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II 

 

土壤及地下水污染整治基金補助研究與模場試驗專案 

111 年度專案成果績效自評表 

一、 專案基本資料 填表日期： 112 年 07 月 13 日 

專案性質 ■實驗性質   □非實驗性質 專案類別 □先導型■研究型□模場型 

研究主題 ■整治 □調查 □其他  

執行機構 國立中山大學環境工程研究所 專案主持人 張耿崚 

專案名稱 以次世代定序技術分析結合生物碳與微生物降解三氯乙烯之菌群結構與功能 

專案執行期程 □申請階段      □期中       ■期末 

二、 成果績效自評 

「計畫總預估數」應與計畫審查核定值相符，請執行單位依實際達成之量化成果填寫於欄位中。 

（一）學術面 

目標達成程度 

項目 

申請 

預估數 

期中 

達成數 

期末 

達成數 

結案後半年 

達成率 

備註 
（說明未達成原因或

學術產出發表名稱） 

A 

學

術

產

出

及

活

動 

1.國內投稿 

(篇數) 

(1)論文      

(2)研討會論文 1 0 1  

已投稿至第

35 屆環境工

程年會 

2.國外投稿 

(篇數) (1)期刊論文 1 0 0  

本研究預計

於結案後提

出 

(2)國際研討會

論文發表 
1 0 1  

投稿至 The 

35th Annual 

Meeting of 

the Thai 

Society for 

Biotechnolo

gy and 

International 

Conference 

(TSB 2023) 

3.報告 

(篇數) 

(1)技術報告      

(2)研究報告      

4.專著 (本數)      

5.辦理學術 

會議(場數) 

(1)研討/說明會      

(2)成果發表會      

(3)論壇      

6.研發改良 

技術(項數) 

(1)已開發技術      

(2)技術平台      

B 7.研發人員 (1)碩士 2 2 2   
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目標達成程度 

項目 

申請 

預估數 

期中 

達成數 

期末 

達成數 

結案後半年 

達成率 

備註 
（說明未達成原因或

學術產出發表名稱） 

人

才

培

育 

 (人數) (2)博士      

8.研究團隊 

(個數) 

(1)跨領域團隊      

(2)跨機構團隊      

(3)形成研究中

心 
     

(4)形成實驗室      

9.其他指標 

(請自行命名) 
(請自填)      
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（二）產業面 

目標達成程度 

項目 申請 

預估數 

期中 

達成數 

期末 

達成數 

結案後半年 

達成率 

備註 
（說明未達成原

因或專利、技術

轉移相關詳細資

料） 

A 智慧

財產權 

1.專利 

(件數) 

已

核

准 

發明      

新型/設計      

合計      

申

請

中 

發明      

新型/設計      

合計      

B 研發

技術轉

移 

2.先期技術 

成果移轉 

件數      

授權金(仟元)      

衍生利益金(仟

元) 
     

3.技術移轉 

(專利) 

件數      

授權金(仟元)      

衍生利益金 

(仟元) 
     

4.技術移轉 

(應用技術) 

件數      

授權金(仟元)      

衍生利益金(仟

元) 
     

5.可移轉 

產業技術 

(1)技術(件數)      

(2)品種/系 

(件數) 
     

C 

產學研

合作 

6.促成合作研

究 

件數      

金額(仟元)      

7.促成投資 

件數      

投資金額 

(仟元) 
     

8.促成取得業

界科專 

件數      

業界投資金額 

(仟元) 
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目標達成程度 

項目 申請 

預估數 

期中 

達成數 

期末 

達成數 

結案後半年 

達成率 

備註 

（說明未達成原

因或專利、技術

轉移相關詳細資

料） 

9.其他指標 

(請自行命名) 
(請自填)      
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（三）政策面 

目標達成程度 

項目 
申請預

估數 

期中 

達成數 

期末 

達成數 

結案後半年 

達成率 

備註 
（說明未達成原

因或其他詳細資

料） 

A 

服務

便民 

1.技術服務  
次數      

收入(仟元)      

2.諮詢服務 
次數      

收入(仟元)      

B 

政策

推動 

3.協助政府推動

(件數) 
(1)政策      

(2)法規      

C  

技術

效益 

4.整治技術提升(%)      

5.整治成本降低(%)      

6.提升能源效率(%)      

7.其他指標 

(請自行命名) 
(請自填)      

三、 請依前述學術面、產業面、政策面等預期量化成果，具體敘明研究成果對本

署政策推動之助益。（200 字為限） 

學術面(如國內外研討會、期刊投稿件數、或人才培育碩博士生說明) 

1. 投稿國際期刊論文 1 篇、投稿國內與國際研討會論文各 1 篇。 

2. 培育 2 名碩士生。 

 

產業面(如合作研發產業、申請專利、洽談技術移轉廠商件數說明) 

計畫後續可申請專利推廣，並技轉廠商輔導廠商投入實場生產；在廠商創造產

值與收益的同時，可改變台灣生質材料的處置方式，減少生質廢棄物量以及增

加生物碳的使用，可達到降低碳排放以及促進環境保護的目標，未來也有機會

抵減碳稅。 

 

政策面(如整治費用降低、特定污染物整治效益提升、或提供政府作為監測/管制標準、污染查核、場

址管理等政策及法規研訂之參考) 

結合生物碳與生物整治法預期可降低整治費用，並符合環保署推動之永續韌性 

   整治，屬於綠色永續整治技術。 
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四、 主要研究人力 

請依照「專案主持人」、「協同主持人」、「專任人員」、「兼任人員」及「臨時工」等類別之

順序分別填寫 

類

 

別 

姓名 服務機構/系所 職稱 
在本研究專案內擔任之具體工

作性質、項目及範圍 
執行期間 

 張耿崚 
國立中山大學/ 

環境工程研究所 
副教授 

計畫規劃、主持、進度之追

蹤與督導、期末報告撰寫與

整理 

111 年 09 月 01 日 

至 

112 年 08 月 31 日 

 簡華逸 
寰靖綠色科技(股)

公司 
協理 

現地水文調查、土壤組成成

分、污染潛勢調查之追蹤督

導 

111 年 09 月 01 日 

至 

112 年 08 月 31 日 

 謝育倫 
國立中山大學/ 

環境工程研究所 
研究生 

協助樣品採集、分析、報告

撰寫 

111 年 09 月 01 日 

至 

112 年 08 月 31 日 

      

 
 

 

 

    

