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第三章 材料與方法 

3.1 實驗流程實驗流程實驗流程實驗流程 

本研究係以混合菌群進行厭氧培養，添加纖維素作為碳源，

利用批次的方式，在不同的溫度、pH值、碳源、氮源、紙類及鹼

度的條件下生長，針對纖維素之降解率、中間代謝產物揮發性脂

肪酸 (volatile fatty acids, VFAs)及最終產物甲烷 (methane)進行分

析，探討混合菌群對於分解纖維及甲烷生成之最佳化條件，實驗

設計流程如 Fig. 3.1。 

 

 

3.2 菌種來源菌種來源菌種來源菌種來源 

本研究係以中台灣某廢紙回收廠之廢水初沉池水樣做為植種

來源。採樣過程首為避免有實驗室微生物污染採樣樣品之虞，先

將 1公升 PE瓶打開，放置在無菌操作台內經紫外光照射殺菌一小

時後，將瓶蓋旋緊，帶至採樣地點進行採樣。採樣之廢水 pH值為

5.91，溫度約為 36 ℃。採樣方式為將採樣瓶裝滿廢水後立即旋緊

並放置冰桶內，取回實驗室於 24小時內進行植種。植種時取 20 ml

水樣置入含有濾紙之 180 ml 厭氧培養基 TA medium (thermophilic 

anaerobic medium)中，以濾紙進行增富培養 (enrichment)。 
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Fig. 3.1 Flow chart of experimental design of this study. 
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3.3 培養培養培養培養方式方式方式方式 

  3.3.1 厭氧設ഢ 

混合菌群之培養方式係以ନ氧操作ઠ (Hungate station)維࡭

厭氧ރᄊ (Fig. 3.2)，進行基፦之ଛ置、植種與分析之樣品採集。

ନ氧চ౛為྽氧與加዗х (heating mantle)內之ልํ׎成氧化ል

時，ልํև౜Յᐛ為आලՅ，ё加዗至 ډ250 270℃並೯入ణ਻ᗋ

চል，ልํև౜Յᐛܴߝ，྽氮਻܈混合਻೯過ልํ時，內含的

氧ӆ與ልϸᔈ׎成氧化ል，ёዴ٬ߥ用਻ᡏ中的氧ёֹӄ與ልϸ

ᔈ，進Զ࡭ߥ無氧的਻ᡏ，ӢԜ在؂Ϻ٬用加਻ઠ之߻ሡ先利用

ణ਻將加዗х的ልํᗋচ，ణ਻೯入 5~10分ដ後ᜢഈ，ӆ೯入氮

਻܈混合਻ᡏ，਻ᡏ中的ූᎩ氧਻與ᗋচ後之ልํϸᔈ，׎成氧

化ል，進Զၲډѐ氧的目的。 
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Fig. 3.2 Schematic diagram of the Hungate station. Gases (a) were passed 

through cupper chips in a glass cylinder was heated to 250~270℃ with a 

heating mantle (b) to remove residual oxygen. Oxidized cupper chips 

were reduced by passing H2 gas through the glass cylinder for several 

minutes before each use. 

(a) 

(b) 

