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環境化學及微生物類

呼吸儀評估油污染土壤之生物處理可行性

洪瑞敏 *、劉敏信 **、盧至人 ***

摘　　　要

土壤污染在進行生物整治時，常因為其他非生物性的環境因子而限制了生物復

育的成效，因而錯估了受污染場址的生物有效性。因此，本研究選擇臺灣某污染場址

之實際受油品污染土壤，利用氣泡式呼吸儀快速評估生物反應的特性，探討添加植種

菌、無機營養鹽與額外碳源能否提升現地微生物的活性與整治成效。實驗結果顯示，

試驗的土壤污染場址，其土壤中的現地微生物已具有分解土壤中的油品污染物能力，

因此額外植菌的添加效應並不明顯。然而，由於土壤中有機污染物質濃度過高，致

使無機營養鹽的比例相對偏低，造成微生物無法有效分解土壤中之污染物，因此當

土壤額外添加適量營養鹽使 TOC：N：P 的比值達 100：5：1 以上時，可改善現地微

生物的活性(攝氧率增加)，顯示生物刺激法對於有機污染物的分解量有提升的效果。

此外，添加甲苯為碳源將有助於提高初始微生物的菌量，並可去除部分吸附態的污

染物，並提高土壤污染物的生物可及性，使污染土壤的生物可分解率由 0.07 提升至

0.37，可顯著提升油品污染土壤的生物整治成效。
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一、前言

石油的開採、輸送、加工、儲存與使用等等皆有可能因為洩漏而排放至環境中，

油品污染不只對生態環境造成浩劫，也對人體健康造成嚴重的危害。油品污染物一直

到西元 1967 年 1 艘超大油輪在英吉利海峽擱淺，造成嚴重的油品洩漏才開始受到重

視(Fuentes et al., 2014)，而各國也自此開始著手制定相關油品洩漏污染的規範。國內

常因地震頻繁或地下油槽管線老舊，油品洩漏而造成土壤或地下水危害(蔡等, 2004)。

常見的油品污染土壤的傳統整治方法，包括土壤氣體抽除法、空氣注入法、直接挖除

法及界面活性劑沖排法等(USEPA, 2004)，這些技術可以將污染物帶離整治區內，但

並未將污染物完全分解成無害的物質，污染場址若含有揮發性較低的油品污染物，

將因此增加整治上的困難，所以部份場址會利用現地(In-situ)處理法在整治區內直接

將污染物轉化分解，例如現地化學氧化法具有將污染物在短時間內完全氧化成無害

的二氧化碳與水的能力(Buragohain et al., 2013)，成為一個具潛力的整治技術。但是

像芬頓(Fenton)化學氧化法往往因為需要在酸性條件下進行反應，或是過氧化氫添加

藥量過多等因素，而造成整個土壤生態系統遭受永久性的破壞的疑慮(Ferguson et al., 

2004；Valderrama et al., 2009)。生物復育技術(Bioremediation)是直接藉由微生物的

代謝機制將污染物分解，因為生物復育技術對環境較友善，因此在受油品污染的整治

場址中也常使用此技術來進行整治(Das and Chandran, 2010；Tyagi et al., 2011)。然

而，許多污染場址常因現地土壤中所含無機營養鹽比例較生物分解所需的營養鹽比例

為低，甚至其他非生物性的環境因子而限制了生物復育的成效，因而錯估了受污染場

址的生物有效性(Cookson, 1995; Boopathy, 2000)。

本研究選擇臺灣北部某受油污染場址的土壤，利用氣泡式呼吸儀評估現地的微生

物活性，檢視土壤中微生物分解污染物的反應速率及微生物活性，俾評估土壤污染生

物整治的可行性。同時探討對於已受油污染之土壤，生物添加及生物刺激(無機營養

鹽)能否提升土壤受油品污染場址的生物整治成效，以及額外添加碳源(甲苯)，是否有

助於改善現地微生物的活性與整治成效。
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二、研究架構與方法

