兩個

反應槽(纖維水解槽和產氫反應槽)之二階段步驟縮短為單一反應槽

產氫的一階段步驟，在未來將更具有生物產氫之經濟價值。因此本研

究以直接利用纖維素產生生物氫氣最適化條件之探討為研究目標。 
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4.2 溫度之影響溫度之影響溫度之影響溫度之影響 

4.2.1 溫度溫度溫度溫度因子因子因子因子對生長對生長對生長對生長、、、、纖維素水解及產氫纖維素水解及產氫纖維素水解及產氫纖維素水解及產氫之影響之影響之影響之影響 

    溫度對於細菌生長有著直接的影響，本實驗為了測試 strain 

TCW1在較佳的水解纖維產氫之條件時的情況，以對往後 strain TCW1

在進行直接利用纖維素產氫應用時有所依據。實驗進行時利用不同溫

度以 α-cellulose為單一碳源進行測試，並以蛋白質量監測細胞生長。

結果如圖 4-1(A)所示，strain TCW1於 70℃時無生長現象，strain TCW1

可生長之範圍介於 50至 65℃，其蛋白質量最高可達 373.6 mg/L，可

判定為嗜熱菌種。 

    在纖維生物質產能的製程中, 纖維素的水解是速率決定步驟(Lai 

et al., 2001; Noike et al., 1985)，因此本實驗利用不同培養溫度，比較

strain TCW1水解纖維素之能力，以了解溫度對纖維水解反應之影響。

圖 4-1(B)可以看出 strain TCW1的纖維水解反應在 55~60℃是無差異

的，均可將培養液中 5 g/L之纖維素完全降解。在 70℃時，纖維素水

解的速度明顯較其他溫度慢了許多，若與生長溫度相比較，細胞在

70℃時的生長情況不佳，菌體少相對的也會影響到水解速率。 

    溫度不僅僅會影響細胞的生長，也會影響產物的產出，若以生長

趨勢相比較，其生長會與氫氣濃度的趨勢相類似(圖 4-1C)，僅在 65
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℃時會有所差異，strain TCW1的生長雖然沒有與其他溫度類似，但

其產氫濃度則是與其他溫度相類似，推測可能是因為溫度雖然影響了

細胞的生長，但對產氫酵素的作用影響不大，而在 60℃時的產氫酵

素活性可能為最佳，因此在此溫度培養下的氫氣濃度能有較好的表現，

最高氫氣濃度可達 19.56 %，所有產氫反應幾乎都在 48小時左右便逐

漸趨於平緩，推測可能是培養基中的酸含量逐漸升高，導致對產氫反

應開始有所抑制，而使產氫量逐漸減少。 

    當溫度從 50℃升高到 60℃時，生物氣體的產量會逐漸地上升，

超過 60℃之後生物氣體產量便開始往下降，而其中氫氣產量也會因

溫度的變動而有些微的差異，在溫度為 60℃時產氫量會有一個較佳

的表現，可達 287.9 mL/L‧liquid，但溫度達到 70℃時幾乎沒有氫氣

的產生，僅只有 8.13 mL/L liquid的氫氣產出(圖 4-2)。 

    以氫氣產率來說，結果如圖 4-3 所示，溫度自 50-65℃的氫氣產

率相當接近，但在 60℃時能有較佳的產氫及纖維水解表現，其氫氣

產率可達 57.75 mL/g cellulose，且在此溫度細胞也可以將培養基中之

纖維素完全利用，因此後續之產氫試驗培養溫度均維持 60℃。 
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圖  4-1 Strain TCW1 以 5 g/L α-cellulose 為單一碳源，分別培養

在 50-70℃情況下之 (A)生長、(B)纖維水解及(C)產氫濃度時間曲

線圖，每組實驗皆以二重複表示其再現性。   
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圖  4-2 Strain TCW1 以 5 g/Lα-cellulose 培養在不同溫度 (50-70

℃ )情況下的累積生物氣體及累積氫氣產量表示圖。  
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圖  4-3 Strain TCW1 以 5 g/Lα-cellulose 培養在不同溫度 (50-70

℃ )情況下的氫氣產率及纖維降解量示意圖。  
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4.2.2 溫度因子綜合討論溫度因子綜合討論溫度因子綜合討論溫度因子綜合討論 

    將上述之溫度實驗結果匯整為表 4-1，比較不同溫度對

Clostridium thermocellum strain TCW1纖維水解產氫能力之影響，由

此表可看出 strain TCW1最大比生長速率是以 60℃為最佳，在此溫度

下細胞能有最佳的生長結果。以基質水解速率而言，以 55℃及 60℃

有較佳的表現，但 60℃稍微比 55℃更佳，最佳可達 2.437 g/L‧day，

以還原醣產率而言，在 60℃及 65℃皆有不錯的表現，皆可達到 500 

mg/L‧day，但在 65℃的情況下期表現又比 60℃時更佳，最高可達

579.3 mg/L‧day。以生物氣體累積產量及氫氣產率方面，皆是在溫度

60℃時有最佳的表現，最高分別可達到 1075 mL/L‧liquid 及 57.75 

mL/g‧cellulose。綜合上述以 strain TCW1來生產氫氣的溫度條件，

其生長、纖維水解速率、氣體產量及氫氣產率皆是在 60℃時的表現

最佳。 
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表 4-1 Strain TCW1 在不同溫度下之纖維水解產氫潛力比較表 

Temperature 

(℃) 

Specific 

growth rate 

(day-1) 

Cellulose 

degradation 

rate(g/L‧ 

day) 

Reducing 

sugar 

production 

rate(mg/L

day)‧  

Total gas 

production 

(mL/L) 

Hydrogen 

yield 

(mL/g‧ 

cellulose) 

50 0.1574 2.008 285.3 835 48.95 

55 0.1747 2.414 425.9 990 54.87 

60 0.2154 2.437 537.1 1075 57.75 

65 0.0834 1.340 1075 825 47.96 

70 0.0330 0.8619 57.75 325 5.968 
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4.3 pH 之影響之影響之影響之影響 