(c) 
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  3.3.2 培養基ଛ置 

    3.3.2.1 ༐዗厭氧培養基ଛ置 

以ନ氧操作ઠଛᇙ༐዗厭氧培養基 (TA medium, Huang et al., 

1998)，培養基成ҽ如 Table 3.1܌Ң。先取 1 Lѐᚆη水置入༝ۭ

ᐨ瓶中，放入 2~3ᗭݦҡ，分ձ加入 1 ml Trace elements，0.4 g 

K2HPO4，0.0005 g Resazurin (氧化ᗋচࡰҢᏊ)，0.05 g 

CaCl2Ǹ2H2O，0.1 g MgCl2Ǹ6H2O，及 1 g (NH4)Cl。 

җ༝ۭᐨ瓶瓶αೀ೯入氮਻，ࡑฆݦ後ᜢഈО源，հࠅ至室

溫後，٩ׇ加入 0.5 g L-cysteine與 3.9 g NaHCO3並混合֡Ϭ後཮

և౜紫आՅ，Ԝ時有氧，ᜢഈ氮਻ׯ成混合਻ᡏ (N2ǺCO2=80%Ǻ

20%)維࡭培養基፦中 CO2ᐚ度，ᚑՅ཮೴ᅌᙯ為無Յ೸ܴ，Ԝ時

為無氧。 

將 0.2 g纖維素܈ 0.2 g༝׎濾紙Т (ޔ৩ 0.6 cm)置入三فᒷ

瓶內，к༤混合਻ᡏ，取׎ 90 ml నᡏ培養基加入三فᒷ׎瓶中

後，將 n-butyl stopperᐎጤ༞༤༞瓶α並以᎑蓋࠾瓶，置入ଯ溫ଯ

ᓸྐ菌ଠ以 121 ℃、1.5७ε਻ᓸΚ下進行ྐ菌 15分ដ。 
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Table 3.1 Components of TA medium. 

Component Content Source 

Carbon source 

͉-cellulose, filter paper 

K2HPO4 

Resazurin 

CaCl2‧2H2O 

MgCl2‧6H2O 

(NH4)Cl 

L-Cysteine
a
 

NaHCO3
a
 

Trace elements
b 

Vitamin solution
c、d

 

Na2S‧9H2O
d
  

Peptone
d
 

Yeast extract
d
 

Dist. H2O 

 

2.0 g/L 

0.40 g 

0.0005 g 

0.05 g 

0.10 g 

1.00 g 

0.50 g 

3.90 g 

1.00 ml 

10 ml 

0.25 g 

1.0 g/L 

1.0 g/L 

add to 1000 

ml 

 

Sigma, Whatman No.1 

Riedel-deHaën 

Sigma 

Riedel-deHaën 

Riedel-deHaën 

Riedel-deHaën 

Sigma 

Riedel-deHaën 

 

 

Riedel-deHaën 

Difco 

Difco 

 

aǺNaHCO3 was added after coaling the medium to room temperatures. 

bǺComponent of trace mineral solution was shown in Table 3.2 

cǺComponent of vitamin solution was shown in Table 3.3 

dǺSterilized stock solution was added to medium before inoculation. 
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Table 3.2 Components of trace mineral solution. 

Component Content Source 

conc. HCl 

NiCl2 

EDTA
a
 

H3BO3 

FeCl2‧4H2O 

CuCl2 

ZnCl2 

(NH4) 6Mo7O24‧4H2O 

MnCl2 

CoCl2‧6H2O 

AlCl3 

Na2SeO3‧5H2O 

Dist. H2O 

1.0 ml 

0.05 g 

0.50 g 

0.05 g 

2.00 g 

0.03 g 

0.05 g 

0.05 g 

0.05 g 

0.05 g 

0.05 g 

0.10 g 

add to 1000 ml 

Riedel-deHaën 

Riedel-deHaën 

Riedel-deHaën 

Riedel-deHaën 

Riedel-deHaën 

Riedel-deHaën 

Riedel-deHaën 

Riedel-deHaën 

Riedel-deHaën 

Riedel-deHaën 

Riedel-deHaën 

Riedel-deHaën 

 

aǺAdd EDTA and HCl to some water first. 
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Table 3.3 Components of vitamin solution*. 

Component Content Source 

Biotin 

Thiamine-HCl 

Pyridoxine-HCl 

Nicotinic acid 

Riboflavin 

Vitamin B12 

DL-Ca-pantothenate 

Lipoic acid 

P-aminobenzoic acid 

Folic acid 

Dist. H2O 

2.0 mg 

5.0 mg 

10.0 mg 

5.0 mg 

5.0 mg 

0.1 mg 

5.0 mg 

5.0 mg 

5.0 mg 

2.0 mg 

add to 1000 ml 

Sigma 

Sigma 

Sigma 

Sigma 

Sigma 

Sigma 

Sigma 

Sigma 

Sigma 

Sigma 

 

* Stock vitamin solution was sterilized by passing solution through a 0.2 µ 

filter. Preparation of vitamin solution was done in the anaerobic hood. 
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    3.3.2.2 ᗋচᏊ與ᇶշӢη (cofactor)之ଛᇙ 

