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摘    要  

本研究以多環芳香族碳氫化合物(polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs)為目

標污染物，針對不同污染齡、質地與有機質含量的土壤，利用固相微萃取(SPME)

量測萘快速脫附至水相之自由溶解態濃度，藉此評估受萘污染土壤之生物可及性，

並探討其與實際生物降解之關係，嘗試建立快速預測土壤污染中萘生物分解成效之

技術。  

生物降解實驗結果發現，污染時間與有機質含量的增加，皆會使土壤中萘的降

解率下降，顯示萘會因有機質的分配作用而被吸持於土壤，造成生物可及性下降，

且隨著污染時間的增加，這種貯滯(sequestration)於土壤的現象愈顯著；而坋粒比例

的增加，雖有助於提升微生物降解萘的速率，然而對於生物降解量卻沒有顯著的影

響，由實驗數據推測黏土可能才是影響生物可及性較重要的因子。  

比較  SPME 萃取量與生物降解之關係，實驗結果顯示  SPME 有些微低估實

際生物最終降解量的情形，但兩者間仍有很好的相關性存在；若針對生物快速分解

的階段進行比較，可發現  SPME 能準確的評估其降解量，兩者幾乎為 1：1 的關係；

由此認為以  SPME 所模擬之生物可及性，應能有效推估微生物的實際分解量。  

由本研究成果推論，針對受萘污染土壤進行生物復育整治，若土壤中存在具有
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萘分解能力之微生物，且復育的環境不會對其生長造成限制，則  SPME 可取代一

般全量萃取法，準確評估土壤中萘之生物可及性，並能替代傳統冗長的生物降解試

驗，達到快速預測生物復育成效之目的。  
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一、前   言  