五、 產業界資源投入表 

專案執行若有與產業界合作，請執行單位依實際量化成果填寫於欄位中。 

投入資源類別 數量 說明 

1.自籌款 0 元  

2.人力 12 人月  

3.設備 2 台 
薄膜界面探測器（Membrane interface probe, MIP）

與地質鑽探機(Geoprobe®  7822DT Drill Rig) 

4.其他資源 

  (請自行增列) 
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行政院環境保護署「土壤及地下水污染整治基金補助研究與模場試驗專

案」 

 

  
□構想書  □申請計畫書 □期中報告 

□修正計畫書 ■期末報告 
審查意見回覆對照表 

計畫年度 111 年度 計畫類型 □先導型 ■研究型 □模場型 

計畫類別 □調查   ■整治    □其他 主持人：張耿崚 NO：C2 

計畫名稱 以次世代定序技術分析結合生物碳與微生物降解三氯乙烯之菌群結構與功能 

審查意見 執行單位回覆 

委員一 

1. 建議計畫執行仍應以未來能實際應用於污染

場址之整治為目標。 

 

2. 建議可以針對未來應用於實場時建立操作參

數條件。 

3. 建議可以探討以生物碳吸附三氯乙烯後續降

解策略。 

 

4. 建議應針對本計畫成果產出績效做說明。 

 

1. 感謝委員的建議。目前一年期的計畫中已獲

得初步結果與相關資訊，未來會朝實際應用

於污染場址之整治為目標。 

2. 感謝委員的建議。相關操作參數與條件已補

充於期末報告第五章結果與討論中。 

3. 感謝委員的建議。未來將針對生物碳吸附污

染物後，如何進行脫附或降解進行進一步的

研究。 

4. 本計畫成果產出績效彙整於期末報告“成果

績效自評”中，本計畫已培育兩位碩士研發人

員，國內研討會論文已投稿至第 35 屆環境工

程年會，國際研討會論文預計投稿至 The 35th 

Annual Meeting of the Thai Society for 

Biotechnology and International Conference 

(TSB 2023) ，國際期刊論文仍在撰寫中。 

委員二 

1. 期末報告內容豐富，符合原定計畫內容。 

2. 建議於第五章結果與討論彙整完整試驗參

數，例如時間、應用處理 TCE 濃度範圍、

生物碳種類與用量適用條件與應用範圍、控

制參數、環境干擾因子，可提供後續擴大實

場應用之參考依據。 

3. 建議根據研究成果提出配合現地污染整治的

操作最佳條件與應用策略。 

4. 研究成果具體，條件參數已具有後續應用的基

礎。 

 

1. 感謝委員的肯定。 

2. 感謝委員的指教。已將相關資訊補充於期末報

告第五章結果與討論中。 

 

3. 感謝委員的指教已將相關資訊補充於期末報

告第五章結果與討論中。 

4. 感謝委員的肯定。 
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委員三 

1. 本案成果績效自評表中，國內研討會投稿、國

外期刊及國際研討會發表目標各 1 篇，惟期

末達成數未填寫，若未達成請說明原因。 

2. P.27 整治井口配置間距如何擇定，如何評估是

否產生相互干擾因素。 

 

 

 

3. P.48~50 顯示三口井氯乙烯濃度第 135 天皆較

0 天為高，仍須留意長期威脅性。 

4. 本案使用生態工法進行整治有利於整體環境

復育，此計畫具有創新性與上位政策關聯

性，符合環保署推動之永續韌性整治。 

5. 摘要倒數第四行「占有比例非常高”，。”」符

號誤植，請修正；P.2 第一段倒數第五行「…

有”力”於改善土壤」；P.10 第二段倒數第四

行「…”將地”滲透性」；P.47 圖號 29~31 說

明內容與圖不符，誤繕請修正；P.71 第一行

「文”試”圖」，誤繕請修正。 

 
1. 感謝委員建議，已補填於成果績效自評表

中。本計畫已培育兩位碩士研發人員，國內

研討會論文已投稿至第 35 屆環境工程年

會，國際研討會論文預計投稿至 The 35th 

Annual Meeting of the Thai Society for 

Biotechnology and International Conference 

(TSB 2023) ，國際期刊論文仍在撰寫中。 

 

 

2. 感謝委員指教。本研究選定整治井口有幾個

條件：(1)井深度須達 9 m 深，(2)污染土層須

為坋土質層，(3)為了不受地下水流向干擾，

三個井口水流向皆互不影響(互不為上下游

關係)，以減少相互干擾。 

3. 感謝委員的提醒，後續將持續追蹤氯乙烯濃度

變化。 

 

4. 感謝委員的肯定。 

 

 

5. 感謝委員指正，已修改完成。 

 

委員四 

1. 以 49 公斤污染土壤加 1 公斤生物炭，之後混

合再埋入 9 公尺深度，在最小變動之下未加

營養鹽，確可視為生物炭所造成之功能。 

2. 每次在於該 50 公斤土壤中取樣分析，因土壤

不均質性，而又只有一個樣品，數據代表性

質疑。 

3. 若研究確認生物炭對微生物反應有效降解土

壤中含氯的染物，所造成影響區域應僅為混

合生物炭位置土壤。若能用反應牆概念來處

理地下水，應用可行性會更高。 

 

1. 感謝委員的確認與肯定。 

 

 

2. 感謝委員指教。土壤樣品不均質性確實難以取

得具代表性之樣品，因此本研究在萃取微生

物 DNA 時，先從土壤樣品取出不同部分進行

混拌，再取出 2 g 之土樣進行基因定序分析，

希望盡量取得均勻具代表性的樣品。 

3. 感謝委員的建議。未來將嘗試設計生物炭反應

牆做進一步的研究比較。 
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委員五 

1. P47 頁第 5.1.4 節內文圖號有誤，請查證後修

正。 

2. 請補充說明第 5.1.4 節對於 A、B 及 C 井試驗

起始濃度(第 0 天)的差異，對於本試驗所可

能造成的影響。例如 cis-1,2DCE 第 0 天井 B

約 2mg/kg 而井 C 約 0mg/kg。 

3. 續上，椰子生物炭(井B圖 33)與竹子生物炭(井

C 圖 34)，對於 TCE 與 VC 的試驗有不一樣

的趨勢，請補充說明可能原因。例如圖 34

之 TCE第 135天高達 35mg/kg大於第 0天約

20mg/kg。 

 

1. 感謝委員指教。已修改完成。 

 