2.1 微生物分解試驗

本研究採用型號為 AER-200 型之氣泡式呼吸儀。本機型的氣泡式呼吸儀可量測

生物好氧呼吸與厭氧產氣反應的功能，且準確性及複現性均佳。除原廠主要單元機

組外，本研究採氣控式恆溫系統，外觀型式如圖 1 所示，主要包括 5 個單元：1.反

應瓶、恒溫控制單元及攪拌器；2.細胞基座(Cell base)及氣泡發生器(細胞元件)(Flow 

measuring cell)；3.供氧系統；4.界面組合(Interface module)及 5.數據接收處理機(電

腦)(洪, 2003)。

好氧反應進行時，反應瓶內之氫氧化鉀(KOH)管吸收由生物反應所產生之 CO2 導

致壓力降低，反應瓶中的壓力降低後即啟動氣泡元件的供氧機制，引導純氧流經氣泡

發生器產生單一氣泡，而氣泡流經細胞基座發光二極體(LED)偵測器計數後，即可流

入反應瓶內供氧，直至反應瓶內壓力小於氣泡發生器所設定之啟動壓力。氣泡發生器

之供氧訊號可設定 1~60 分鐘的間隔上傳至電腦，數據經接收後由設備公司套裝軟體

進行分析。

圖 1 本研究氣泡式呼吸儀設備示意圖 (洪 , 2003)
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進行微生物分解污染物試驗時，首先須先將反應瓶及氣泡細胞元件置於恆溫之

測試環境下，以儘量減少溫度造成反應瓶內之壓差變化，而影響呼吸儀之正常操作。

本試驗採用氣控式恆溫裝置，具有自動升溫及降溫之設定，將試驗溫度條件設定於

25±1oC。並在反應瓶中置入加載型之攪拌磁石，設定攪拌強度為 200rpm 以避免反應

瓶內的溶氧傳輸限制(Oxygen transfer limitation)。

2.2 總有機碳分析

本研究中總有機碳之分析是利用高溫型固體總有機碳分析儀(O.I .  Analyt ical , 

1020A 型)，儀器偵測極限為 3.0μg C，每次土壤樣本重量上限為 3g。利用高溫氧

化法將土壤樣本中的有機碳及無機碳轉化成 CO2，將這些 CO2 以載流氣體送至分析

儀，檢測所得為總碳(Total Carbon, TC)濃度。另外，將經由樣品酸化的反應器內，在

酸性的條件下，僅無機碳轉換成 CO2，利用分析儀可測得無機碳濃度(Total inorganic 

carbon, TIC)，再由總碳濃度減去無機碳濃度即為總有機碳濃度(Total organic carbon, 

TOC)。為避免無機碳濃度影響干擾，可先將樣本經酸化及氣提。另採 KHP 標準液

(1,000mg/L TOC)以超純水配製成一系列不同濃度，利用高溫型固體總有機碳分析儀

分析，以建立偵測面積與濃度間關係的檢量線。

2.3 其他土壤特性分析

2.3.1 土壤總氮

採用凱氏法(Bremner, 1970)，秤取風乾土壤 1.0g，置入 100mL 凱氏管中，以 

2mL 蒸餾水潤濕，靜置  30 分鐘。再加入  1.1g 分解促進劑(K 2SO4：CuSO4：Se= 

100： 10：1)及 4mL 濃硫酸，以微火加熱 10~30 分鐘，待濃白煙及泡沫消失並停止

迴流。開始強熱至分解液呈淡青色後，再持續加熱 2 小時，即分解完成。將冷卻的分

解液以去離子水定量至 100mL，搖勻後靜置澄清，最後以凱氏氮蒸餾裝置測定氮含

量。
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2.3.2 土壤有效性磷

採用 Bray-P1 法(Kuo, 1996)，秤取 1.0g 風乾土壤，加入 7mL 抽出液(0.025N 

HCl 0.03N NH 4F)震盪  1  分鐘，以  Whatman No.42 濾紙過濾，取適當毫升數於 

50mL 定量瓶中，加入些許去離子水，再加入 8mL 之單一試劑，以去離子水定量至 

50mL。10 分鐘後，以 880nm 測定其吸光度，再換算成土壤有效磷含量。

2.3.3 陽離子交換能力(Cation exchange capacity, CEC)

採用醋酸銨法(Rhoades, 1982)將 10.0g 土壤經 1M 醋酸銨(pH 7.0)淋洗後，以 

95% 的酒精 100mL 洗去土壤孔隙中多餘的醋酸銨，再加入 100mL 酸化之 10% NaCl 

溶液，藉以置換土壤所吸附的 NH4
+。最後以凱氏氮蒸餾裝置測定溶液中 NH4

+ 的量，

並計算求得陽離子交換容量。

2.3.4 土壤質地(texture)