4.3.1 pH 因子對生長因子對生長因子對生長因子對生長、、、、纖維素水解及產氫之影響纖維素水解及產氫之影響纖維素水解及產氫之影響纖維素水解及產氫之影響 

    pH測試對 strain TCW1生長的影響，是以改變培養基中既有成分

NaHCO3的方式來調整鹼度，由於培養瓶之瓶頂空間填充有 CO2，因

此可利用此方法來達成培養基不同起始 pH。結果如圖 4-4(A)所示，

TCW1較不適於過酸或過鹼之環境生長，當 pH小於 5.57或大於 7.86

時的生長情況明顯不佳，最適 strain TCW1之生長 pH範圍介於 5.99

至 7.49之間。就實驗結果來看，pH對 strain TCW1生長影響頗大，

當 pH為 6.99時，其生長情況的蛋白質累積最高可達 339.5 mg/L，而

pH分別為 5.01、5.57及 7.86的情況下則幾乎沒有生長的情況，相較

於先前文獻，C. thermocellum有較寬的 pH耐受性約 6.1-7.5，與 strain 

TCW1之 pH耐受性相類似，可知 strain TCW1較喜好於中性環境，

並受 pH變動影響較大。 

    本次實驗中分別測試不同起始 pH情況下纖維水解的效率，可看

出當 pH介於 6.51-6.99之間有較佳的水解效率，在此範圍內 5 g/L纖

維素幾乎能夠被完全降解，當 pH 高於 6.99 或低於 6.51 時則無法完

全被降解，與細胞生長相比較可得知，過高或過低的 pH不僅會對細

胞生長產生影響，也會對纖維水解有所影響(圖 4-4 B)。由此可知 strain 
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TCW1 的生長及纖維水解在 60℃時皆偏於中性的環境。以產氫濃度

而言，pH 6.99與 7.49之時間曲線並無太大的差異，最高產氫濃度可

達到 18.99 %(圖 4-4 C)，由此可知其產氫與生長之表現會相類似，當

細胞生長越好時，產氫濃度便會越高，纖維水解量也會跟著提高；相

反若細胞生長情況不佳，則其纖維水解量及產氫濃度也會跟著降低。 
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圖  4-4 Strain TCW1 以 5 g/L α-cellulose 為單一碳源，分別培養

在 pH 為 5.01-7.86 情況下之(A)生長、(B)纖維水解及 (C)產氫濃

度時間曲線圖，每組實驗皆以二重複表示其再現性，培養溫度

固定為 60℃。  
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    pH 的變動能夠對產氣有明顯的影響，結果如圖 4-5 所示，可看

到當 pH 為 7.86 時，strain TCW1 雖然有產生生物氣體(可產生 565 

mL/L‧liquid)的能力，但幾乎完全沒有產生氫氣，推測可能是因為在

pH 過高或過低的情況下，細胞生長不佳以及產氫酵素完全被抑制而

無法作用，導致產氫量降低，而當 pH為 6.99時，有較佳的生物氣體

及氫氣的產量表現，最高可累積達 1190 mL/L‧liquid(生物氣體)及

284.9 mL/L‧liquid(氫氣)。以氫氣產率與纖維素降解量而言，結果如

圖 4-6所示，當 pH介於 6.99至 7.49之間時，其產率的差異性不大，

但若以纖維素的降解量來看，pH為 7.49時無法完全降解利用，因此

雖然 strain TCW1在 pH 7.49時的產氫速率與 pH 6.99時相似，其產氫

量並不同於 pH 6.99時的產氫量，推測可能為纖維素降解量較少而導

致在計算上使 pH 7.49之氫氣產率與 pH 6.99之產率相似。因此，可

知 strain TCW1的生長與產氫反應都是偏好中性環境，往後的試驗可

依然維持原本的鹼劑添加量(3.9 g NaHCO3/L)配置培養基，使起始 pH

達到 6.99。 
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圖  4-5 Strain TCW1 以 5 g/Lα -cellulose、高溫 60℃，培養在不

同 pH(5.01-7.86)情況下的累積生物氣體及累積氫氣產量表示

圖。  
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圖  4-6 Strain TCW1 以 5 g/Lα -cellulose、高溫 60℃，培養在不

同 pH(5.01-7.86)情況下的氫氣產率及纖維降解量示意圖。  

 

 

 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

0

1

2

3

4

5

5.01 5.57 5.99 6.49 6.99 7.49 7.86

H
y
d
ro

g
en

 y
ie

ld
(m

L
/g

 c
el

lu
lo

se
 a

d
d
)

C
el

lu
lo

se
 d

eg
ra

d
at

io
n
 (

g
/L

) 

Different pH

cellulose degradation Hydrogen yield



 

65 

4.3.2 pH 因子綜合討論因子綜合討論因子綜合討論因子綜合討論 

    利用上述之 pH 實驗結果匯整為表 4-2，比較不同 pH 對 strain 

TCW1纖維水解產氫能力之影響，由此表可看出 strain TCW1的最大

比生長速率在起始 pH為 6.99時，可達 0.1609 day
-1，在此 pH之條件

下細胞的生長能有最佳的表現，以基質水解速率來看，當 pH為 6.51 

-6.99時有較佳的表現，皆可達到 2 g/L‧day以上，但 pH為 6.51稍

微會比 6.99的水解效率更佳一點，可達 2.175 g/L‧day。以還原醣產

率而言，pH介於 5.99-6.99之間時，皆至少能有 800 mg/L‧day的表

現，最高之還原醣產率則出現在 pH為 6.51時，可達 1224 mg/L‧day。

以氣體累積產量及氫氣產率而言，當 pH介於 6.99-7.49之間會有最佳

之表現，但 pH為 7.49時的氣體累積量稍微低於 pH為 6.99時之氣體

累積產量，最佳表現可達 1190 mL/L‧liquid，又以氫氣產率來比較，

雖然 pH 7.49時的氫氣產率看似較 pH 6.99時的要佳，但在實驗中 pH 

7.49的纖維素無法完全水解，推測是因為以纖維被水解的量當作分母，

而 pH 7.49的纖維水解量較少，導致計算上的差異，因此使的氫氣產

率在 pH 7.49時看似高於 6.99的氫氣產率，而在 pH 6.99的情況下，

氫氣產率可達 58.87 mL/L‧cellulose，且纖維素能夠完全被水解轉化

為液相及氣相產物。因此，綜合上述以 strain TCW1來生產氫氣的 pH

條件，其生長、氣體產量及氫氣產率皆是在 pH 6.99時的表現最佳。 
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表 4-2 Strain TCW1 在不同 pH 下之纖維水解產氫潛力比較表 

pH 

Specific 

growth rate 

(day-1) 

Cellulose 

degradation 

rate(g/L‧day) 

Reducing 

sugar 

production 

rate (mg/L‧

day) 

Total gas 

production 

(mL/L) 

Hydrogen 

yield(mL/g‧

cellulose) 

5.01 0.0338 1.159 449.1 775 20.29 

5.57 0.0411 1.643 757.8 885 21.92 

5.99 0.0952 1.770 826.7 980 20.77 

6.51 0.1290 2.175 1224 1065 28.63 

6.99 0.1609 2.167 889.7 1190 58.87 

7.49 0.1170 1.952 363.8 1125 61.49 

7.86 0.0086 0.2143 31.03 565 0.4529 
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4.4 基質濃度之影響基質濃度之影響基質濃度之影響基質濃度之影響 

4.4.1 基質濃度因子對生長基質濃度因子對生長基質濃度因子對生長基質濃度因子對生長、、、、纖維素水解及產氫之影響纖維素水解及產氫之影響纖維素水解及產氫之影響纖維素水解及產氫之影響 