經ଯᓸྐ菌後之 TA mediumѸሡӆ添加 0.25 g/L Na2SǸ9H2O 

(ᗋচᏊ)、10 ml/L vitamin solution、1 g/L yeast extract、1 g/L peptone 

(如 Table 3.1)܌Ң，以ѐ氧加዗裝置೯入氮਻，將針฿置入 Fig. 3.2

之 (c)ೀ，與氮਻進行਻ᡏ置ඤ，ѐନ針฿內之ޜ਻，࡭ߥ厭氧的

ᄊ下分ձ取ᐚᕭރ 100७之 Na2S、vitamin solution、yeast extract、

peptone加入ᒷࠠ瓶中。 

 

3.3.2.3 ᙯ植 

本研究利用三فᒷࠠ瓶以批次方式進行不同條件下的培養，

瓶ۭޔ৩ 8 cm，瓶يଯ度 13.5 cm，以ѐ氧加዗裝置೯入氮਻，將

針฿置入 Fig. 3.2之 (c)ೀ，與氮਻進行਻ᡏ置ඤѐନޜ਻。加入

植種之菌నໆ為培養ᡏᑈ的 10 % (v/v)，ѳ֡؂次植種之菌నೈқ

፦ᐚ度為 67 mg/L，在後ុ實驗中之培養ᡏᑈࣣ為 100 ml，培養方

式為໵སރᄊЪ過程中無᎜ᕏ。 
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3.4 不同條件下之纖維素降解ϸᔈ不同條件下之纖維素降解ϸᔈ不同條件下之纖維素降解ϸᔈ不同條件下之纖維素降解ϸᔈ 

設計不同培養條件下的批次實驗，探討Ӛ種培養條件對微生

物生長，纖維素降解及甲烷產生的ቹៜ，以؃ள最佳化條件ၲډ

᏾ᡏϸᔈ的ᛙۓ性，Ψё以ᔈ用在實൑的ϸᔈ成ਏ與經ᔮԵໆ。 

 

3.4.1 溫度 

溫度ቹៜ微生物生長的ࢲ性，微生物本ي的ሇ素ᒿ溫度Զᡂ

化，Ъ፾྽的溫度培養ё增進菌群的生長與代謝ೲ度。本研究溫

度ෳ၂ጄൎ以ଯ溫菌 (thermophiles)為Ь，Ӣଯ溫菌群ڀ有዗ᛙۓ

ሇ素，٬ϸᔈᖿ於ᛙۓ化。ଯ溫菌ࡰݱ最፾生長ጄൎ為 45~80℃，

不፾合܈過ଯҭࢂ܈過ե的溫度培養཮٬微生物生長ೲ率ε൯降

ե，對於分解基፦及產物生成率Ψ཮ᒿ之降ե，ӢԜ設計不同的

溫度培養，探討Ԝ混合菌群最፾合 (optimum)之培養溫度。將培養

溫度分ձ設為 45、50、55、60、65、70、75℃。在؂一培養溫度

中，分ձ培養一ಔ҂植種ޜқಔ及ٿಔ植種之實驗ಔ，分ձᢀჸ

微生物生長、纖維素降解及甲烷生成௃׎。 
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3.4.2 pH值 

酸鹼度཮ቹៜ菌群生長ೲ率ࣗ至཮ڋ׭生長，ӢԜ pH值過ଯ

性，ε೽ҽ的ࢲ಍，降ե微生物生長的سϼե之下，ቹៜሇ素܈

ಒ菌為༐中性 (Neutrophiles*，Ъ經分析後發౜樣培養之混合菌群

含有甲烷生成菌群，一૓甲烷菌群在中性௃ݩ下有ၨӳ的生長ೲ

率，ӢԜ設計不同的጗ፂྋన設計不同的ଆۈ pH值 (6.1、6.2、

6.4、6.6、6.8、7.2、7.7、7.8)進行培養 (Table 3.4*，在؂一培養

pH中，分ձ培養一ಔ҂植種ޜқಔ及ٿಔ植種之實驗ಔ，分ձᢀ

ჸ微生物生長、纖維素降解及甲烷生成௃׎。 

 

Table 3.4 pH ranges of TA medium adjusted by various buffer solutions. 