近年來國內發生的土壤污染事件與日俱增且污染物的種類繁多，多環芳香族碳

氫化合物 (polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs)為眾多有機污染物中常見的一

種，在焚化爐、石化工業等固定污染源以及機動車輛所排放的廢氣中都可發現其存

在。PAHs 主要是由兩個或以上的苯環所構成，具有穩定的化學結構，屬於疏水性

有機污染物(hydrophobic organic pollutants, HOPs)，因此不易被生物降解，且生物

累積性高，對人類健康具危害性，已受到許多環境毒理與生態領域學者之重視。  

現今有機污染土壤之整治技術眾多，生物復育 (bioremediation)為可行技術之

一。然而，目前國內土壤及地下水污染整治法規定，污染物所致之健康風險需以全

量萃取進行評估 [2]，故現今受有機化合物污染的實際場址進行整治，往往不容易達

到法規標準；因此土壤中污染物質之風險評估是否適合藉由全量觀念進行評估，著

實是一個值得再探討的課題。  

生物有效性(bioavailability)的概念主要在於區隔傳統採用全量萃取評估土壤污

染的論點；國外研究顯示許多污染物在土壤經一段時間後，因與土壤結合而相對安

定，若採用全量萃取的土壤污染評估技術，將可能高估該污染物的生物危害，要將

其全量去除或削減，相對的也提高土壤污染的整治費用。  

目前國外許多研究團隊都以生物有效性的評估為研究的重點 [6,8,10,11,12]，藉由快

速之物化技術，預測實際受污染場址中有機污染物之生物可及性，這些方法相較於

以往實驗室繁瑣且冗長的生物降解實驗，能在較短時間內，準確地預測出特定場址

中污染物之生物復育成效。  

本研究主要以 PAHs 中雙環分子－萘(naphthalene)為目標污染物，針對國內不

同污染齡、土壤質地與有機質含量，以生物降解批次實驗，模擬土壤中萘之降解情

形；同時利用固相微萃取技術，量測萘在水中之自由溶解態濃度，將結果與前述生

物降解做比較，藉此預測萘於土壤中之生物可及性，期望能準確快速的評估出土壤

中萘之生物分解成效。  
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二、材料與方法  

2.1 實驗菌種  

本研究菌種來源分為兩類：一為經馴化之萘分解菌(植種菌)，另一為原土壤中

既存在之菌種(現地菌)，兩者的特性如下：  

1.植種菌  

為主要的試驗菌種，取自本實驗室酚類分解菌馴養槽，再以萘為主要基質，

用連續流 Chemostat 方式長期馴化，使其具有分解萘能力之混合菌種，主要的

菌株有 Pseudomonas rhodesiae、Rhodococcus ruber 與 Serratia marcescens 等 [3]；

Chemostat 的反應槽燒杯為防止藻類生長，均以鋁箔紙包裹以避免光線照射；

進流基質  pH 控制在 7.0～7.2 之範圍內，瓶口則以膠膜(CAN 製)密封以防止污

染。Chemostat 培養之菌種，由於受基質及無機營養鹽濃度之限制因而微生物

數量有限，因此在批次實驗進行前需先以平時馴養 2 至 3 倍 Chemostat 基質配

方增殖數日或數十日，取此高濃度菌液，置於低溫高速離心機，於溫度 4℃、

轉速 7,000 rpm 操作條件下離心 15 分鐘，取下層濃縮菌體備用；後續批次實驗

將此濃縮菌液以無機營養鹽調整吸光度至 0.3，添加菌量約為 3×106 CFU/g-soil。 

2.現地菌  

為了解土壤中現地微生物對萘之降解情形，於後續生物降解實驗中另設一

現地組做為對照之用。將保存在陰暗處且未經前處理之土壤，取出部份置於培

養瓶中並加入等質量營養鹽，在 100 rpm 振盪培養一天後，以離心機在 4℃、轉

速 800 rpm 下離心 5 分鐘(去除大部分土壤顆粒)，取上層菌液備用 [9]。  

2.2 儀器設備  
1.氣相層析儀  

本研究使用 Hewlett Packard 公司所製的氣相層析儀(GC/FID)HP- 6820 型

分析萘及其他有機物，使用之層析管柱為毛細管柱(DB-5, 30 m × 0.32 mm ID× 1 

μm film, J＆W Scientific)，分析結果以軟體積分訊號面積值並以電腦記錄之。  

分析時使用 10 μL 液針抽取液體樣品 2 μL，注入氣相層析儀進行定性與定
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量分析，微量液體注射器為 Hamilton 80366 型。研究中利用 GC/FID 分析土壤