    本實驗以不同濃度之α-cellulose 為單一碳源在高溫(60℃)下進

行厭氧醱酵培養的試驗，其細胞生長以胞內總蛋白質量表示。結果如

圖 4-7(A)所示，可看到基質濃度對生長之影響並不大，當基質濃度為

10 g/L時能有較佳的生長表現，蛋白質量可達 353.9 mg/L，而當基質

濃度越高，則生長呈現逐漸降低之趨勢，推測基質濃度的影響不同於

溫度或 pH的影響，溫度及 pH可能會對菌體的代謝機制產生影響，

基質濃度則無法影響代謝機制，實質上基質濃度增加對菌體本身的生

長及代謝機制並無加速效果，因此而使整體趨勢相類似。 

    實驗中將不同濃度之纖維素降解含量做分析，由圖 4-7(B)可知，

5 g/L和 10 g/L之纖維素可幾乎達到完全降解，但 15 g/L以上之纖維

素便無法被完全降解，推測可能為培養基中之酸含量越來越高，導致

菌株生長遭到抑制，而無法繼續降解多餘的纖維素。經過 72 小時的

監測纖維素含量可分別由5 g/L降解至0.03 g/L、10 g/L降解至1.11 g/L、

15 g/L降解至 7.14 g/L、20 g/L降解至 11.30 g/L、25 g/L降解至 13.25 

g/L。由結果來看，當基質濃度為 5 g/L時的降解率可達 99.4%，當基

質濃度超過 10 g/L時，其降解比例便逐漸降低。 
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    在培養的同時也進行產氫測試，以氫氣濃度隨時間變化之結果如

圖 4-7(C)，可看到氫氣濃度在培養初始 24 小時會快速地累積，而在

大約 60個小時可達到最大累積產氫濃度約 24.27 %，而不論基質濃度

為多少，其最終產氫濃度幾乎沒有差異，均為 17％左右。其生物氣

體及氫氣累積量結果如圖 4-8所示，當纖維素濃度增加時，氫氣累積

量也會明顯增加從(5g)309.9 mL/L‧liquid增加至(15g/L)364.1 mL/L‧

liquid，當纖維素濃度增加到 20 g/L以上時，氫氣累積量反而會有些

微降低，這或許是因為基質濃度或反應後之液相產物過高反而對產氫

反應機制有所影響，由此推測基質濃度對產氣影響並不大。 

    以氫氣產率與纖維素降解量來看，結果如圖 4-9所示，當纖維素

濃度越高時，strain TCW1能降解的纖維素便越多，但若以氫氣產率

而言，纖維素雖然降解量多，但其產氣量並沒有與纖維降解量成正比，

最佳的產氫速率在基質濃度為 5 g/L 時，氫氣產率可達到 49.15 

mL/L‧liquid，因此往後的產氫實驗之起始基質濃度以原本的添加量

5 g/L來配置培養基。 
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圖  4-7 Strain TCW1 以 α-cellulose 為單一碳源，分別培養在不同

基質濃度為 5 g/L-25 g/L 情況下之(A)生長、(B)纖維水解及(C)

產氫濃度時間曲線圖，每組實驗皆以二重複表示其再現性。  
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圖  4-8 Strain TCW1 以α-cellulose 為單一碳源、高溫 60℃，培

養在不同基質濃度(5 g/L-25 g/L)情況下的累積生物氣體及累積

氫氣產量表示圖。  
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圖  4-9 Strain TCW1 以α-cellulose 為單一碳源、高溫 60℃，培

養在不同基質濃度(5 g/L-25 g/L)情況下的氫氣產率及纖維降解

量示意圖。  
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4.4.2 基質濃度因子綜合討論基質濃度因子綜合討論基質濃度因子綜合討論基質濃度因子綜合討論 

    將上述之基質濃度實驗結果匯整為表 4-3，比較不同基質濃度對

strain TCW1 纖維水解產氫能力之影響，由此表可看出 strain TCW1

的纖維素水解量會依基質濃度的提升而增加，當基質濃度為5 g/L時，

細胞可將其完全利用，但當基質濃度提升，其利用比例便會逐漸降低，

由原先之 100 %之利用率降低至大約 50 %。以還原醣累積量而言，

當基質濃度越高時，其還原醣累積量便會隨之逐漸變高，由 5 g/L所

累積 860.9 mg/L之還原醣提高至 25 g/L累積約 4673 mg/L之還原醣，

由結果圖 4-10 可見，細胞能利用的基質越多時，醣類便會大量地累

積。以氣體累積產量及氫氣產率而言，當基質濃度從 5 g/L 提升至

10g/L時，其氣體累積產量也會跟著提升，但當濃度達到 15 g/L後，

氣體產量反而有些微下降的趨勢，推測可能是因為基質濃度過高所造

成的抑制現象。在氫氣產率方面，當基質濃度越高時，其產率反而逐

漸降低，而不是可利用的基質越多，可產生之氫氣便會越多，而產率

則是以基質濃度 5 g/L 時能夠有最佳的表現，可達 49.15 mL/g‧

cellulose。因此，可知雖然基質濃度高可明顯提高還原醣之產量及纖

維降解量，但卻無法提高氣體產量及氫氣產率。 

 

 



 

73 

表 4-3 Strain TCW1 在不同基質濃度下之纖維水解產氫潛力比較表 

Substrate 

concentration 

(g/L) 

Specific 

growth rate 

(day-1) 

Cellulose 

degradation 

(g/L) 

Cellulose 

degradation 

ratio (C/C0 %) 

Reducing 

sugar 

production 

(mg/L) 

Reducing 

sugar yield 

(mg/L‧day) 

Total gas 

production 

(mL/L) 

Hydrogen 

yield(mL/g c‧

ellulose) 

5 0.0735 5 100 860.9 172.2 1690 49.15 

10 0.1022 7.984 79.8 2176 272.7 2090 33.93 

15 0.1030 9.222 61.5 3580 388.3 1985 27.49 

20 0.0843 9.873 49.4 3761 381.1 1970 25.07 

25 0.0733 12.61 50.4 4673 370.6 2000 21.33 
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圖  4-10 Strain TCW1 以不同基質濃度 (5 g/L- 25 g/L)之還原醣濃

度產生曲線。  
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4.5 微量元素對產氫的影響微量元素對產氫的影響微量元素對產氫的影響微量元素對產氫的影響 