2. 感謝委員指教。因含氯污染物在土壤中不均質

性的特性，不同井口之污染物初始濃度無法

控制相同，而造成第 0 天有所差異，本研究

透過長時間分析汙染物濃度變化趨勢，但因

為一年期計畫，實際試驗時間僅約 135 天，

對生物整治較不易看出長期整治趨勢。 

 

3. 感謝委員指教。如圖 35 所示，生物碳對 TCE 

及 CIS - 1,2 DCE 有極佳的吸附能力，而竹子

生物炭對於吸附 VC 效果較佳，可能與生物

炭的比表面積與官能基不同有關。 

委員六 

1. 建議可參考國外文獻及相關研究成果，建立生

物碳產生流程，供相關單位執行參考。 

2. 計畫結果顯示生物碳有吸附功能，其是否得做

為含氯有機物之阻擋牆（侷限污染物擴散範

圍），效能為何，可再行評估。 

 
1. 感謝委員的建議。未來將彙整生物碳生產流

程，並與本研究進行比較，以供相關單位執

行參考。 

2. 感謝委員的建議。本研究確實顯示生物碳具有

不錯的吸附功能，未來可嘗試設計生物碳反

應牆做進一步的實場應用評估。 
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行政院環境保護署「土壤及地下水污染整治基金補助研究與模場試驗專

案」 

 

  
□構想書  □申請計畫書 ■期中報告 

□修正計畫書 □期末報告 
審查意見回覆對照表 

計畫年度 111 年度 計畫類型 □先導型 ■研究型 □模場型 

計畫類別 □調查   ■整治    □其他 主持人：張耿崚 NO：C2 

計畫名稱 以次世代定序技術分析結合生物碳與微生物降解三氯乙烯之菌群結構與功能 

審查意見 執行單位回覆 

委員一 

5. 期中報告成果略顯不足，建議應加強後續之進

度研究與成果之呈現。 

 

 

6. 現地污染物之定性與定量說明應更明確；以及

現地之化學環境之相關資訊。 

 

1. 感謝委員的指教。本計畫於期中報告因僅能完

成現地地質勘察與取樣部分，其餘生物樣品

的統計分析結果將於期末報告中彙整與呈

現。 

2. 感謝委員的指教。將於第四章節補充說明，並

於第五章節將環境資料補上。 

委員二 

5. 請以預定進度及查核點說明期中報告達成狀

況。 

6. 建議詳細說明研究設計與執行流程，實驗

QAQC。 

7. 本研究以製備生物碳技術，結合及 NGS 次世

代基因定序技術進行菌群結構分析，試圖應

用於現地場址開發整治技術，然而初步結果

並未說明的依據。 

8. 建議說明彙整相關試驗參數，時間、應用處理

TCE 濃度範圍、生物碳用量實驗、控制參

數、環境干擾因子，如何應證微生物菌群附

著生長於生物碳材料？ 

9. 根據預定進度期中應提出配合現地污染土樣

進行實驗室試驗並找出最佳條件。 

10. 請彙整說明期中已完成之結果與後續預定執

 

1. 感謝委員提醒，之後會以查核點說明期中報告

達成狀況。 

2. 感謝委員的建議。將補充說明研究設計與執行

流程、實驗 QAQC 等資料。 

3. 本計畫於期中報告因僅能完成現地地質勘察

與取樣部分，其餘生物樣品的統計分析結果

將於期末報告中彙整與呈現。 

 

4. 感謝委員的建議。將把相關資訊補充於期末報

告中，並於最後一次採樣時將生物碳取出，

以 SEM影像證實微生物菌群是否附著生長於

生物碳材料。 

5. 感謝委員的指教。因難以在實驗室完整模擬現

場環境，因此僅在實驗室完成現地污染土壤

之物化分析，其餘試驗仍在現地進行。 
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行工作。 6. 感謝委員的指教。將補充彙整說明期中已完成

之結果與後續預定執行工作。 

委員三 

6. 本專案成果績效自評表，P.II 二成果績效自評

未填報，請補充。 

7. 表目錄中表格順序跳號，請修正。 

8. P.21 第二段倒數第五行「…有”力”於改善土

壤」；P.29 第一段倒數第四行「…”將地”滲

透性」；P.52 甘特圖之期中查核點「…及”

限”地採樣分析」，誤繕請修正。 

9. P43 圖 13 建議配置圖井口加註代碼編號，並

同步調整內文描述，以利明確判讀井口標

的。 

10. P.47 第(11)項「…”再加入 wash Buffer(無水乙

醇)，在室溫下以 16000xg 離心 1min，丟棄

流出液”」全句重複說明，請修正。 

 

6. 感謝委員指教。已補填成果績效自評表。 

 

7. 感謝委員指教。已修改完成。 

8. 感謝委員指教。已修改完成。 

 

 

 

9. 感謝委員的建議。已對井口加註代碼編號，並

同步調整內文描述。 

 

 

10. 感謝委員指教。已修改完成。 

 

委員四 

4. 已完成現地土壤及材料分析，正在進行模場整

治及 DNA 分析，已達到期中報告之查核目

標。 

 

1. 感謝委員的肯定。 
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委員五 

4. P.44頁表 3各生質材料製備生物碳對銀合歡須

達 30 天，然其他 6 項材料最長僅 2 小時即

可完成，請補充說明原因。 

5. P.58 頁圖 27(e)(d)標題有誤，請修正。 

6. P.60 頁表 5 之 EA 數據，「雜木生物碳」其 C%

含量偏低，不符木料常態含碳量分布。 

 

7. 同理，表 6 稻穀與蓮霧生物碳之比表面積偏

低，其中稻穀生物碳之比表面積與文獻差異

過大，請再補充說明。 

 

1. 感謝委員的提問。製備銀合歡生物碳時希望嘗

試以不同且大量的方法進行，所以以土窯進

行厭氧悶燒，時間長達 30 天。 

2. 感謝委員指教。已修改完成。 

3. 感謝委員指教。雜木生物碳之 C%含量確實偏

低，推測這種偏低的碳含量可能是因碳化不

完全或混入其他物質所造成。 

4. 感謝委員指教。稻穀與蓮霧生物碳之比表面積

確實偏低，可能原因為碳化時未達到完全無

氧或樣品中混入其他物質所造成。 
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行政院環境保護署「土壤及地下水污染整治基金補助研究與模場試驗專

案」 

 