萃取液中 PAHs 之濃度，攜帶氣體為高純氮，注射口與偵測器溫度分別為 260

℃與 290℃，攜帶氣體壓力維持在 50 psi。升溫控制條件為起始溫度  115℃，維

持 7 分鐘後以每分鐘 30℃的速率升溫至 170℃並維持 1 分鐘。   

2.超音波萃取裝置  

本研究使用之超音波萃取裝置為 MISONIX 公司製造，其整體設備包含超

音波分散器(型號 Sonicator 3000)及聲納盒(型號 SONABOX 423B)兩個主體，分

散器為 1/2 吋角錐栓接 1/8 吋微探針。實驗方法參照環檢所公告之超音波萃取法

(NIEA M167.00C)，以丙酮做為萃取溶劑，萃取土壤中殘存之萘，以瞭解生物降

解情形。  

萃取時先取含有 5 g 土壤樣品之 44 mL 棕色甁，倒入 25 mL 丙酮並搖晃瓶

身，使土壤懸浮於溶液中，不致沉積於底部而影響萃取；將樣品瓶置於冰水浴

內，以減緩萃取過程中因為分散器輸出能量所導致的溫度變化，進而降低萃取

溶劑的逸散量。調整分散器 1/8 吋微探針頂端的底面浸在溶劑液面下，但須在

固體層之上；萃取樣品時間共 5 分鐘，設定超音波萃取設備之輸出功率鈕於 5(半

功率)，波型選擇設為脈動(30 秒間歇方式震盪)，週波效率百分比設定在 50%。

萃取完畢以 0.2 μm Lida Nylon 丟棄式濾膜(13 mm)過濾部份萃取上層液後，取 2 

mL 過濾液置入小棕色瓶中，並添加 20 μL 一甲基萘儲備液充份混合，以 GC / FID

分析。  

3.土壤製備  

本研究採樣之受測土壤為彰化縣福興鄉之水稻田土，文中稱之為田間土；

田間土乃採集裡土範圍(15～30 ㎝)的土壤，經破碎及陰乾 2~3 天(含水率＜3%)，

再將過 40 號篩(0.42 mm)之土壤收集裝入不透光塑膠瓶中，置於陰暗處備用。

田間土之物化性質由中興大學土壤調查試驗中心及本實驗室根據土壤分析手冊

(第二版)所載之方法檢測分析，其特性如表 1 所示。  

製備土壤時需考慮污染物分佈是否均勻及其與土壤接觸的程度，本實驗配

製的方法為：取實驗所需之土壤並加入萘儲備液(濃度為 100 μg/g-soil)，再額外
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加入與土壤等量(w/w)之丙酮溶液，將其混和置於三角燒瓶中，將瓶口密封以抽

氣幫浦抽取瓶內空氣，利用減壓使存在土壤中之氣體釋出，再開蓋回復常壓讓

污染物能進入土壤孔隙內，於室溫下靜置數小時使丙酮揮發殆盡，即為人工合

成之污染土壤。  

實驗針對污染時間與土壤特性對生物降解之影響進行探討，其中土壤特性

乃將田間土之質地與有機質含量以人工方式改變，敘述如下：  

(1)齡久污染土壤：以前述方式製備成受萘污染之土壤，並使土壤含水率維持在約

10~20% (以滅菌水調整)，將樣品置於棕色玻璃瓶中，密封保存於室溫陰暗處，

經一段時間後(數月至數年)取出進行生物降解實驗。  

(2)改變土壤質地：以添加細粒土方式達到改變原土壤質地之目的，其中細粒土做

法乃將原本田間土過 200 號篩(0.075 mm)所得，通過的部分多為顆粒較細之坋

粒與黏粒土壤，將此細料土與原土壤以不同比例混合，達到人為改變質地之目

的。  

(3)改變土壤有機質：以添加蔗渣堆肥方式改變土壤中有機質含量；將蔗渣堆肥過

篩滅菌後與田間土以不同比例混合。為了減少此種額外添加方法對土壤質地造

成影響，添加方式為將土壤和蔗渣以相同孔徑之篩過濾，再以置換的方式混合。 

 
表 1 彰化田間土之土壤性質  

(1)、(2)項為本實驗室依土壤手冊(第二版)檢測，其餘項目則委託中興大學土壤調查試驗中

心檢測。 

項  目 檢測值 
(1)  pH 7.73 
(2)       Water holding capacity(WHC) 0.39 g-water/g-soil 
(3) 有機質(％) 1.3 
(4) 全氮(％) 0.11 
(5)       Bray-1 磷(mg/Kg) 67 
(6)       CEC(cmol/Kg) 4.62 
(7)       C：N：P 100：8.2：0.52 
(8) 質地                               砂質壤土 
     Sand (％)                            61 
     Slit (％)                             26 
     Clay (％)                            13 
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4.固相微萃取裝置  