4.5.1 不同種類亞鐵離子先期測試不同種類亞鐵離子先期測試不同種類亞鐵離子先期測試不同種類亞鐵離子先期測試 

    文獻中(Wang and Wan, 2008)所提及使用之Fe
2+離子皆為FeSO4，

而在我們原本所使用的 TA 培養基中之 Fe
2+離子為 FeCl2。因此，在

測試亞鐵離子對 strain TCW1的產氫影響前，先以 FeSO4及 FeCl2分

別測試培養基中之不同 Fe
2+來源是否會影響此菌株的產氫能力。以氫

氣濃度上升趨勢來判斷，結果如圖 4-11，可知 FeSO4與 FeCl2對 strain 

TCW1 的產氫能力的影響並無顯著差異，strain TCW1 使用 FeCl2有

較佳產氫結果，氫氣濃度最高可達 17.47 %。以生物氣體產量及產氫

量來看，其結果如圖 4-12所示，FeCl2之生物氣體產量稍微比 FeSO4

大約多 40 mL/L‧liquid，在氫氣產量方面則也是以 FeCl2 的產量比

FeSO4多出大約 29 mL/L‧liquid。因此，後續之產氫試驗皆以 FeCl2

為 Fe
2+來源配置培養基。 
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圖 4-11 Strain TCW1 在以不同種類之亞鐵離子(FeCl2, FeSO4)進

行醱酵培養時，其氣體產物中氫氣含量之時間變化曲線圖。  
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圖 4-12 Strain TCW1 以 5 g/Lα -cellulose、高溫 60℃，培養在不

同種類之亞鐵離子(FeCl2, FeSO4)情況下的累積生物氣體及累積

氫氣產量表示圖。  
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4.5.2亞鐵亞鐵亞鐵亞鐵(Fe
2+

)離子對產氫之影響離子對產氫之影響離子對產氫之影響離子對產氫之影響 

    本實驗分別以不同濃度(0-50 mg/L)之 FeCl2來進行對產氫的影響

測試，其結果如圖 4-13 所示，以氫氣濃度而言，可看到整體產氫濃

度的趨勢非常相近，但若以最終 72 小時來做比較，其最高濃度可達

23.16 %(5 mg/L之 FeCl2)，最低濃度則為 16.05 %(40 mg/L之 FeCl2)，

兩者相差了近 7 %的氫氣濃度，因此推測在 5 mg/L的 FeCl2能夠使產

氫酵素的活性最佳，而使產氫量最多，若以生物氣體累積量及氫氣產

量來比較，結果如圖 4-14所示，可知當 FeCl2濃度為 5 mg/L時，其

生物氣體產量雖非最佳情況，但其氫氣產量卻是在 FeCl2所有濃度中

產氫量最佳的，可達約 347.4 mL/L‧liquid，因此往後的試驗便以 5 

mg/L之 FeCl2來配置培養基。Wang and Wan(2008)等人指出，在醱酵

產氫上，產氫酵素(hydrogenases)中的電子傳遞者 ferredoxin扮演著非

常重要的角色，由於鐵在 ferredoxin中是個十分重要的組成元素，只

有在某些適當的 Fe
2+濃度範圍，Fe

2+才能夠提升產氫酵素的活性，增

加氫氣產量。與本研究相較之下，當 Fe
2+的濃度逐漸增加時，氫氣產

量也會逐漸地自(0 mg/L) 285.8 mL/L‧liquid 增加至(5 mg/L) 347.4 

mL/L‧liquid，而後當 Fe2+濃度高於 5 mg/L後，氫氣產量便逐漸降

低至(40 mg/L) 240.8 mL/L‧liquid。 
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圖 4-13 Strain TCW1在不同濃度之 FeCl2離子(0-50 mg/L)進行醱

酵培養時，其氣體產物中氫氣含量之時間變化曲線圖。  
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圖 4-14 Strain TCW1 以 5 g/Lα -cellulose、高溫 60℃，培養在不

同濃度之 FeCl2離子 (0-50 mg/L)情況下的累積生物氣體及累積

氫氣產量表示圖。  

 

 

 

285.8 281.1 293.8 277.9
347.4 334.6

296.1
261.6 240.8

273.3

905
950

985

1035
1135

1210

1320
1305

1365
1335

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

0 0.01 0.1 1 5 10 20 30 40 50

C
u
m

u
la

ti
v
e 

g
as

 p
ro

d
u
ct

io
n
(m

L
/L

)

Different Fe2+ concentration(mg/L)

Hydrogen Cumulative gas



 

81 

4.5.3 微量元素鎳微量元素鎳微量元素鎳微量元素鎳(Ni
2+

)離子測試離子測試離子測試離子測試 

    文獻中(Wang and Wan, 2008)提及鎳離子能夠對菌株之產氫量會

有所影響，因此實驗以不同濃度(0-100 mg/L)之鎳離子來測試其對

strain TCW1產氫之影響，其結果如圖 4-15，可知當鎳離子濃度為 0.01 

mg/L時，產氫濃度能有最佳的表現可達約 27.12 %，當鎳離子濃度超

過 10 mg/L，產氫濃度會有明顯的下降，推測是高濃度的鎳離子會使

產氫酵素的活性遭到抑制，而導致產氫濃度降低。在Wang and Wan 

(2008)的文獻中指出，在適當的濃度範圍，Ni
2+能夠增加氫氣產率及

氫氣濃度，是由於[Ni-Fe] hydrogenases 這個酵素存在於大部分的產

氫菌上，因為 Ni
2+會影響[Ni-Fe] hydrogenases酵素的作用，Ni

2+濃度

過高時便會對產氫酵素產生抑制作用，此論點也曾經在 Lin and Lay 

(2005)的文獻中被證明過。相較於本研究之情況，也確實有相類似的

情況，當鎳離子濃度高於 0.05 mg/L時，其生物氣體之累積產量便逐

漸下降，由原本最高產量之 1510 mL/L (0.01 mg/L)降至 665 mL/L (10 

mg/L)，而氫氣累積產量也會依相同的趨勢逐漸下降，由最高之 406.9 

mL/L (0.01 mg/L)降至 147.8 mL/L (10 mg/L)(圖 4-16)。因此，往後的

產氫實驗皆以 0.01 mg/L之鎳離子濃度來配置培養基。 
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圖 4-15 Strain TCW1 在以不同濃度之 NiCl2離子(0-100 mg/L)進

行醱酵培養時，其氣體產物中氫氣含量之時間變化曲線圖。  
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圖 4-16 Strain TCW1 以 5 g/Lα -cellulose、高溫 60℃，培養在不

同濃度之 NiCl2離子 (0-100 mg/L)情況下的累積生物氣體及累積

氫氣產量表示圖。  
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4.5.4 金屬離子濃度因子綜合討論金屬離子濃度因子綜合討論金屬離子濃度因子綜合討論金屬離子濃度因子綜合討論 