採用吸管法(Gee and Bauder, 1986) ，秤取約 12.0g 的風乾土壤，以 30% H2O2 加

熱去除土壤有機質，再以 Sodium citrate-bicarbonate-dithionite (DCB)法去除土壤中

的游離態鐵及鋁。精秤已去除有機質及游離鐵、鋁的土壤 10g，並加入 10mL 5% 的

偏磷酸鈉(Sodium hexameta-phosphate)及定量的蒸餾水，於電動攪拌機中分散 15 ~ 

20 分鐘，再以 300mesh(< 47μm)篩網進行濕篩，將坋粒及黏粒洗入 1,000mL 沉降

筒中，留在篩網上的砂粒洗出後烘乾並秤重，在沉降筒之中的坋粒及黏粒，則根據 

Stokes’ Law 和土壤溶液溫度，計算土壤粒子的沉降時間，用定量吸管吸取小於 2μm

的黏粒懸浮液 25mL，烘乾並秤重，然後分別計算砂粒、坋粒及黏粒所占的重量百分

比，並對照質地三角形圖得知土壤質地。

2.4 實驗設計

為探討油品污染土壤現地生物復育的可行性，並評估生物添加或生物刺激是否可

提升生物整治成效，本研究利用氣泡式呼吸儀分析現地油品污染的土壤在不同操作條
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件下之生物攝氧量，分別標示為添加植菌、營養鹽及碳源的樣本進行呼吸儀生物活性

評估試驗。於每個樣本瓶中添加 50g 的受污染土樣，同時添加 200mL 的去離子水於

反應瓶中，視試驗條件需求參照 Standard Mothed 5210D (Respirometric method)方法

(APHA, 1998)，根據水樣的 TOC 濃度，額外補充 30mL 的營養鹽及微量元素溶液(營

養鹽與微量元素組成如表 1 所示)，並調整 pH 值至 7.0±0.2。最後將反應瓶置於恆溫

箱中的磁力攪拌機上。另再根據試驗條件設計，添加實驗室馴化槽中的好氧性苯、甲

苯、乙苯、二甲苯(Benzene, toluene, ethyl benzene, and xylene, BTEX)分解菌 20mL 

(2×104 CFU/mL)，然後啟動呼吸儀，進行線上攝氧量(Oxygen uptake, Ou)的監測。

各組反應瓶實驗設計及條件如表 2 所示。連續監測 5 日的生物攝氧數據或更長時間

之生物攝氧數據。將生物攝氧量扣除植菌組的攝氧量即為以呼吸儀測得的生化需氧量

(Respirometric biochemical oxygen demand, RBOD)。

表 1 無機營養鹽及微量元素組成成分

組成成份 營養鹽溶液濃度(mg/L)
1. NaH2PO4 5,175.000
2. NH4Cl 248.300
3. MgSO4．7H2O 222.200
4. CaCl2 277.000
5. FeCl3．6H2O 4.840
6. 微量元素

MnSO4．4H2O 0.400 
H3BO3 0.570 
ZnSO4．7H2O 0.430 
(NH4)6MoO24 0.350 
Fe-chelate 1.000 
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表 2 現地微生物分解試驗條件設計說明

土壤樣本

(2.5~3m)
(50 g)

去離子水

(200 mL)
植菌添加

(20 mL)
營養鹽添加

(30 mL)
碳源添加

(甲苯 30 µL )