Buffer Type pH range Source 

MES
a
 

HEPES
b
 

Tris
c
 

Free acid 

Free acid 

Base 

5.5~7.0 

6.5~8.5 

7.5~10.0 

J.T. Baker 

J.T. Baker 

J.T. Baker 

a：2-Morpholinoethanesulfonic Acid 

b：4-(2-hydroxyerhyl)piperazine-1-erhanesulfonic acid 

c：Tris(hydroxymethyl)aminoethane 
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3.4.3 不同ᐚ度之纖維素添加 

微生物生長ሡा碳源，在፾྽的添加ໆ之下ёߦ進生長，添

加過ե的碳源཮ज़ڋ菌群生長，過ଯ的碳源ёૈ཮೷成ୋ產物ಕ

ᑈ٬酸鹼度ε൯降ե，Զڋ׭菌群生長，Ꮴठϸᔈ不୼ֹӄ。本

實驗以纖維素作為Ьा碳源，፾ໆ的纖維素೏纖維分解菌群ֹӄ

分解後，生成ୋ產物，೽ҽୋ產物೏甲烷菌群利用，ନΑගଯ纖

維分解ೲ度外，ૈ׳୼٬甲烷生成ೲ率ᒿ之增加，ӢԜ以不同ᐚ

度之纖維素進行培養，ෳ၂微生物對於碳源ᐚ度的ऐڙ度及ځቹ

ៜ，纖維素ᐚ度ጄൎ為 1、2、5、8、10、12、15、20 g/L，在؂

一纖維素培養ᐚ度中，分ձ培養一ಔ҂植種ޜқಔ及ٿಔ植種之

實驗ಔ，分ձᢀჸ微生物生長、纖維素降解及甲烷生成௃׎，探

討最佳的碳源添加ໆ。 

 

3.4.4 不同ᐚ度之 yeast extract、peptone添加 

ሇ҆菌๧取物 (yeast extract)與水解ೈқ፦ (peptone)為生長

ᇶշӢη，ёගٮ菌群ᔼ養來源，增進微生物的生長，不፾྽的

ᇶշӢη添加ᐚ度對於微生物生長཮產生ज़ڋ׭܈ڋ作用。٩Ԝ

探討最佳的ᇶշӢη添加ᐚ度，ᐚ度ጄൎ為 0、1、2、4、6、8、

10 g/L 的 yeast extract進行培養ǹԶ peptoneᐚ度ጄൎ為 0、1、2、
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4、6、8 g/L 的 peptone，0為不添加ಔ。在؂一培養ᐚ度中，分ձ

培養一ಔ҂植種ޜқಔ及ٿಔ植種之實驗ಔ，分ձᢀჸ微生物生

長、纖維素降解及甲烷生成௃׎。 

 