    將上述之不同金屬離子之實驗結果匯整為表 4-4 及表 4-5，比較

不同種類金屬離子對 strain TCW1纖維水解產氫能力之影響，由表 4-4

可知 strain TCW1在不同亞鐵離子濃度產氫測試中，其氣體產量會由

亞鐵離子濃度 0 mg/L的氣體累積量約 905 mL/L‧liquid逐漸地升高

至 40 mg/L‧liquid的累積量約 1365 mL/L‧liquid，而當亞鐵離子濃

度為 5-10 mg/L時有較佳的氫氣產量，至少皆達 330 mL/L‧liquid，

仔細比較下來可知當亞鐵離子濃度為 5 mg/L時會有最佳的產氫量表

現，可達 347.4 mL/L‧liquid，由此可見，雖然氫氣之產量並無明顯

之差別，但依然會有高峰出現，即使微量元素在培養液中之含量相當

地低，但還是可看出其產氫的差異，離子濃度過高時，可能會對產氫

酵素(hydrogenases)造成抑制，卻不會對細胞之產氣反應有所影響，其

依然可在相同環境下產生大量之二氧化碳，推測可能是亞鐵離子濃度

過高而導致代謝途徑改變所造成。 

    由表 4-5可看出 strain TCW1以不同濃度之鎳離子濃度之培養產

氫結果，其氣體累積量可由濃度為 0 mg/L 之鎳離子濃度產生 1445 

mL/L‧liquid，提高至最高氣體產量為 0.01 mg/L的 1510 mL/L‧liquid，

而當鎳離子濃度逐漸升高，其產氣量卻逐漸下降，而在氫氣產量方面，

其趨勢也是與氣體累積產量相同，由此可見，此種微量元素不僅僅影
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響了產氫量，同時也影響了氣體的累積產量，推測可能為鎳離子濃度

過高時，可能對細胞及產氫或水解酵素產生抑制的效果。 

    由以上兩種不同種類之微量元素來比較，亞鐵離子僅對於產氫酵

素有所影量，因為在亞鐵離子產氫的實驗中，其生物氣體的產量是一

直持續上升的，但在鎳離子的產氫試驗中，其生物氣體卻隨著微量元

素濃度升高而降低。以產氫量來比較，鎳離子確實影響較大，其氫氣

產量有一明顯的高峰，而在亞鐵離子中，氫氣產量之高峰就沒有那麼

地明顯了。 
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表 4-4 Strain TCW1 在不同亞鐵離子(Fe
2+

)濃度下之潛力比較表 

Fe
2+

 

concentration 

(mg/L) 

Total gas production (mL/L) Hydrogen production(mL/L) 

0 905 285.8 

0.01 950 281.1 

0.1 985 293.8 

1 1035 277.9 

5 1135 347.4 

10 1210 334.6 

20 1320 296.1 

30 1305 261.6 

40 1365 240.8 

50 1335 273.3 
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表 4-5 Strain TCW1 在不同鎳離子(Ni
2+

)濃度下之產氫潛力比較表 

Ni
2+

 

concentration 

(mg/L) 

Total gas production (mL/L) Hydrogen production(mL/L) 

0 1445 275.3 

0.01 1510 406.9 

0.05 1240 326.5 

0.1 950 254.9 

0.5 925 258.9 

1 970 268.1 

10 665 147.8 

50 750 166.4 

100 700 160.2 
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4.6 震盪培養之影響震盪培養之影響震盪培養之影響震盪培養之影響 

4.6.1 震盪混合震盪混合震盪混合震盪混合(Mixing)對生長對生長對生長對生長、、、、纖維素水解及產氫之影響纖維素水解及產氫之影響纖維素水解及產氫之影響纖維素水解及產氫之影響 

    在實驗前培養 strain TCW1的過程中，若以靜置的方式培養，發

現到固體型態的纖維素基質在培養基中會有明顯的沉澱，而以肉眼觀

察時，往往只有最上層的纖維素有變黃的現象，推測是由於細胞僅能

與最上層之纖維素接觸，因此纖維水解之反應僅發生在纖維素最上層

部分，若是能夠使細胞與基質有充份的接觸，能夠提升水解纖維的效

率。 

    本實驗以批次震盪之培養方式，分別監測震盪(160 rpm)及無震盪

情況下之生長，此轉速剛好可將固體型態之纖維素完全懸浮起來，使

培養基內達到均質狀態，讓細胞能夠更充分地與基質接觸，增加反應

效率，培養條件為以 α-cellulose為單一碳源之 TA培養基，並以先前

4.2至 4.5章節所提及的最適生長溫度 60℃、pH 6.99、基質濃度 5 g/L、

亞鐵離子濃度 5 mg/L及鎳離子濃度 0.01 mg/L之情況下培養。實驗結

果如圖 4-17 所示，可看出在震盪的情況下，生長會明顯比未震盪的

效果好，有震盪情況下之比生長速率可達到 0.2315 day
-1，而無震盪

之情況下比生長速率僅只有 0.1136 day
-1，在震盪情況下第 36小時便

達到穩定期，而未震盪則持續生長至 72 小時，推測是由於震盪使固
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體纖維素基質懸浮於培養液中，使菌體與基質的接觸機會增加，因而

加速分解基質的效率，培養液中所分解的纖維素多，培養液中之糖類

也會明顯增加，因此，菌體也會較容易利用培養液中的醣類，而造成

快速之生長情況。 

    以纖維素水解量而言，並不會受到震盪與否而有相當大的差異，

但在有震盪的情況，纖維素能夠在第 60 小時完全被水解，兩者皆能

夠有相似的趨勢。然而值得注意的是，纖維素水解量方面相對於靜置

的培養並沒有明顯的提升或下降，此現象說明了基質的均質化對於細

胞雖然與基質充分接觸，但卻並未明顯提高纖維水解的速率，兩者纖

維水解的速率依然均可達到 2.5 g/L‧day。依前人之試驗，基質的均

質化僅對細胞能有更多捕捉基質的機會(傅氏，2009)，然而均質化攪

拌不同於溫度或 pH影響，均質化對菌體本身的代謝機制並無加速或

抑制效果，因此水解速率並無相當大的差別，皆能達到 2.5 g/L‧day

以上，根據結果可知震盪培養的纖維水解量會與靜置培養的纖維水解

量相似。以氫氣濃度來說，有震盪的情況下氫氣濃度明顯高於未震盪

的狀況，且產氫反應可在36小時即達到穩定，最高之產氫濃度為34.12 

%，而未震盪的狀況則須至 60小時之後，產氫反應才會趨於平穩。 
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    還原醣濃度隨時間變化之結果如圖 4-18(A)所示，可看出在有震