  
■申請計畫書 □期中報告 

□修正計畫書 □期末報告 
審查意見回覆對照表 

計畫年度 111 年度 計畫類型 □先導型 ■研究型 □模場型 

計畫類別 □調查   ■整治    □其他 主持人：張耿崚副教授 NO：6 

計畫名稱 以次世代定序技術分析結合生物碳與微生物降解三氯乙烯之菌群結構與功能 

審查意見 執行單位回覆 

委員一 

1. 經審閱階段成果報告已依申請計畫書

定稿本執行，符合預期執行進度。 

 

 

 

1. 感謝委員的肯定。 
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行政院環境保護署「土壤及地下水污染整治基金補助研究與模場試驗專

案」 

 

  
□構想書  ■申請計畫書 □期中報告 

□修正計畫書 □期末報告 
審查意見回覆對照表 

計畫年度 111 年度 計畫類型 □先導型 ■研究型 □模場型 

計畫類別 □調查   ■整治    □其他 主持人：張耿崚副教授 NO：6 

計畫名稱 以次世代定序技術分析結合生物碳與微生物降解三氯乙烯之菌群結構與功能 

審查意見 執行單位回覆 

委員一 

1. 計畫主持人研究能力佳，具本計畫執行能

力。 

 

2. 本計畫以植物碳做為土污整治處理技術

研究，具循環經濟與綠色整治功能。 

 

 

1. 感謝委員的肯定。 

2. 感謝委員的肯定。本計畫將結合生物碳與

生物整治法，期望完成符合循環經濟與綠

色整治功能之技術。 

委員二 

1. 本研究分成生物碳整治應用、及次世代定

序技術兩類，皆為國際熱門主題。 

2. 主持人在此領域持續有論文產出，研究成

果具有撰寫期刊文章的潛力。 

 

3. 建議計畫執行過程中，應多考慮，如何在

現場應用的可行性，以讓計畫成果更貼

近實務應用。 

 

1. 感謝委員的肯定。 

2. 感謝委員的肯定。本計畫完成後將針對添

加生物碳對土壤中微生物之影響進行探

討，期能撰寫論文並投稿至國際期刊。 

3. 感謝委員的建議。本計畫將在實場進行試

驗，探討生物碳在現場應用之可行性，成

果可為實務應用之參考。 

上傳時間：2023年9月5日下午 06:10



以次世代定序技術分析結合生物碳與微生物降解三氯乙烯之菌群結構與功能 

XVI 

 

委員三 

1. 有關專案新穎性，該研究透過生物碳製備

技術，以及 NGS 次世代基因定序技術進

行菌群結構分析，有效優化整治程序且

推動我國達永續韌性之理念。 

2. 為提升現地實施可行性，建議後續可針對

模場應用相關試驗參數，如處理時程、

成效及耗能進行綜合評析，以及考量現

場周遭環境干擾等外在影響因子，暸解

實場應用之適切性，作為後續現地整治

之參考，進而提升我國永續韌性整治成

效。 

 

1. 感謝委員的肯定。本計畫將結合生物碳與

生物整治法，期望完成符合循環經濟與綠

色整治功能之技術。 

 

2. 感謝委員的建議。本計畫後續將針對處理

時間、成效及能耗進行綜合評析，並探討

外在環境因子對本技術之影響，以作為現

地整治之參考依據。 

委員四 

1. 研究主題符合土壤及地下水污染整治基

金補助精神、探討課題實際、整體研究

架構明確方法可行、技術未來應用及推

廣性應加強。 

 

1. 感謝委員指教。本計畫將對整治成效與可

行性進行探討，以加強未來實場之應用性

及推廣性。 

委員五 

1. 研究規劃詳盡可行。 

 

1. 感謝委員的肯定。 

委員六 

1. 本研究擬結合次世代定序技術，分析添加

生物碳於三氯乙烯降解的菌群。 

 

2. 將農業廢棄物回收再利用製備為生物碳

是永續再利用方法。建議補充說明生物

碳製備程序對於生物碳特性的影響。 

 

3. 適用之農業廢棄物應加以評估。 

 

4. 生物碳特性對於影響微生物代謝活動的

相關機制應建立完整的關聯性，以為後

續製備生物碳基材的參考。 

 

1. 感謝委員指教。本計畫將針對添加生物碳

對三氯乙烯降解之菌群進行分析。 

2. 感謝委員的建議。本計畫將補充進行生物

碳製備程序對於生物碳特性之影響研究。 

3. 感謝委員指教。本次研究預計使用多種農

業廢棄物製備為生物碳，並對這些材料進

行比較與評估。 

4. 感謝委員指教。本研究將特別針對生物碳

特性對於影響微生物代謝活動的相關機制

進行分析與探討，以作為製備與應用生物

碳之參考。 
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委員七 

1. 本計畫對於三氯乙烯之降解反應機制，係

受到添加之生物碳影響，以及現地微生

物菌群影響，應有規劃與說明；尤其是

微生物菌群是否附著生長於生物碳材

料，亦須予以釐清。 

 

 

 

2. 有關現地整治計畫之內容說明，似乎仍欠

缺？未來現地模場試驗之規模為何？應

有具體之說明。 

 

1. 感謝委員的建議。本研究將規劃控制組(僅

有現地微生物菌群)與實驗組(現地微生物

菌群添加生物碳)進行比較，以探討土壤中

三氯乙烯之降解反應機制。另外，本計畫

最終也會對生物碳材料進行次世代定序分

析，以確認微生物菌群是否附著生長於生

物碳材料上。 

 

2. 感謝委員的提問。模場試驗規劃已補充於

申請計畫書中(詳見附件 11 第 7 部分研究

方法與步驟)。 

本計劃將以臺南市安南區某處受 TCE 污

染之場址進行試驗，總場址面積：6664 

m2，預計於污染最為嚴重之區域進行現地

模場試驗。 
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行政院環境保護署「土壤及地下水污染整治基金補助研究與模場試驗

專案」 

 

  
■構想書  □申請計畫書 □期中報告 

□修正計畫書 □期末報告 
審查意見回覆對照表 

計畫年度 111 年度 計畫類型 □先導型 ■研究型 □模場型 

計畫類別 □調查   ■整治    □其他 主持人：張耿崚副教授 NO：6 

計畫名稱 以次世代定序技術分析結合生物碳與微生物降解三氯乙烯之菌群結構與功能 

審查意見 執行單位回覆 

委員一 

1.研究學理具基礎，架構明確。 

 

 

2.控制參數待完整規劃。 

 

3.實用性待評估。 

 