3.4.5 不同紙類之降解 

目߻的廢క物፦中，廢క紙類含有εໆ的纖維፦。廢క紙類

ё分成ё回收與不ё回收ٿε類。ё回收類ૈ作為চ料ᇙ成ӆ生

紙，೭٤ё回收紙類хࡴқ紙類、混合紙類、ൔ紙類、ФҜ紙類。

利用不同紙類探討本研究之混合菌群對於廢క紙類的纖維降解性

以及甲烷生成ೲ率的ቹៜ，以ຑ՗實ሞၮ用在分解紙類廢క物΢

的ᔈ用性。本實驗分ձ以添加 8 g/L之纖維素、濾紙、ቹӑ紙、ґ

ཻ紙、ൔ紙及ዿา作為碳源進行培養，纖維素、濾紙、ቹӑ紙、

ґཻ紙及ൔ紙ࣣ୊ຊ成ޔ৩ 0.6 cm之༝׎紙Т，Զዿา୊ຊ長度

為 5 cm。在؂一培養紙類中，分ձ培養一ಔ҂植種ޜқಔ及ٿಔ

植種之實驗ಔ，分ձᢀჸ微生物生長、纖維素降解及甲烷生成௃

最終產物甲烷之ځցё以分解不同來源的紙類及ࢂ探討菌群，׎

產生௃׎。 
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3.4.6 不同ᐚ度之 NaHCO3添加 

在߻य़൳ಔ的實驗ϸᔈ中發౜菌群分解纖維素生成之代謝產

物，٬ pH值降ե，ฅԶե pH值不利於甲烷生成。ӢԜ有Ў᝘添

р利用加不同ᐚ度的ࡰ NaHCO3，以增加鹼度的方式，ගଯ甲烷的

產率 (Mockaitis et al., 2006)。ӢԜ本研究針對不同 NaHCO3的ᐚ

度對於甲烷生成ೲ率之ቹៜ進行探討，添加ᐚ度ጄൎ為 2、4、5、

6 g/L，在؂一培養ᐚ度中，分ձ培養一ಔ҂植種ޜқಔ及ٿಔ植

種之實驗ಔ，分ձᢀჸ微生物生長、纖維素降解及甲烷生成௃׎，

同時ᔠෳ TCOD、SCOD及 VFAs，酸類產生與 CODᡂ化௃׎。 

實驗後發౜在最ଯ的 6 g/L NaHCO3添加ᐚ度下，有最ଯೲ率

的甲烷生成，߄Ңёӆගଯ NaHCO3添加ᐚ度，以Ԝ探討׳ଯ的

甲烷生成ೲ率及最፾྽的 NaHCO3添加ᐚ度，ӢԜӆ設計 8、10、

12 g/L的 NaHCO3ᐚ度ጄൎ，在؂一培養ᐚ度中，分ձ培養一ಔ

҂植種ޜқಔ及ٿಔ植種之實驗ಔ，分ձᢀჸ微生物生長及甲烷

生成௃׎。 
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3.5 分析分析分析分析方法方法方法方法 

3.5.1 甲烷਻ᡏ分析 

本研究利用਻࣬ቫ析ሺ (Gas ChromatographǹShimadzu, 

GC-14B)，٬用ОฃᚆηୀෳᏔ (flame ionization detector, FID)分

析甲烷 (methane)，Лಒᆅࢊ為 30 m × 0.319 mm × 0.50 µm之

DB-WAX (J&W, USA)。 

取 100 µl的瓶ഗ਻ᡏ (headspace gas)，ݙ入 GC-FIDୀෳ甲

烷，以ଯપ氮為ၩ流਻ᡏ，GC分析條件如 Table 3.5܌Ң。 
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Table 3.5 Program of Gas Chromatograph for methane analysis. 

Temperature progam Flow rate 

InjectorǺ200℃ 

ColumnǺ40℃ 

DetectorǺ250℃ 

N2*Ǻ60 ml/min  

H2Ǻ60 ml/min 

AirǺ60 ml/min 

*ǺN2 was carrier gas. 
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將܌ள之甲烷ᑈ分य़ᑈ進行計ᆉ，計ᆉ方式如下。 

1. 先ྗഢ 115 ml 之ޜՈమ瓶，༤к氮਻ 10 min 後，以 n-butyl 

stopperᐎጤ༞༤༞瓶α並以᎑蓋࠾瓶，添加不同ໆ之પ甲烷 

(99.9 %, Methane Standard, Supelco)ଛᇙ成不同ᐚ度 (10、20

及 30 µmole)的甲烷኱ྗ品，取 100 µl਻ᡏ打入਻࣬ቫ析ሺ，

࣮ෳள的值ࢂցຬ過ӄ೽設ۓᐚ度的ጕ性ጄൎ，如݀Ӣᐚ度過

ଯᏤठԔጕᡂѳ，߾Ѹሡᕭ小ጄൎ٬ᡫ௵度降ե。 

2. 利用ݙ入的 100 µl的 30 µmole甲烷ᑈ分य़ᑈ (peak area) (在一

ε਻ᓸ下ѳᑽ)，以三ख़ፄ分析，取ѳ֡值計ᆉ਻ᡏ樣品中甲

烷ವԸᐚ度。 

3. 計ᆉ甲烷ವԸᐚ度 

a. 甲烷ವԸᐚ度 
K Temperture082.0

l)(100  valuesample(atm) Pressure
CH moles 4 o×

×
=

µ
 

b. ਠ҅ӢηǺ ( )
areapeak 

l 100

CH moles

CFfactorn Calibratio

4










=
µ

，peak areaǺѳ֡

值。 

4. 利用ݙ射針取樣時，先將਻ஏሚᜢഈ，將針ᓐක入培養瓶ഗޜ

後，打開਻ஏሚ，取 100 µl的瓶ഗ਻ᡏ (headspace gas)，將਻

ஏሚᜢഈ後，取р針ᓐ。 

5. 將樣品ݙ入਻࣬ຝቫ析ሺ，分析條件如 Table 3.5，將р౜的ᑈ

分य़ᑈ以下य़的式η計ᆉ 
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a. 甲烷ವԸኧ： CFpeakCH moles l) (100 4 ×=µ  

b. 瓶ഗޜ間之ᕴ甲烷ವԸኧ： 

l) (100 4CH moles
l 100

(liters)  volumeheadspace
µµ

×  

 