盪的情況下，還原醣濃度在前 12小時便開始產出，但到了第 12小時

還原醣濃度開始下降，推測有此情況發生是由於細胞進入對數生長期

快速生長(圖 4-17A)，而將培養液中之醣類先行利用，導致測得還原

醣曲線下降之趨勢，而後菌體生長趨於穩定便開始有明顯的還原醣濃

度累積達 693.6 mg/L。以還原醣產率之結果，可看出有震盪會明顯的

比無震盪的效果更佳，最高可達 429.3 mg/L‧day(圖 4-18B)。 

    在生物氣體及氫氣之累積產量方面，實驗結果如圖 4-19 所示，

可明顯看出有震盪的情況下，生物氣體及氫氣累積量明顯高於未震盪

的狀況，推測由於氫及二氧化碳的水溶性相當高，因此以震盪的方式

培養能夠減低溶於液體中的氫分壓，以增加氫氣濃度，在此狀況下其

最高產出之生物氣體及氫氣累積量分別為 2680 mL/L‧liquid及 462.3 

mL/L‧liquid。以氫氣產率來比較，結果如圖 4-20所示，震盪情況下

的產率也是明顯高於未震盪的情況，最高可達 106.7 mL/g‧cellulose。

由此可知，培養時是否震盪(攪拌)對產氫的影響相當地大。 

    實驗中之 pH變化曲線如圖 4-21所示，以有震盪的情況進行測試，

其 pH值在實驗前期 36小時內會有明顯的下降，從初始值約 7.0降至

5.9，在第 36小時之後其下降曲線則趨於平緩，最低 pH值降至 5.7



 

91 

 

後曲線便持平，由此結果可知 strain TCW1在實驗前期 36小時內反

應快速，使培養基內的乙酸(圖 4-22 B)在 24小時內累積至 9.1 mM後

持平，進而逐漸對產氫產生抑制作用。乙醇(圖 4-22 A)方面則是在第

36小時達到最高累積量 28.9 mM後開始持平。由 pH監測曲線可知，

當培養基中之酸類開始明顯累積時，其代謝途徑便開始轉向產生乙醇

等較為中性的產物，以減低不利環境對於細胞的生存壓力。 
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圖 4-17 Strain TCW1 以 5 g/L α-cellulose 為單一碳源，分別培養

在震盪及無震盪清況下之(A)生長、(B)纖維水解及(C)產氫濃度

時間曲線圖，每組實驗皆以二重複表示其再現性。  
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圖 4-18 震盪及未震盪情況下 strain TCW1 之還原醣產生速率

圖。(A)菌株以 5 g/L α -cellulose 為基質培養於 60℃、pH6.99

情況下，並於震盪及未震盪情況下之還原醣產生時間曲線圖。

(B)經由上述之還原醣產生時間曲線圖，換算後的還原醣產生速

率圖。  

 

 

200

300

400

500

600

700

800

0 10 20 30 40 50 60 70 80R
ed

u
ci

n
g
 s

u
g
ar

 c
o
n
ce

n
tr

at
io

n

(m
g
/L

)

Time(Hour)
Non-shaking Shaking

206.1

429.3

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

500

Non-shaking Shaking

R
ed

u
ci

n
g
 s

u
g
ar

 p
ro

d
u
ct

io
n
 r

at
e

(m
g
/L
‧

d
ay

)

(A) 

(B) 



 

94 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4-19 Strain TCW1 以 5 g/Lα -cellulose、高溫 60℃，分別培養

在震盪及未震盪情況下的累積生物氣體及累積氫氣產量表示

圖。  
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圖 4-20 Strain TCW1 以 5 g/Lα -cellulose、高溫 60℃，分別以震

盪及未震盪的情況下進行醱酵培養時，其氫氣產率表示圖。  
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圖 4-21 Strain TCW1 以 5 g/L 之α-cellulose、高溫 60℃，以 160 

rpm 震盪的情況下進行醱酵培養時，其 pH 曲線表示圖。  
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圖 4-22 Strain TCW1 以 α-cellulose 為碳源之乙醇及乙酸濃度比

較。(A)乙醇濃度產生曲線；(B)乙酸濃度產生曲線。基質濃度為

5 g/L，培養溫度為 60℃，以 160 rpm 震盪進行批次培養。  
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4.6.2 震盪培養因子綜合討論震盪培養因子綜合討論震盪培養因子綜合討論震盪培養因子綜合討論 

    將上述之震盪培養實驗結果匯整為表 4-6，比較震盪與否對 strain 

TCW1纖維水解產氫能力之影響，由此表可知 strain TCW1在震盪培

養時，其比生長速率會較無震盪培養的效果好上兩倍，最高可達

0.2315 day
-1，而基質水解速率兩者則是有相近的效率，皆可達到 2.5 

g/L‧day，但在有震盪的情況下會稍微比無震盪的情形好一些，最佳

水解速率可達 2.93 g/L‧day。還原醣產率在此兩種情況下則會有明顯

的差異，在震盪培養之情形下，其產率可達 429.3 mg/L‧day，高出

無震盪培養之兩倍以上。氣體累積產量及氫氣產率則都是有明顯的差

異，震盪培養的氣體累積產量可達 2680 mL/L‧liquid，幾乎是無震盪

培養的 1.5 倍左右，而氫氣產率則是以震盪培養之 106.7 mL/g‧

cellulose明顯高於無震盪培養的 66.55 mL/g‧cellulose。由上述可知，

在震盪培養之情形下，不論是細胞生長、纖維水解、還原醣產率、氣

體累積產量及氫氣產率皆明顯高於無振當培養的情況，推測是震盪可

使培養基中的基質均質化，使的菌體能夠與基質接觸的機會增加而使

反應速率提升，且由於震盪能夠使培養液中的氫分壓減低，使培養液

中抑制物質之壓力減小，讓細胞能夠持續產氫反應，以提高產氫量。 
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表 4-6 Strain TCW1 在震盪培養下之纖維水解產氫潛力比較表 

 

Specific 

growth rate 

(day-1) 

Cellulose 

degradatio

n rate 

(g/L‧day) 

Reducing 

sugar 

production 

rate(mg/L

‧day) 

Total gas 

production 

(mL/L) 

Hydrogen 

yield(mL/g

‧cellulose) 

Non-shaking 0.1136 2.59 206.1 1690 66.55 

Shaking 0.2315 2.93 429.3 2680 106.7 
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4.7 天然基質產氫測試天然基質產氫測試天然基質產氫測試天然基質產氫測試 

4.7.1 菌體生長分析菌體生長分析菌體生長分析菌體生長分析 

    本實驗初期藉由純纖維基質α-cellulose的實驗，尋找較佳的纖維

水解產氫環境，並以 4 種常見的天然纖維廢棄物(稻桿、狼尾草、橘

子皮、蔬菜葉之粉末)作為碳源進行 strain TCW1水解產氫測試，實驗

培養條件為 60℃、起始 pH 6.99，基質濃度為 5 g/L，在 160 rpm之震

盪情況下進行醱酵培養，其結果如圖 4-21 所示。在此培養條件下，

strain TCW1確實能夠生長於此 4種天然基質的培養下，細胞生長皆

有明顯上升的趨勢，其中以稻稈培養的情況下為最佳(比生長速率可

達 0.2496 day
-1

)，大約在第 36小時會達到細胞生長的平穩期。由實驗

結果可知 strain TCW1確實皆能利用此 4種天然基質，細胞的生長趨

勢會與以稻稈及狼尾草為基質培養的趨勢較為相近，而以橘子皮或蔬

菜葉的培養則生長情形較差，由此可確定 strain TCW1的確有分解天

然纖維基質的能力。 
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圖 4-23 Strain TCW1 以不同天然纖維基質為碳源之生長比較。