本 研 究 所 使 用 之 固 相 微 萃 取 裝 置 管 為 Supelco 公 司 所 生 產 ( 型 號 為

504831)，而固相微萃取纖維 (fiber)的選擇，則依據文獻之建議使用適合分析  

PAHs 的 PDMS (Polydimethylsiloxane)做為吸附材，其厚度為 100 μm (Doong, 

2000)。每次使用新的纖維之前，須先進行纖維的活化 (activation)，將固相微萃

取裝置插入氣相層析儀注射口，以 250℃熱脫附 1 小時，以除去纖維上的不純

物質。  

SPME 操作步驟乃先將裝置前端注射針頭穿透過樣品瓶口的墊片至樣品瓶

中，接著推出塗覆有吸附靜相之纖維至適當位置，進行分析物之萃取。待分析

物經一段時間其纖維與樣品間達分配平衡後，將纖維縮回至不銹鋼針管內，從

樣品瓶取出裝置，將裝置前端的針頭插入 GC 的注射口，利用注射口高溫進行

熱脫附，將分析物帶入分析管柱中進行分離與鑑定。  

5.菌數測定  

為了瞭解土壤批次實驗所添加菌量，須進行菌數測定之實驗。微生物菌數

的測定步驟為取 1 mL 均勻混合菌液，以無菌稀釋水配製成 10-1～10-8 等一系列

之稀釋樣品，再各取 0.1 mL 之稀釋液均勻塗抹在 Plate count agar 上，最後將培

養皿倒置存放於 30℃之恆溫培養箱中，培養 2～3 天後計算菌落數，即可推算

出菌液中之總菌數(CFU/mL)。  

三、結果與討論  

圖 1~3 為植種菌與現地菌對於萘在不同污染齡、有機質以及質地下之降解趨勢

圖 [1]。就不同污染齡之結果來看，圖 1 可以發現生物降解率(biodegradation extent)

隨著污染齡的增加而減少，此乃疏水性分子可藉由齡久期間進入到土壤內，進而被

土壤有機質吸附或移動到微孔隙中，以致於無法被微生物快速的利用，造成脫附率

與降解率皆有下降的情況；圖 2 為不同土壤質地所產生的差異，由圖中可看出不同

質地土壤之萘生物降解殘餘率幾乎相同，顯示本實驗所改變的三種質地，對萘的生

物可及性似乎沒有影響。文獻指出土壤有機質和黏土礦是影響有機物吸附最主要的
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因素，因此除了有機質的作用外，粒徑小的黏土由於有較大的表面積，提供了很多

的吸附位置，且其表面有較多的微孔隙，使得有機污染物可隨著時間漸漸移動至其

中，造成生物可及性的下降；然而本實驗改變細粒比例調整之土壤質地，黏粒含量

僅由原本的 13% 增加到 15%與 17%，推測由於變動幅度太小，以至於觀察不出質

地對於生物降解率的影響。圖 3 則可以發現土壤有機質由於含有大量的微細孔隙，

且其與有機物的分配作用會使污染物強烈的被吸著於土壤，造成微生物的降解速率

降低，使得生物降解率呈現相同下降的趨勢。  
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圖 1  植種菌與現地菌對於萘在四種污染齡下之降解趨勢  



工業污染防治   第 111 期(Sep. 2009) 161 

砂質壤土

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

0 50 100 150 200 250 300 350

Time (hr)

C
/C

o

植種組 現地組 滅菌組  

壤土

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

0 50 100 150 200 250 300 350

Time (hr)

C
/C

o

植種組 現地組 滅菌組

坋質壤土

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

0 50 100 150 200 250 300 350

Time (hr)

C
/C

o

植種組 現地組 滅菌組  

圖 2  植種菌與現地菌對於萘在三種質地下之降解趨勢  
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圖 3  植種菌與現地菌對於萘在三種有機質下之降解趨勢  

 

為了評估 SPME 技術能否準確預測不同土壤之生物可及性，本研究利用上述不

同特性之土壤進行 SPME 萃取，實驗結果如表 2 所示。由表中可看出土壤中萘的脫

附量與受污染的時間成反比，其溶出比例由新鮮配製的 78%下降至污染齡 18 個月

的 62%，且齡久 4 個月與 7 個月的數據，其萘之脫附率也都小於新鮮配製的結果，

顯示土壤中的有機與無機組成對於污染物質的交互作用會隨著時間而加劇，進而造

成該污染物快速脫附的部分減少。而質地的數據顯示砂質壤土、壤土與坋質壤土對

於萘的脫附量皆相近，分別為 78、74 及 75%，推測三種質地的黏粒含量差距不大，

因此無法看出明顯的變化。而有機質含量的增加，則會顯著影響土壤中萘的脫附，
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由表中可看出有機質含量 1.3、5.2、7.6%的土壤，其脫附至水相中的萘比例分別為