3.5.2 揮發性脂肪酸 (VFAs)分析 

揮發性脂肪酸以਻࣬ቫ析ሺ GC-FID (Shimadzu, GC-14B)進行

分析，Лಒᆅࢊ為 DB-WAX (J&W GC Column Performance 

Summary)，ᆅࢊε小為 30 m × 0.319 mm × 0.50 µm。利用ଯપ氮

為ၩ流਻ᡏ (flow rate 為 60 ml/min)，H2 flow rate為 60 ml/min，

air flow rate為 60 ml/min，GC分析條件如 Table 3.6܌Ң。 

先ᇙഢ揮發性有ᐒ酸኱ྗ品 (Volatile Acid Standard Mix, 

46975-U, SUPELCO)分析，኱ྗ品之成分ಔ成如 Table 3.7܌Ң。

኱ྗ品與樣品之ݙ射నᡏᡏᑈࣣ為 1 µl。經К對樣品與኱ྗ品之分

析კ᛼ (Fig. 3.3)後發౜樣品中含有ଯᐚ度之Ό酸，ӢԜ針對樣品

中的Ό酸進行ۓໆ分析。 

以ᎉ酸 (acetic acid, Glacial, J.T.Baker)ޔௗีញ成 20、40、60、

80及 100 mM，分ձ以 1 µlᡏᑈݙ入਻࣬ቫ析ሺ，以ځᑈ分य़ᑈ

ᇙ成Ό酸኱ྗᔠໆጕ (Fig. 3.4)。 
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Table 3.6 Program of Gas Chromatograph for volatile fatty acid analysis. 

Injector Detector Init/Temp Init/Time Program Final/Temp Final/Time 

230℃ 210℃ 120℃ 0.5 min 20℃/min 200℃ 2 min 
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Table 3.7 Composition of volatile acid standard mixture. 

Component Concentration µg/ml (10mM) 

Acetic acid 

Propionic acid 

Isobutyric acid 

Butyric acid 

Isovaleric acid 

n-Valeric acid 

Isocaproic acid 

n-Caproic acid 

Heptanoic acid 

601 

741 

881 

881 

1021 

1021 

1162 

1162 

1302 
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Fig. 3.3 GC-FID Chromatogram of Volatile Acid Standard Mixture 

(46975-U, SUPELCO). Injecting volume was 1 µl. 
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3 9 

1. Acetic acid 

2. Propionic acid 

3. Isobutyric acid 

4. Butyric acid 

5. Isovaleric acid 

6. n-Valeric acid 

7. Isocaproic acid 

8. n-Caproic acid 

9. Heptanoic acid 
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Fig. 3.4 Calibration curve of acetic acid. 
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3.5.3 纖維素ᐚ度ᔠෳ 

利用ৱ✉-౷酸КՅ法 (Anthrone-sulfuric acid colorimetric 

method)ᔠෳ纖維素含ໆ (Updegraff, 1969ǹViles et al., 1949*。先

利用 acetic-nitric acid reagent將樣品進行੃化後，經過ѐᚆη水ࢱ

ᅗ，以౷酸將樣品水解׎成ᗐ類 (carbohydrate)後，與ৱ✉၂Ꮚ 

(anthrone reagent)ϸᔈ，߾և౜໳ᆘ܈ుᆘՅ。٩纖維素含ໆӭჲ

ԶևՅ不同，纖維含ໆե時ևՅ໳ᆘ，Զᐚ度ຫଯ߾產生的ᗐ類

ຫӭ，ӢԜᚑՅຫௗ߈ుᆘՅ。 

分析؁ᡯ如下Ǻ 

1. 先ଛ置ৱ✉၂Ꮚ (anthrone reagent) ，取100 mlᐚ౷酸 (96.4%)