(A)生長曲線，以總蛋白質量變化表示；(B)比生長速率。各種基

質濃度均為 5 g/L，培養溫度為 60℃，以 160 rpm 震盪進行批次

培養。  
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4.7.2 天然基質之液相產物分析天然基質之液相產物分析天然基質之液相產物分析天然基質之液相產物分析 

    液相產物方面，實驗結果如圖 4-22所示，可看出 strain TCW1以

稻稈為基質時能夠累積還原醣，在反應初期的前 36 小時內達到最高

累積量 485 mg/L，而其他種類之天然基質除了蔬菜葉無還原醣的累

積外， 橘子皮及狼尾草在前 24小時內也有少量之累積還原醣，而後

其所產生之醣類馬上被細胞所利用而使趨勢又再度下降，推測可能為

天然基質內的纖維素已被完全分解，僅存菌體無法利用的物質如木質

素，在基質嚴重不足的情況下，細胞又回頭將先前所生產的醣類進行

利用，而導致培養液中的醣類在 24小時後逐漸降低。 

    以液相層析儀來分析其他種類之液相產物，結果如圖 4-23所示，

可看到以狼尾草所培養的乙醇濃度會有明顯增加的趨勢，最高可達

6.206 mM，而其他種類基質所培養的情況下卻幾乎沒有產醇之反應。

以乙酸而言，其僅以稻稈及狼尾草為基質時有偵測到，其最高乙酸濃

度累積分別可達 5.809 mM及 9.243 mM。在橘子皮粉末及蔬菜葉粉末

則完全沒有乙酸的累積，直到第 72 小時，以橘子皮粉末之培養基僅

偵測到相當少量的乙酸，僅只有 0.6733 mM。 

 

 

 



 

103 

 

 

 

 

 

圖 4-24 Strain TCW1 以不同天然纖維基質為碳源之還原醣比

較。(A)還原醣濃度產生曲線；(B)還原醣產生速率。各種基質濃

度均為 5 g/L，培養溫度為 60℃，以 160 rpm震盪進行批次培養。 
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圖 4-25 Strain TCW1 以不同天然纖維基質為碳源之乙醇及乙酸

濃度比較。(A)乙醇濃度產生曲線；(B)乙酸濃度產生曲線。各種

基質濃度均為 5 g/L，培養溫度為 60℃，以 160 rpm震盪進行批

次培養。  
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4.7.3 天然基質之氣相產物分析天然基質之氣相產物分析天然基質之氣相產物分析天然基質之氣相產物分析 

    在氣相產物方面，其結果如圖 4-23所示，可看出 strain TCW1有

直接利用纖維素產氫之能力，以狼尾草粉末為基質時能有最佳之效果，

其能夠產生大量的生物氣體約 1475 mL/L‧liquid，其中氫氣含量大約

可達 274.4 mL/L‧liquid，相較於先前以純纖維素為基質之產氫測試(圖

4-19)，純纖維素物質確實較容易被利用，但由於天然纖維基質中之

成分較為複雜且較難以分解，因此其生物氣體及氫氣產量相對較少。

以氫氣濃度而言，結果如圖 4-25 所示，由圖可知以稻稈及狼尾草為

基質時，其氫氣含量會有較佳的表現，其濃度最高分別可達 27.73 %

及 23.88 %，產氫反應在培養 36小時後逐漸趨於平緩，而以菜葉為基

質所培養的情況下，產氫的情況相當地差，僅在前 12 小時有少量的

氫氣產出。由此可見，雖然 strain TCW1能夠利用天然纖維物質直接

產生氫氣，但也不是所有的纖維廢棄物皆能有明顯的效果。 

    從結果來看，strain TCW1針對這些具潛力的生質原料有著不同

的水解產氫特性，雖然氫氣產率遠遠不及純纖維素，但至少可看到對

於此 4 類天然基質都可進行水解並產生醣類及氫氣，顯示出 strain 

TCW1能適應這些不同基質環境，因此在未來可具有相當廣泛的發展

及利用性。 
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圖 4-26 Strain TCW1 以 4 種不同種類之天然纖維基質粉末(稻

稈、狼尾草、橘子、蔬菜葉)，震盪培養於高溫 60℃、起始 pH 6.99

的情況下，其生物氣體及氫氣累積產量表示圖。  
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圖 4-27 Strain TCW1 以 4 種不同種類之天然纖維基質粉末(稻

稈、狼尾草、橘子、蔬菜葉)，震盪培養於高溫 60℃、起始 pH 6.99

的情況下，其氣體產物中氫氣含量之時間變化曲線圖。  
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4.7.4 產氫能力分析產氫能力分析產氫能力分析產氫能力分析 

    經由前述之試驗可發現在高溫 60℃的震盪培養下，以不同種類

之天然纖維性物質為基質，strain TCW1確實皆能夠有產氫現象，並

與先前之α-cellulose實驗產氫結果進行比較。以Modidied Gompertz 

equation推估可得知最高產氫量(Hmax)及最大產氫速率分別列表如表

4-7所示。 

 

表 4-7 Strain TCW1利用 Gompertz equation推估之氫氣生產參數 

Substrate Hmax(mL) Rmax(mL/h) 

α-cellulose 114.5 1.91 

Rice straw 85.36 1.40 

Napier grass 99.63 1.66 

Orange peel 41.04 0.75 

Vegetable leaf 14.29 0.22 
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4.8 不同菌株水解纖維素產氫能力比較不同菌株水解纖維素產氫能力比較不同菌株水解纖維素產氫能力比較不同菌株水解纖維素產氫能力比較 

    將本研究之 strain TCW1批次產氫結果與其他產氫文獻中之純菌

相比較，選取同樣以批次實驗且基質為較複雜之澱粉或纖維素等純菌，

比較相互之間的氫氣產量 (表 4-7)。可發現嗜熱菌 Clostridium 

thermocellum strain TCW1的產氫能力與其他產氫純菌差異不大，除

了目前已知產氫能力最強的 Clostridium butyricum 之外，可知

Clostridium thermocellum strain TCW1 極具有生物產氫之潛能。 
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表 4-8 Strain TCW1 之氫氣產率能力與前人文獻比較 

H2 producer Culture type Carbon source H2 yield Reference 

Clostridium pasteurianum Batch 
Hydrolyzed carboxymethyl 

cellulose (10g/L) 
1.09 mmol H2/g cellulose‧  Lo et al.(2008) 

Clostridium sp. Batch 
Microcristalline cellulose  

(25 g/L) 
2.18 mmol H2/g cellulose‧  Lay( 2001) 

Clostridium sp. strain No.2 Batch Avicel hydrolysate
a
  (3 g/L) 19.6mmol H2/g substrate‧  Taguchi et al.(1995) 