78、73 及 68%，明顯隨著有機質比的增加而降低，因此，土壤對於疏水性有機物

的吸持行為，以有機質的吸附為最主要的機制，而且在短時間內即可影響污染物的

脫附。由此可知，SPME 技術針對相同土壤所得之數據與實際生物降解趨勢相同，

因此，若將實際生物降解量與 SPME 之預測值相互比較，將可預期兩者具有高度的

相關性。  

 

表 2  不同條件下以 SPME 萃取水相中自由溶解態的萘  

SPME 量測水相中萘比例(C/C0) 實驗 改變條件 
第一次 第二次 平均 RSD(%) 

新鮮配製 0.77 0.78 0.78 1.27 
齡久 4 個月 0.71 0.69 0.70 1.90 
齡久 7 個月 0.67 0.69 0.68 1.76 

污 
染 
時 
間 齡久 18 個月 0.63 0.61 0.62 1.19 

砂質壤土 0.77 0.78 0.78 1.27 
壤土 0.73 0.75 0.74 1.85 

質 
地 

坋質壤土 0.73 0.77 0.75 3.39 
SOM 1.3% 0.77 0.78 0.78 1.27 
SOM 5.2% 0.72 0.74 0.73 2.40 

有 
機 
質 SOM 7.6% 0.69 0.67 0.68 1.70 

 

為了比較生物降解實驗與 SPME 技術的預測值兩者之相關性，本研究將圖 1~

圖 3 所得生物降解實驗的數值與表 2 所得 SPME 技術的預測值兩者以一階線性迴歸

方式呈現。圖 4~6為本研究  SPME 萃取量與生物降解量之分佈圖與關係圖(以  C/C0 

表示)，以圖 5 為例，針對不同污染時間，其生物降解量與 SPME 萃取量之迴歸公

式為 y = 0.694x + 0.293 (R2 = 0.963)，其代表的意義可以寫成  “生物降解的部份

(%)= 0.694 × SPME 萃取的部份(%)+ 0.293 ”，若僅由 R2 來看，推測兩者的相關性

良好，但其實由圖 4 的分佈可發現，SPME 之評估値皆低估了生物可降解量；而由

公式可看出，在 R2 與斜率為 1 且截距為 0 的情況下，兩者間才應有最佳的相關性

存在，因此，其斜率與截距所代表的意義也應加以探討。  

圖 4 為萘之生物降解量與  SPME 萃取量之間的分佈圖，其中 X 軸為 SPME 萃
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取率，Y 軸為生物降解率，而虛線部份代表兩者比為  1：1 時的結果。由圖中可發