加入 0.2 g ৱ✉後，小Јའਗ至ৱ✉ֹӄྋ解後，約հᙒٿ小

時後ഢ用。 

2. 取 5 ml 的纖維素培養菌న樣品，以 7850×gᚆЈ 15 min 

(HSIANGTAI, CN-3600)後ѐନ΢ዂన。 

3. 加入 3 ml ᎉ酸Ǻฮ酸 (acetic nitric reagent =150 ml 80 %ᎉ酸Ǻ

15 ml 65 %ᐚฮ酸)ྋన，᎜ᕏ混合֡Ϭ後，置於ݦ水੎ 30 min。 

4. 以 7850×gᚆЈ 5 min後，ѐନ΢ዂన。 

5. 加入 10 ml ѐᚆη水，᎜ᕏ混合֡Ϭ後，ख़ፄ؁ᡯ 3。 

6. 加入 2 ml 67% ౷酸 (v/v)，᎜ᕏ混合֡Ϭ後，ᓉ置一小時。 
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7. 取؁ᡯ 5之ྋన 0.1 ml ีញ至 10 ml (ऩ有沉ᐘሡᚆЈ)。 

8. 取 1 ml ؁ᡯ 6之ྋన，加入 2 ml Ⴃ先հᙒ過的ৱ✉၂Ꮚ，᎜

ᕏ混合後，放入冰੎ډޔᆅ內樣品與၂Ꮚ֡Ϭ。 

9. 以ݦ水੎ (16 min)ϸᔈ後཮և౜໳ᆘՅ，ӆ用冰੎հ2-3) ࠅ 

min)，放置室溫 (5-10 min)。 

10. 以 UV/Vis分光光度計 (UV/Visible Spectrophotometer, 

Shimadzu, UVmini-1240)在 620 nmݢ長下ෳໆځ֎光值，җᔠ

ໆጕ؃р纖維素ᐚ度。纖維素ᔠໆጕଛᇙ時ࢂ以不同

α-cellulose (Sigma)ᐚ度作為኱ྗ品，ᐚ度ጄൎ為 0、0.25、0.5、

1、1.5、2、2.5、3 g/L (Fig. 3.5)，ځ方法ୀෳཱུज़為 0.12 g 

cellulose/L。 
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Fig. 3.5 Calibration curve of cellulose in cultural medium determined by 

Anthrone-sulfuric acid colorimetric method. 
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3.5.4 微生物ໆ生長ෳۓ 

利用ಒझೈқ፦ (cellular protein)含ໆ代߄生物ໆ (biomass)

的生長௃׎。以ѱ୧ೈқ፦分析঺件 (Bio-Rad Laboratories, 

Richmond, USA)，利用 Bradford Method進行ೈқ፦分析。樣品經

過 Tris bufferࢱᅗ後，٬用዗鹼的方式打ઇಒझ，٬ೈқ፦ᝌੌ在

ྋన中，ӆ添加঺ಔ中 Bio-Rad dye reagent (Coomassie Brilliant 

Blue G-250)၂Ꮚ่合Զ׎成భᙔՅ (Bradford, 1976)。分析؁ᡯǺ 

1. 取 0.5 ml 的菌న，以 177×gᚆЈ 10 min (Spectrafuge 16M, 

C0160)後ѐନ΢ዂన。 

2. 加入 1 ml Tris buffer (pH 7.6)ᝌੌಒझ，ᚆЈ後ѐନ΢ዂన。 

3. ख़ᙟ؁ᡯ 2一次。 

4. 加入 0.9 ml Tris buffer (pH 7.6)及 0.1 ml 1N NaOH，ᝌੌಒझ。 

5. 以 100℃加዗ 10分ដ，ᚆЈ後取 0.8 ml ΢ዂన，加入 0.2 ml 

Bio-Rad dye reagent混合֡Ϭ。 

6. 以分光光度計在 595 nmݢ長ෳໆځ֎光值，җᔠໆጕ؃рೈ

қ፦ᐚ度。ೈқ፦ᔠໆጕଛᇙ時以不同ᐚ度 (2、4、6、8、10 

mg/L)之ФՈమೈқ (Bovine serum albumin, BSA, Sigma 

A2153)作為኱ྗ品，ෳໆځ֎光值，ᇙ成኱ྗᔠໆጕ (Fig. 