Thermoanaerobacterium Batch Cellulose(5 g/L) 4.16 mmol H2/g cellulose‧  Liu, et al.(2003) 

Thermotoga neapolitana Batch Cellulose(5 g/L) 1.07 mmol H2/g cellulose‧  Nguyen et al. (2008) 

Thermotoga maritima Batch Cellulose(5 g/L) 0.96 mmol H2/g cellulose‧  Nguyen et al. (2008) 

Clostridium thermocellum 

strain TCW1 
Batch Cellulose(5g/L) 4.35 mmol H2/g cellulose‧  This study 

a
 Obtained from enzymatic hydrolysis. 
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第五章第五章第五章第五章 結論與建議結論與建議結論與建議結論與建議 

5.1 結論結論結論結論 

    在不同溫度的狀況下，利用 strain TCW1以純纖維素為基質進行

批次產氫試驗中，其在 60℃能有最佳的比生長速率，可達約 0.2153 

day
-1，而在纖維水解方面，自 50℃-65℃幾乎能夠將 5 g/L 的基質完

全降解，其最高水解速率為 2.437 g/L‧day。以總產氣量而言，其生

物氣體可產生 1075 mL/L‧liquid，氫氣濃度最高可達約 19.5％，氫氣

產率則可達 57.75 ml/g‧cellulose。 

    初始pH為6.99時，strain TCW1 的比生長速率能有最佳的表現，

最佳可達 0.1609 day-1，相同情況下之纖維水解速率可達 2.167 g/L‧

day，以產氣量而言，其生物氣體最高可產生約 1190 mL/L‧liquid，

氫氣濃度最高可達約 18.9％，氫氣產率則可達 58.87 mL/g‧cellulose。 

    在不同基質濃度的情況下，strain TCW1的比生長速率會依基質

濃度越高而有稍微增加的趨勢，自 5 g/L的 0.0735 day
-1增加至 10 g/L

的 1.022 day
-1，但當基質濃度高於 20 g/L時，其比生長速率便有下降

的趨勢，約降至 0.0733 day
-1，與基質濃度為 5 g/L時的比生長速率相

似。纖維水解的情況則依基質濃度越高，其水解的量便越多，從 5 g/L
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的 100％完全水解，至 25 g/L僅降解約 50％，但其還原醣產量能因基

質濃度越高而累積量明顯變高，其最高濃度分別可達到(5 g) 0.91 g/L 、

(10 g) 2.17 g/L、(15 g) 3.58 g/L、(20 g) 3.77 g/L、(25 g) 4.68 g/L。在

產氣方面，當纖維素濃度由 5 g/L提高至 15 g/L時，其生物氣體累積

量會明顯從(5 g)1690 mL/L‧liquid增加至(10 g)2090 mL/L，當基質濃

度增加超過 15g/L後，產氣量便會逐漸開始下降，降至約(25 g)2000 

mL/L‧liquid，氫氣濃度則差異不大，大約介於 16.90％至 18.04％之

間，氫氣產率則以 5 g/L為最佳，可達 49.15 mL/g‧cellulose。 

    以微量元素的實驗結果可知，當亞鐵(Fe
2+

)離子濃度為 40 mg/L

時，其有最佳的生物氣體累積量，可達 1365 mL/L‧liquid，氫氣累積

量則以亞鐵離子濃度為 5 mg/L時最佳，可達 347.4 mL/L‧liquid，氫

氣濃度則差異不大，皆介於 16.05％至 23.16％之間。以鎳(Ni
2+

)離子

濃度而言，當濃度為 0.01 mg/L時，其生物氣體有最佳的累積量，可

達 1510 mL/L‧liquid，氫氣累積量最高可達 406.9 mL/L‧liquid，氫

氣濃度最高可達 26.32％。 

    在震盪培養試驗中，可知 strain TCW1 的比生長速率在有震盪

(0.2315 day
-1

)的情況下會比無震盪(0.1136 day
-1

)培養的情況好上兩倍，

纖維水解的情況則是差異不大，不論有無震盪皆可達到 2.5 g/L，day
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以上。還原醣的產率在這兩種情形下就有明顯的差異，有震盪的情況

下可達 429.3 mg/L‧day，是無震盪培養 206.1 mg/L‧day的兩倍。在

產氣方面，不論是生物氣體的累積或氫氣濃度皆為有震盪的情況較佳，

最高分別可達到 2680 mL/L‧liquid及 34.12％。氫氣及二氧化碳的水

溶性高，在有震盪的情況下，可將培養液中之水溶性氣體驅趕出來，

減低抑制使其能夠持續進行產氫反應，提高產氫量及氫氣濃度。 

5.2 建議建議建議建議 

    本研究針對 strain TCW1的產氫特性進行探討，主要目的是在未

來實際應用上提供依據，相對於許多產氫菌株，目前所發現之菌種大

多皆需依賴前水解步驟，無法直接將纖維素轉換為氫氣，而此菌株最

大的特點在於可同時完成纖維水解及產氫，因此在未來可考慮使用單

相式批次反應槽來水解纖維素並同時生產氫氣，以減少反應槽體的設

計及設置成本，同時也可直接處理纖維性廢棄物，轉換為可供利用的

氫氣，以減緩廢棄物與日俱增及提供能源供應等問題。 

    實驗中未對天然纖維基質進行深入探討，然而從結果可看出相對

於純纖維素基質，天然基質由於被其他結構性物質包覆而導致生長緩

慢且產氫效率不佳，之後可針對基質的前處理做調整以增進直接利用

纖維素產氫之效果，並探討 strain TCW1產生並利用後所剩餘之還原
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醣是否能夠提供給其他菌種做二次醱酵反應，以產生生質酒精或氫氣

等生質燃料之可行性。 
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附錄附錄附錄附錄 

附錄一 蛋白質檢量線 
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附錄二 纖維素檢量線 
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附錄三 還原糖檢量線 

 

 

  

y = 0.0029x - 0.1028R² = 0.9982

00.20.40.60.81
1.2

0 50 100 150 200 250 300 350 400

A
b
s.

 (
5
4
0
)

Reducing sugar concentration (mg/L)



 

 

附錄四 液相代謝產物

Retention time  = Cellobiose
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液相代謝產物標準品 HPLC 停留時間及檢量線

Cellobiose 7.423 min 

Glucose 8.980 min 

Xylose 9.613 min 

Lactate 12.715 min 

Acetate 15.303 min 

Ethanol 21.078 min 

檢量線 
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纖維二糖 HPLC-RID 檢量線 

 

 

葡萄糖 HPLC-RID 檢量線 
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乳酸 HPLC-RID 檢量線 

 

 

乙酸 HPLC-RID 檢量線 
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乙醇 HPLC-RID 檢量線 
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附錄五 氫氣標準品
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氫氣標準品 GC-TCD 停留時間及檢量線

Retention time = Hydrogen 1.347 min 
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