1.感謝委員指教。本團隊必全力將技術應用於

現地整治場址，期許具有豐碩成果，能給予

業者多些整治技術選擇與參考。 

2.感謝委員指教。本計畫將於繳交申請計畫書

時提供更完整的控制參數。 

3.感謝委員指教。實用性將藉由本計畫於模場

施行後所得之參數(如處理時間、成效及能耗

等)進行評估。 

委員二 

1.本研究擬結合次世代定序技術，分析添加

生物碳於三氯乙烯降解的菌群，研究主題熱

門。 

2.本技術研究重點在統計分析技術的開發，

以及對於生物與污染物數據間的關聯性解

析。 

 

3.建議獲得之結果，能找出關鍵性的菌群，

以及如何掌控其生長的關鍵因素。 

 

1.感謝委員指教。本團隊期許具有豐碩成果，

能給予業者多些整治技術選擇與參考。 

 

2.感謝委員的建議，統計分析以及生物與污染

物間的數據關聯性解析確實為本計畫之重

點，本計畫會確實取得生物與污染物相關數

據，進行深入的分析討論。 

3.感謝委員的建議。本計畫將朝著找出關鍵性

菌群，以及如何掌控其生長關鍵因素為研究重

點。 
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委員三 

1.有關專案新穎性，該研究透過生物碳製備

技術，以及 NGS 次世代基因定序技術進行

菌群結構分析，有效優化整治程序且推動我

國達永續韌性之理念。 

 

1.感謝委員指教。本團隊會以嚴謹態度面對計

畫執行，期許具有豐碩成果，能給予業者多些

整治技術選擇與參考。 

 

 

 

委員四 

1.研究主題符合土壤及地下水污染整治基金

補助精神、探討課題實際、整體研究架構明

確方法可行、技術未來應用及推廣性應加

強。 

 

1.感謝委員指教。待本計畫完成後，會依據計

畫結果加強本技術之應用性及推廣性。 

委員五 

1.降解菌群是否會存留在生物碳或其中優勢

菌群不屬脫鹵球菌，本計畫可釐清。 

2.現地實施的可行性。 

 

1.感謝委員的建議。本計畫會特別針對委員的

問題進行分析與釐清。 

2.感謝委員指教。現地實施之可行性將藉由本

計畫於模場施行後所得之參數(如處理時間、

成效及能耗等)進行評估。 

委員六 

1.請補充說明生物碳製備之材料來源為何？

功能或特性指標為何？亦宜列入評估。 

 

 

 

 

 

2.請具體說明本計畫試驗規劃之處理規模為

何？計畫構想提及現地整治系統之設置，然

未見模場或現地試驗之規劃，請補充/修正。 

 

1.感謝委員指教。本計畫之生物質材料預計從

農業廢棄物(蘑菇培養土、稻草、稻殼、木材

及植物等)中收集，製備條件將評估溫度、含

水率及反應時間對成品之影響，製備之生物碳

將進行 FTIR、BET 與 SEM 分析做為特性指

標。相關內容可參考申請計畫書(詳見附件 11

第 7 點部分 7.2 研究方法)。 

2.感謝委員的提問。模場試驗規劃已補充於申

請計畫書中(詳見附件 11第 7部分研究方法與

步驟)。 

本計劃將以臺南市安南區某處受 TCE 污染之

場址進行試驗，過程主要以厭氧生物整治與添

加生物碳，探討目標污染物之處理效率。首先
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進行模場調查及規劃，並進行現地整治系統設

置(包括整治井、灌注系統、循環系統、泥漿

相反應槽設置等)，再加入生物碳，以提升生

物去除和降解污染物之效果，強化現地整治成

效。將生物碳投入加強式生物整治法(Enhaned 

Bioremediation) 提供土壤及地下水環境中生

物生長之有利條件，以利加速污染物分解，其

常見處理方式可分為生物添加法及生物促進

法兩大類。營養源及生物碳添加量及評估方式

則依據已施作之厭氧生物工法區域為參考準

則。生物基質灌注後土壤及地下水分析項目分

為以下項目：污染物分析、及微生物定序分

析。本研究鑽探工程之鑽探方法，係採用旋轉

式鑽探工法，以 HQ(岩心直徑 63.5 mm)三套

管岩心夾取器進行土壤及岩心連續全取樣，以

了解地層地質之連續性分佈。並在每階段完成

時，採集樣品後將樣品置於 4℃保冰袋中保存

運送回實驗室，微生物樣品以-20℃冷凍櫃保

存。待提取 DNA 後經由次世代定序分析，並

由分析結果進行討論。最後針對生物整治法搭

配生物碳進行經濟效益分析，評估利用生物整

治法及搭配生物碳針對 TCE 污染整治市場競

爭性。 
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中文摘要 

三氯乙烯(Trichloroethylene, TCE)是一種廣泛存在於土壤和地下水的污染

物，尤其是在嚴重污染的工業場址中。在受污染的土壤及地下水中，三氯乙烯可

以在還原脫氯或有氧共代謝後進行生物降解，生物法具有效率高、成本低、完全

降解和無二次污染等優點，成為研究人員積極研究的 TCE 整治技術之一。將農業

廢棄物回收再利用製備為生物碳是一種基於循環經濟的永續再利用方法，生物碳

具有獨特的性能，如比表面積較大、pH 緩衝能力佳和離子交換能力高，也能改善

土壤微生物的生存環境，提高土壤微生物代謝活動的強度、增加菌群豐富度及多

樣性與參與微生物的胞外電子傳遞過程。使其成為一種經濟高效且環保的吸附劑

及生物載體。因此，本計畫通過 Illumina MiSeq 平台使用次世代測序技術，在添

加兩種生物碳後，對土壤中的微生物菌群落進行採樣，分析微生物降解 TCE 過程

中對微生物的多樣性以及結構、功能的影響，並採集現地污染土壤樣品，探討 TCE

之處理效率。研究結果顯示，薄膜界面探測器(MIP)搭配 VOC 氣體偵測器可得知

污染深度大多在深層污染區約 6.5 m~10.5 m 之間，本研究設井深度為 9 m 之坋土

質砂層。並分別添加 2%的竹子生物碳及椰子殼生物碳作為對照組。FTIR 結果顯

示生物碳含有大量羥基、羧基、羰基等含氧官能團，可提升土壤的陽離子交換能

力(CEC)，也可能間接影響微生物電子傳遞的效率。ESEM 與 BET 結果顯示椰子

殼生物碳及竹子生物碳孔隙較為規則與均勻分布，且椰子殼生物碳比表面積較

高，故本研究採用椰子殼生物碳及竹子生物碳兩種生物碳作為添加材料。本研究

在添加椰子殼生物碳之井口土壤中，含氯污染物之轉化趨勢較為完整。

透過 16S 分析結果得知，微生物群落結構之十大優勢菌屬，分別為 Cupriavidus, 

Sphingomonas, Pseudocyanosarcina, Microbacterium, Pseudarthrobacter, 

Bradyrhizobium, Afipia, Stutzerimonas, Acinetobacter and Massilia ，且 Cupriavidus

與 Sphingomonas 占有比例非常高。本研究也顯示在菌群已穩定的土壤中添加低比

例的生物碳不一定會明顯影響土壤中的細菌多樣性。在本研究的場址中，pH 值對

菌群的影響能力高於含水率與電導度，其中也顯示 pH 值和含水率呈現正相關，pH

值、電導度和含水率呈現負相關。 

 