現不論是土壤性質或污染時間的改變，兩者並不完全吻合，也就是說污染物被微生

物降解的量，大於其在 3 小時內脫附至水相的量，而其間的相關性以圖 5 表示，兩

者之迴歸公式分別為 y = 0.805x + 0.221 (R2 = 0.771，污染時間)與  y = 0.694x + 

0.293 (R2 = 0.963，土壤性質)；從斜率可看出，兩者的値皆小於 1，由本實驗的數

據可推論當生物可及性高(生物降解率與脫附率高)時，兩者的比例較接近 1：1，但

若生物可及性低時，兩者的比例則偏差愈多(SPME 萃取量相對小於生物降解量)；

而當截距與 0 差距愈大，在污染物生物可及性較小時，SPME 與生物降解之數值差

距愈大，且這種情形在斜率愈小的時候愈明顯。舉例來說，迴歸公式為 y = 0.694x + 

0.293，若 SPME 萃取率(x)為 1，則生物降解率(y)為 0.99；而當  SPME 萃取率為  0.1

時，生物降解率則變為 0.36，這樣的結果顯示當污染物之生物可及性變小，生物降

解率與 SPME 萃取率皆有下降的趨勢，但兩者間的差距也愈多；如此代表當迴歸

方程式的截距與原點差距愈大，對於污染物之生物可及性低時的影響也愈大，換言

之，SPME 所預測的生物可及性和實際生物降解相差愈多。  

本實驗以 SPME 量測到萘的快速脫附量皆小於最終生物降解量，這樣的情況

與 Cornelissen 等人的研究相似，其針對多種 PAHs 以 Tenax 進行脱附試驗，結果

發現對於 2~4 環的 PAHs 而言，生物降解量與快速脫附量的比值約為 1.4±0.5，也就

是快速脫附 (其定義為脫附常數 0.01 至 0.1 h-1 時 )的量皆低於生物降解量，

Cornelissen 認為由於生物降解需要較長的時間，因此能夠讓一些被土壤吸持住的 

PAHs 緩慢的脱附出來，造成生物降解量大於快速脫附量 [5]。圖 6 為生物降解第一

階段(快速降解)之降解率與  SPME 萃取率之分佈情形，此處降解量為快速降解期

間之生物分解量，與前述圖 4 比較可發現不論是污染時間或土壤性質的變因，其值

都較以最終降解量評估之結果更接近 1：1 之虛線，顯示 SPME 萃取的結果與生物

快速降解部分有更好的關係。綜觀上述，可發現 SPME 在 3 小時內所萃取的量，能

夠很準確的評估生物快速降解階段的分解量。換言之，針對沒有受到脫附限制而能

被生物降解之萘，可經由其快速脫附的量來加以預測，然而對於後期慢速脫附出的

部份，此法可能會有些微低估生物可及性的情形。  
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國外發展預測生物可及性的方法種類眾多，以溶劑萃取的評估方式較為常見。

Barriuso 等人利用 0.01 M CaCl2 與甲醇 /水(4：1 v/v)溶液萃取土壤中 Atrazine，發

現此比例最能模擬其生物可及性，兩者相關係數達 0.976 [4]。Liste 和 Alexander 學

者利用正丁醇 (n-butanol)萃取土壤中的菲，結果亦顯示與生物降解之相關性 (R2 = 

0.971；y = 0.952x + 0.943)十分良好 [8]。然而此類“溫和式萃取”(mild extraction)的評

估方式，可能僅在“比例”上與實際生物降解有高度相關，但並不代表所萃取的部份

皆可被生物所利用。換言之，殘留在土壤中的污染物也許仍具有生物可及性，但卻

可能沒有被溶劑萃取出來，且這類化學溶劑的萃取常需配合較高的溫度進行，如此

會增加使用成本與耗費大量有機溶劑。而本研究所使用之方法，乃依據土壤污染物

的吸脱附原理，結合 SPME 分析水中自由溶解態的部份，藉此預測該污染物之生

物可及性。而 PAHs 這類疏水性化合物對水的溶解度很小，因此在做吸脱附實驗

時，水相中濃度通常很低且不易測量，本研究利用 SPME 濃縮樣品的特性，提升分

析之靈敏度，可增加結果的準確性。由實驗結果證實，SPME 萃取的部份可完全被

微生物利用，且過程中不需使用任何有機溶劑，在短時間內即可評估出污染物的生

物降解情形，因而認為此法與溫和式的溶劑萃取均適合進行生物可及性之預測，但

卻另具有快速且免使用有機溶劑之優點。  
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圖 4  萘之  SPME 萃取量與生物降解量(最終)之關係  

1：砂質壤土 SOM 1.3%  A：新鮮配製 
2：壤土     SOM 1.3%  B：齡久四個月 
3：坋質壤土 SOM 1.3%  C：齡久七個月 
4：砂質壤土 SOM 5.2%  D：齡久十八個月 
5：砂質壤土 SOM 7.6% 

y = 0.805x + 0.221
R2 = 0.771

y = 0.694x + 0.293
R2 = 0.963
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圖 5  萘之  SPME 萃取量與生物降解量(最終) 之關係  
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圖 6 萘之  SPME 萃取量與生物降解量(快速降解) 之關係  

1：砂質壤土 SOM 1.3%  A：新鮮配製 
2：壤土     SOM 1.3%  B：齡久四個月 
3：坋質壤土 SOM 1.3%  C：齡久七個月 
4：砂質壤土 SOM 5.2%  D：齡久十八個月 
5：砂質壤土 SOM 7.6% 
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