空白組 X O X X X

植

菌

效

應

植菌控制組 X O O X X

土壤組 O O X X X

植菌效應組 O O O X X

營

養

鹽

效

應

土壤組 O O X X X

植菌控制組 X O O X X

植菌效應組 O O O X X

營養鹽效應組 O O O O X

碳

源

效

應

甲苯控制組 X O O X O

純碳源添加組 O O O X O

碳源添加效應組 O O O O O

 X：未添加；O：添加
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三、結果與討論

3.1 試驗土樣背景分析

本試驗土樣取自臺灣某處受油污染的實際土壤樣品，為釐清不同土壤深度的土

壤特性及受油品污染之差異，分別挖取不同深度之土樣進行分析，受測土壤的特性

如表 3 所示。由表 3 中可知污染場址深度 3.5m 以下的土壤 TOC 低於方法偵測極限

值(3.3mg C/kg)，相較於土壤深度 2.5~3m 及 3~3.5m 的 TOC 檢測結果分別為 9,897 

mg-C/kg 及 6,567mg-C/kg，顯示 3.5m 以下的土壤中的有機質(TOC)含量極低，應尚

未受到油品之污染。而由 TOC 的分析結果顯示，土壤受污染程度隨著土壤深度逐漸

降低，其中以 2.5~3m 的土壤 TOC 濃度最高，可達 9,897mg-C/kg，惟 5 個樣本分析

結果的變異係數為 57%，顯示現地土壤中的污染物具污染擴散的異質性，分布不均。

其次，根據 TOC、土壤總氮(N)及土壤有效性磷(P)的濃度進行 TOC：N：P 的營養鹽

需求評估，結果發現本區受污染土壤的 TOC：N：P 比值約為 100：2.4：0.1，顯示

污染土壤若欲採行生物處理，則土壤中之營養鹽將略為不足(Rockne and Reddy, 2003; 

Vidali, 2001)，必須額外補充營養鹽，以提升微生物增殖及其活性。

表 3 土壤特性分析結果表

檢測項目
2.5~3 m 3~3.5 m 3.5~3.7 m

單位
第一批 第二批

TOC 9,897
(56.8%)*

6,567
(71.2%)*

2,541
(50.8%) ND** mg-C/kg

土壤總氮 N 0.024 - 0.032 0.036 %
土壤有效性磷 P 8.69 - 2.45 3.26 mg/kg

陽離子交換容量 CEC 4.29 - 6.2 7.01 cmol/kg

質地 砂質壤土 - 壤土 粘質壤土

砂粒 58.0 - 45.6 41.7 %

坋粒 24.7 - 30.8 27.5 %

粘粒 17.3 - 23.6 30.8 %
註：* 括號內所示百分比為該土樣 5 重複分析結果之變異係數(Cv, %)
　　** TOC 方法偵測極限為 3.3 mg-C/kg，低於方法偵測極限標註為 ND
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3.2 植菌效應

圖 2 為植菌效應 14 日累積攝氧曲線圖，根據圖 2 及表 4 的試驗結果顯示，現地

原生土壤組(簡稱土壤組)中的累積攝氧量為 68.57mg-O2，植菌控制組的累積攝氧量

86.09mg-O2，而植菌效應組則為 152.91mg-O2。若假設原土壤中的微生物量相當，則

植菌效應組扣除植菌控制組之累積攝氧量僅為 66.82mg-O2，與原土壤中的微生物攝氧

量相當，顯示原土壤中的微生物即對油品污染物有分解能力，而添加的菌株對於提升

土壤中油品污染物的生物可分解率沒有直接的效果。然而，比對圖 2 中添加植菌組與

現地原生土壤組的累積攝氧量差異，即可發現植菌組約在第 2 天左右即呈現顯著的攝

氧，而現地原生土壤組則在第 3 天左右始有明顯攝氧，顯示藉由植菌可以縮短原土壤

中生物分解的遲滯期；但由累積攝氧量的結果發現，額外植菌添加對於提升土壤中油

品污染物的生物可分解性並沒有直接的效應，此顯示除了微生物外，仍有其他的限制

因子限制，使微生物無法有效分解土壤中的油品污染物。

圖 2 植菌效應累積攝氧曲線圖
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表 4 植菌效應累積攝氧量分析表