 

關鍵字：生物碳；循環經濟；次世代定序；三氯乙烯；土壤污染；生物整治
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英文摘要 

Trichloroethylene (TCE) is a pollutant widely present in soil and groundwater, 

especially in heavily polluted industrial sites. Trichloroethylene can be biodegraded in 

contaminated soil and groundwater after reductive dechlorination or aerobic 

co-metabolism. The biological method has the advantages of high efficiency, low cost, 

complete degradation, and no secondary pollution, and it has become an active research 

field for researchers. Recycling agricultural waste into biochar is a sustainable reuse 

method based on a circular economy. Biochar has unique properties such as a large 

specific surface area, good pH buffering capacity, and high ion exchange capacity, 

which can also improve the living environment of microorganisms, the intensity of soil 

microbial metabolic activities, increase the richness and diversity of bacterial flora, and 

participate in the extracellular electron transfer process of microorganisms. This makes 

it a cost-effective and environmentally friendly adsorbent and biological carrier. 

Therefore, this project uses the next-generation sequencing technology through the 

Illumina MiSeq platform to sample the microbial community in the soil after adding 

two kinds of biochar and analyze the impact of changes in various operating parameters 

on the microorganisms in the process of microbial degradation of TCE. To collect 

on-site contaminated soil samples and discuss the treatment efficiency of the TCE. 

Preliminary experimental results show that the membrane interface probe (MIP) 

combined with the VOC gas detector can know that the pollution depth is mostly 

between 6.5 m and 10.5 m in the deep pollution area. In this study, the depth of the well 

is 9 m in the earthy sand layer. And add 2% bamboo biochar and coconut shell biochar, 

respectively, as the control group. FTIR results show that biochar contains many 

oxygen-containing functional groups such as hydroxyl, carboxyl, and carbonyl, which 

can improve the cation exchange capacity (CEC) of soil and may also indirectly affect 

the efficiency of microbial electron transfer. The results of ESEM and BET showed that 

the pores of coconut shell biochar and bamboo biochar were relatively regular and 

evenly distributed. The specific surface area of coconut shell biochar was relatively 

high. Therefore, coconut shell biochar and bamboo biochar were used as additive 

materials in this study. In this study, the transformation trend of chlorine pollutants in 

the wellhead soil added with coconut shell biochar is relatively complete. The results of 

16S analysis showed that the top 10 dominant genera in the microbial community 
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structure were Cupriavidus, Sphingomonas, Pseudocyanosarcina, Microbacterium, 

Pseudarthrobacter, Bradyrhizobium, Afipia, Stutzerimonas, Acinetobacter and Massilia. 

Moreover, Cupriavidus and Sphingomonas account for a very high proportion. This 

study also showed that adding a low proportion of biochar to the soil with stabilized 

bacterial flora does not necessarily significantly affect the bacterial diversity in the soil. 

In the site of this study, the influence of pH value on the flora is higher than that of 

water content and electrical conductivity, which also shows that pH value and water 

content are positively correlated, and pH value, electrical conductivity, and water 

content are negatively correlated. 

 

 

Keyword: Biochar, Circular Economy, Next-Generation Sequencing, Trichloroethylene, 

Soil contamination, Bioremediation
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第一章、 前言 

1.1 研究計畫背景 

揮發性有機化合物(Volatile organic compounds, VOC)，如醇、醛、酮、烯烴和

芳香族化合物，主要來自開採、精煉、儲存、運輸和化石燃料的使用，目前已知

對生態和環境具有不利影響(Zhang et al., 2017; Zou et al., 2019)。其中含氯之揮發性

有機化合物毒性高、穩定性佳，是一種運用廣泛的溶劑，包括三氯乙烯

(Trichloroethylene, TCE)和四氯乙烯(Tetrachloroethylene, PCE)，它是一種常見的環

境污染物，在土壤、地下水和污泥中的氯化有機化合物最終會轉移到生物體中，

對人類健康構成威脅，最近已成為世界上主要的公共衛生和環境問題。TCE 是應

用最廣泛的含氯化合物之一，也是一種鹵素脂肪族之有機化合物(Khan et al., 2009; 

Russell et al., 1992)，由於其獨特的性能和作為溶劑的作用，它已廣泛用於提取、

洗滌、噴塗和製造等工業清潔劑的成分和脫脂溶液應用，這種分子式為 

ClHC=CCl2 的鹵化碳在 1960 年代和 70 年代通常用作工業溶劑，主要用途作為

溶劑，可以清除金屬零件上的潤滑油脂與清理電路板，其廣泛運用在工業中，它

是一種透明、無色、不易燃的液體，具有甜味的含氯有機溶劑，長期接觸易誘變

致癌，並被美國環境保護署 (USEPA)列為人類致癌物(Pierri, 2021)。由於 TCE 常

因儲槽不當儲存、管線老舊腐蝕失修、任意棄置及處置不當等原因，使得這些物

質成為土壤與地下水中常見之環境污染物，進而導致危害人體健康，而其處理方

法也受到廣泛關注。因此，有必要使用具有成本效益且可靠的修復技術來處理被 

TCE 污染的土壤與地下水。 

目前現地化學氧化法、化學還原法、電化學法、物理吸附法及零價鐵還原法等

技術已被應用於去除土壤及地下水中的含氯有機污染物(Dai et al., 2018)，這些技術

複雜性高、成本高及容易有二次污染，在實際應上需要經濟成本相對較低及對環

境較友善的方法。其中利用生物整治技術(Bioremediation)因其效率高、成本低及

較無二次污染對環境友善等優勢，特別是在污染物濃度較低時可以利用微生物來

控制污染濃度，所以目前生物整治技術成為研究人員積極研究的 TCE 整治技術

之一。其中土壤微生物在調節土壤有機質分解和養分循環中起主要作用

(Igalavithana et al., 2019; Palansooriya et al., 2019)。使用生物整治技術來整治受到含

氯有機化合物污染之土壤主要是利用微生物受到刺激後，其快速變異和進化來抵

抗環境脅迫，使微生物持續催化及物理運輸將污染消化分解成無毒害之副產物。

鑒於土壤及地下水中 TCE 污染的嚴重性， TCE 污染整治已成為國內外研究人員
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廣泛關注的問題。 