方法ୀෳཱུज़為ځ，*3.6 1.2 mg protein/L。 
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Fig. 3.6 Calibration curve of cellular protein using bovine serum 

albumin (BSA) as standard. 
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3.5.6 TCOD與 SCODᐚ度分析 

以 TCOD與 SCOD及不同ᐚ度之 NaHCO3添加ໆ߄Ң微生物

降解基፦與生成產物܌೷成的 CODಕᑈ௃׎，以Ԝ؃ள؂լ COD

之最佳 NaHCO3添加ໆ。以 3.5.3࿯之纖維素分析؁ᡯ 2，將 5 ml

的纖維素培養菌న樣品經ᚆЈ (7850×g ; 15 min)後之΢ቫన中，取

1 ml ΢ቫన進行 SCOD的ᔠෳ，ќ外Ծ培養瓶中採 1 ml ௗ維素ޔ

培養菌న樣品，ᔠෳ TCOD。水樣加入過ໆ之ख़ሐ酸ႇྋన加዗

଑流，以౷酸٥៓ሓྋనᅀۓഭᎩ之ख़ሐ酸ႇ，ᙖҗ੃઻的ख़ሐ

酸ႇໆ，以 CODᐚ度߄Ң樣品中ё೏氧化有ᐒ物之含ໆ (NIEA 

W515.53A)。 

CODᔠෳ方法 

1. ౷酸٥៓ሓ之኱ۓ 

a. 取 10 ml ख़ሐ酸ႇ (0.0417 M)加入ѐᚆη水ۓໆ至 100 ml 

b. ጗ᄌ加入 30 ml ᐚ౷酸 (96.4 %)，混合֡Ϭ 

c. ࡑհࠅ至室溫後，加入 2至 3ᅀ๷ᛥ㭱 (ferroin)ࡰҢᏊ並混

合֡Ϭ 

d. 以 0.25 M౷酸٥៓ሓྋనᅀۓ，ྋనҗᙔᆘՅᙯᡂ為आලՅ

時即為終點 

e. ૶ᒵᅀۓᡏᑈ，؂次進行ᔠෳ之 COD樣品時Ѹሡᅀۓ，利用
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؂次ᅀ܌ۓள之౷酸٥៓ሓᐚ度ඤᆉ樣品 CODᐚ度 

f. ౷酸٥៓ሓᅀۓྋనነᅟᐚ度 
੃઻之౷酸٥៓ሓᡏᑈ

M 0.025ml 100
M)(

×
=   

2. 取水樣 20 ml 

3. 加入Ͽໆ౷酸؄ણ҃ (ѐନഛ素υᘋ)及 2~3ᗭݦҡ 

4. ጗ᄌ加入 2 ml ౷酸ሌ၂Ꮚ (10 gሌ/1 L౷酸)，混合֡Ϭ至೸

ܴ 

5. 加入 10 ml ख़ሐ酸ႇ (0.0417 M)後，ӆ጗ᄌ加入 28 ml ౷酸ሌ

၂Ꮚ，混合֡Ϭ 

6. 放入加዗଑流裝置，以 150℃加዗଑流 2 hours後，ࡑհࠅ至

室溫 

7. 加入 60 ml 的ѐᚆη水，混合֡Ϭ 

8. 加入 2~3ᅀ之๷ᛥ㭱ࡰҢᏊ，混合֡Ϭ後，以౷酸٥៓ሓྋన

ᅀۓ並૶ᒵᅀۓᡏᑈ 

9. 
V

8000CB)-(A
)Lmg(COD

××
=  計ᆉ化Ꮲሡ氧ໆ  

Aɨޜқ੃઻之౷酸٥៓ሓᅀۓྋనᡏᑈ (ml) 

Bɨ水樣੃઻之౷酸٥៓ሓᅀۓྋనᡏᑈ (ml) 

Cɨ౷酸٥៓ሓᅀۓྋన之ነᅟᐚ度 (M) 

Vɨ水樣ᡏᑈ (ml) 