組別 14 日累積攝氧量(Ou-mg as O2)
空白組 5.00
土壤組 68.57

植菌控制組 86.09
植菌效應組 152.91

3.3 營養鹽添加效應

由於前述試驗結果顯示原土壤中的微生物即可分解油品污染物，但由額外添加微

生物可以縮短遲滯期的結果，可以推測源污染土壤中的微生物量不足，植菌可改善前

述微生物數量不足的問題。但植菌後生物累積攝氧量沒有提高，可能原因包括土壤中

的污染物可能無法有效被微生物分解及微生物生長可能有其他的限制因子，限制了油

品污染物的分解。

另根據土壤背景分析結果顯示，原污染土壤 TOC：N：P 的比值約為 100：2.4：

0.1，此比例顯示若欲有效分解土壤中的污染物，則原污染土壤中所含的營養鹽明顯

不足。因此，藉由額外添加營養鹽的方式，使得 TOC：N：P 的比值達 100：5：1 以

上，期以改善土壤中污染物的生物可分解率。圖 3 為添加營養鹽之效應試驗，主要分

析土壤中添加營養鹽對於生物分解之效應。由圖 3 及表 5 的試驗結果可以發現，原有

土壤經添加營養鹽後 14 日累積攝氧量可達  176.98mg-O2，扣除植菌攝氧量，污染物

生物分解累積攝氧量為 90.89mg-O2，較土壤組的累積攝氧量 68.57mg-O2 為高，顯示

添加營養鹽有助於土壤污染物的生物分解，惟所能提升的累積攝氧量仍有限。由此可

見，本研究土樣中的油品污染物生物分解效果不佳，並非單純的植菌量或營養鹽不足

所致。
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圖 3 營養鹽效應累積攝氧曲線圖

表 5 營養鹽效應累積攝氧量分析表

組別 14 日累積攝氧量(Ou-mg as O2)
空白組 4.97
土壤組 68.57

植菌控制組 86.09
植菌效應組 152.91
營養鹽效應組 176.98

3.4 碳源(甲苯)添加效應

根據前述 2 組試驗結果發現試驗土壤中的微生物已具有油品污染物分解的能力，

惟因為營養鹽不足而限制其生物分解的效果。然而原污染土壤再額外添加營養鹽的試

驗結果卻顯示僅能略為提高累積攝氧量，顯示添加營養鹽對於污染物分解的影響相

當有限。根據文獻可知，甲苯之存在可加速二甲苯或苯之分解（Arvin et al., 1989；
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Jensen et al., 1990；Alvarez and Timothy, 1991），且可於脫硝菌存在下共代謝鄰-二

甲苯（Evans et al., 1991, 1992），顯示油品污染物好氧分解時往往須進行所謂共代謝

分解(廣義的共代謝分解)。因此，本研究為了進一步探討添加額外碳源是否有助於提

升油品污染物的生物分解，選擇額外添加甲苯(具有溶劑效果)及麩胺酸(提供碳源與有

機氮源)藉以進行共代謝之生物分解反應，以期提高土壤油品污染物的生物分解率。

本試驗於每組樣本添加 30µL 的甲苯作為共代謝之碳源，試驗結果如圖 4 所示。

根據圖 4 中的試驗結果顯示 14 日累積攝氧量扣除植菌及甲苯分解的攝氧量後，土壤

污染物生物分解累積攝氧量可達 489.15mg-O2，相較於土壤組(68.57mg-O)、植菌效

應組(152.91mg-O)及營養鹽效應組(176.98mg-O)的累積攝氧量明顯提高，顯示添加

甲苯為額外碳源有助於提升土壤污染物的生物分解率。若根據平均污染土壤 TOC約

為 9,897.5mg-C/kg，實驗時使用 50g 土壤約含有約 494.88mg-C，理論攝氧量應為

1,319.68mg-O2，根據實驗結果指出，累積生物攝氧量為 489.15mg-O2，則此時的生物

可分解率(βRBOD/ThOD) 約為 0.37，顯示額外添加甲苯為碳源，可有助於提高初始的微

生物量，且推測甲苯並可能溶出部分吸附態的油品污染物，而提高土壤污染物的生物

可及性，達到提高土壤污染物的生物可分解率的效果。

圖 4 碳源添加效應累積攝氧曲線圖
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表 6 碳源添加效應累積攝氧量分析

組別 14 日累積攝氧量(Ou-mg as O2)
空白組 4.97
土壤組 68.57

植菌控制組 86.09
植菌+甲苯(30 µL) 103.59

原土樣+植菌+甲苯(30 µL) 367.61
原土樣+植菌+營養鹽+甲苯(30 µL) 592.74

四、結論與建議

本研究根據呼吸儀生物活性試驗結果，歸納出以下幾點結論：

1.  受測土壤現地微生物已具有分解油品污染物的能力，因此額外的植菌添加對於提升現

地油品污染物的生物分解效果不明顯。

2.  現地土壤中所含營養鹽明顯不足，係本試驗油品污染土壤生物分解的限制因子。

3.  添加甲苯除可提高初始的微生物量，且推測甲苯並可能溶出部分吸附態的油品污染

物，而提高土壤污染物的生物可及性，達到提高土壤污染物的生物可分解率的效果，

建議後續研究針對甲苯溶出吸附態油品污染物對土壤生物可及性的機制進行釐清。

4.  初始的生物量對於污染物的分解有明顯的影響，當減少試驗樣本的土壤量後，亦即污

染物對生物量的比例降低後，污染物的生物可分解率明顯提高，此時添加碳源的效應

則不明顯，顯示添加碳源效應極可能僅是增加初始生物量的效應。
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