生物碳(Biochar)因具有碳封存和土壤改良劑的能力，最近成為許多研究的焦

點。生物碳是生物質熱解形成的固體產物，還有生物油和氣態產物。由於生物碳

可以充當活性碳的廉價類似物，因此人們對它產生了極大的興趣(Huff & Lee, 2016; 

Mohan et al., 2014)。生物碳是生物質在限氧和一定溫度條件下熱裂解產生的多孔

材料。碳化分解部分生物質，但保留其大部分碳含量。對生物碳的進一步興趣源

於其作為土壤改良劑的用途，它能夠通過增加陽離子交換能力(CEC)以及土壤的保

水性能來提高土壤的農學價值(Lehmann & Joseph, 2015)。生物碳的應用領域非常

廣泛，從熱力發電、煙氣淨化、煉金應用、農牧業應用、建築材料到醫療應用等。

目前生物碳較常被用於與土壤混和作為土壤改良劑，有利於改善土壤，以提高土

壤肥沃度和固碳之效果(Elad et al., 2010; Ventura et al., 2013)。在不同的應用領域有

不同的需求和要求，生物碳可減少溫室氣體排放與達成永續韌性之理念，在過去

幾年的研究中證明生物碳在土壤中能穩定維持螯合及保留碳元素之能力(Clough et 

al., 2013)。 

添加生物碳也可以為土壤微生物提供代謝可用的不穩定碳源，而這些化合物可

以改變土壤微生物活性和群落結構 (Anderson et al., 2011; Feng et al., 2015; 

Zimmerman, 2010)。例如，在生物碳中發現同樣變化的孔隙空間可能增加保水能

力，但也會影響土壤中的微生物群。一種增加微生物活性的具體理論在生物碳改

良土壤中，這種生物碳孔隙空間為細菌和真菌菌絲提供了一個物理避難所，使其

免受捕食(Warnock et al., 2007)。生物碳的孔隙也可以作為真菌菌絲的棲息地，然

後可以在微孔內形成孢子，從而導致更高的菌根感染率 (Lehmann & Rondon, 

2006)。另一個關於生物碳改良土壤中微生物群落變化的理論是，生物碳可以改善

特定化合物的存在，例如揮發性有機化合物(VOC)，它們可以抑制和增強微生物過

程，例如礦化和繁殖(Elad et al., 2010; Spokas et al., 2011)。因此，本計畫通過 

Illumina MiSeq 平台使用次世代測序技術，在生物碳添加後，對土壤中的微生物菌

群落進行了採樣，分析微生物降解 TCE 過程中各運行參數的變化對微生物的多

樣性以及結構、功能的影響，並利用次世代測序技術研究添加生物碳處理 TCE 污

染土壤中微生物豐度及菌群結構變化，希望能釐清與解釋生物碳對土壤微生物之

影響。 
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第二章、 研究目的 

微生物在自然界中無處不在，而且其參與並承擔著重要的生態功能，從碳、

氮循環，到礦物形成和風化，無一不與微生物相關。但是，目前自然界約 99% 的

微生物因有限的培養基和特殊的生長條件尚未被培養與研究，換言之，應用傳統

的培養方法來研究環境微生物的群落結構組成必然會忽視其中大部分的微生物，

傳統的微生物培養技術不能全面、準確的對某個環境系統進行微生物多樣性的分

析。因此如何準確描述和定量自然環境中的微生物群落及其同環境因素之間的關

係是環境微生物學的重要研究課題之一。近年來，在環境微生物群落結構組成的

研究領域中，研究人員應用多種微生物分子生物學分析和基因體學分析技術進行

綜合分析。微生物分子生物學分析方法是以微生物的基因體總 DNA 或 RNA 為

分析標的，用 DNA 或 RNA 的序列多樣性來反映物種的多樣性，可以較全面地、

快速地、客觀地分析微生物的群落結構組成，也可以動態分析微生物群落結構的

變化情況。而透過研究和探討微生物的群落結構和動態變化，將有助於提高污染

物的去除效率，為進一步優化污染物去除技術提供理論基礎。要全面系統地分析

微生物的多樣性，首先要獲取 16S rDNA 基因序列，如何快速準確地獲取大量的

序列資訊就顯得很重要。傳統的 Sanger 測序方法操作複雜、通量低，難於解決這

個問題。近幾年，隨著分子生物學的高速發展，在 2005 年，美國 454 Life Science 

公司首先推出了革命性的基於焦磷酸測序法(pyrosequencing)的次世代測序系統，

將第二代測序技術推向了實際應用的市場，該技術可加深了人們對環境微生物功

能變化及其與環境因子之間相互關係的認識。 

生物碳可有效將廢棄物資源化，成為新興有機資源材料，與現今追求綠色能

源與永續發展的策略符合，其目的旨在提升資源使用效率，達成「廢棄物資源化、

資源循環再利用、零廢棄物」的願景。生物碳是生物質(如蘑菇培養土、稻草、稻

殼、木材及植物等農業廢棄物)，經熱裂解(Pyrolysis)反應後的固體產物，而生物碳

的特性是其表面具有許多的微小孔隙，它既能鬆軟土壤，也是能作為適合微生物

生長的載體，經熱裂解後的生物碳孔隙能吸附帶電物質，因此還能增加保水性。 

因此，本實驗室團隊利用次世代測序技術，分析微生物於環境工程技術中的

豐度變化及菌群結構，可釐清微生物的反應機制並進一步提出提高處理效率之建

議，將以受三氯乙烯污染之場址(圖1)作為研究試驗模場，土壤中的三氯乙烯污染

在 8.5~9 m 的深度，規劃利用現地環境微生物進行現地厭氧生物整治，同時比較

有無添加生物碳之整治效率，採用 Illumina Miseq 次世代定序技術研究 TCE 污

染生物修復過程中微生物多樣性與菌群結構特徵，再通過生物資訊分析 α 多樣性
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指數、 β 多樣性指數、相關性分析、基因功能組成差異、顯著差異性等，解析添

加生物碳對土壤微生物產生之影響。利用次世代定序技術研究和探討生物整治結

合生物碳技術之微生物的群落結構和動態變化，將有助於提高污染物的去除效

率，為進一步優化污染物去除技術提供理論基礎，其效益優勢如下： 

主要研究內容如下： 

A. 以現地厭氧生物整治 TCE 污染廠址：定期監測土壤中微生物，利用現

地環境微生物進行現地厭氧生物整治，定期監測 TCE 濃度以評估本生

物工法施作之可行性。 

B. 現地模場整治井及監測井設置，並利用生物整治法進行模場試驗，定期

評估 TCE 降解速率以及生物法之整治效益； 

C. 利用生物整治法結合生物碳進行現地模場試驗，定期採樣與定期監測模

場 TCE 之降解速率，釐清生物碳對現地微生物造成之影響，並評估其

處理效益及生物碳適用性； 

D. 研究試驗廠址添加生物碳對土壤地下水整治之影響：試驗有無添加生物

碳進入土壤中，對於 TCE 污染物之降解情形； 

E. 建立生物碳製備技術，生物碳不只可用農業領域，也可以應用於污染整

治與減少碳排； 

F. 可得知添加生物碳對生物整治之影響，提供未來相關研究參考； 

G. 生物碳是以廢棄之稻稈、稻殼、蔗渣、蘑菇培養土等生質材料為原料，

本技術既可以處理廢棄材料亦可減少碳排放，環保署積極推動永續韌性

整治，本技術符合綠色永續整治概念； 

H. 研究添加生物碳對土壤微生物多樣性與菌群結構之影響：採集土壤樣品

提取微生物 DNA 進行次世代定序分析，並進行相關生物資訊分析。 

 

(一)目標效益 

(1) 降低 TCE 污染土壤及地下水處理費用； 

(2) 增進處理污染物速度及處理時效； 

上傳時間：2023年9月5日下午 06:10



第二章 研究目的 

5 

 

(3) 減少整治對環境造成之二次污染問題。 

圖 1 本研究受三氯乙烯污染之場址(紅色虛線框，總面積：6,664 m2) 
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第三章、 文獻探討 

3.1土壤污染來源 

土壤污染已逐漸成為繼大氣、水污染之後又一個全球性環境問題。近年來，

土壤中的揮發性有機化合物 (Volatile organic compounds, VOC) 污染日漸惡化已

成為全球關注的問題(Lin et al., 2018; Xu et al., 2019)，由於農作物受到污染，嚴重

影響人類健康之趨勢，使得農業受到很大打擊，目前土壤污染逐漸成為全球性之

環境問題。造成現今土壤污染加劇的原因有：工業化的不斷推進、礦產資源的不

合理開採、金屬冶煉、排放有害污染物、長期灌溉農作物、人類活動造成的大氣

沉降，以及化學肥料和農藥的使用。這些有害污染物可以處理、再利用和回收，

但大量有害物質會釋放到大氣、水圈和岩石圈中。許多揮發性有機化合物會透過

揮發被釋放到環境中，包括醇、醛、酮、脂肪族、芳香族和鹵素化合物(Zhang et al., 

2017; Zou et al., 2019)，直接或間直接排放到大氣和水圈（即湖泊、河流和溪流的

地表水）中，使有機化合物排放導致污染地表土壤和地下含水層(White & Claxton, 

2004)。 

 

3.2含氯污染土壤及地下水之特性與應用 

含氯揮發性有機化合物 (CVOC)，如二氯乙烷 (1,1-Dichloroethane) 、1,2-二

氯乙烷 (1,2-Dichloroethane) 、 1,1-二氯乙烯 (1,1-Dichloroethylene, 1,1-DCE) 、順 

-1,2- 二氯乙烯  (cis-1,2-Dichloroethylene, cis-1,2-DCE) 、反  -1,2- 二氯乙烯 

(trans-1,2-Dichloroethylene, trans-1,2-DCE) 、三氯乙烯 (Trichloroethylene, TCE) 、

四氯乙烯 (Tetrachloroethylene, PCE) 和 氯乙烯 (Vinyl chloride, VC) ，其為緻密非

水相液體 (DNAPLs) (Chen & Wu, 2017; Perez-de-Mora et al., 2014) 並廣泛應用於

清潔、提取、泡沫、噴霧和溶劑製造行業。其特性有助於其通過土壤層遷移到地

下水中(Pavlostathis & Jaglal, 1991; Russell et al., 1992)，由於其比重大於水(>1) ，

水溶性低且密度大於水，且在水中的溶解度與溶解速率低， DNAPLs 污染物是一

種在污染場地普遍存在的頑固化合物(Dong et al., 2016; He et al., 2015)， DNAPLs

具有穩定的化學結構，在環境系統中降解非常緩慢(Fu et al., 2014; Hiortdahl & 

Borden, 2014; Tang et al., 2015)。由於低溶解度和高密度， DNAPLs 會逐漸地向下

沉移直至遇到不(或低)透水性的土壤層為止，因此容易污染土壤及地下水資源，會

對環境構成嚴重威脅(Flores Orozco et al., 2015; Power et al., 2014)。當 DNAPLs 滲

入至地下環境後，在沉移擴散的過程中通常會以四種相態存在，包括揮發性氣態
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(gaseous vapor)、水相溶解態(dissolved phase)、殘留態(residual)，及自由相(free-phase)

形態分佈於土壤及地下水環境中(Brusseau et al., 2001)，其污染概念如圖2所示。而

土壤受 DNAPLs 污染問題最為棘手之處，是需要精確定位及評估這些滲入於土壤

孔隙或夾層中的  DNAPLs 濃度含量(包括殘留或自由相態  DNAPLs )，因此 

DNAPLs 污染場址的整治完成時間經常非常長；這些殘留的污染溶劑在自然的情

況下是會經過非常緩慢的過程(數十年甚或百年之久)才能完全溶解轉入地下水溶

液相中，也因此 DNAPLs 的存在往往形成地下水環境裡的另一種長久性的「污染

源」，它緩慢釋出的量雖不多，但卻極可能危害人體健康。 

圖 2 污染物在含水層中向下移動之特性及其存在於地下環境中之形態示意

圖(Brusseau et al., 2001) 
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3.2.1三氯乙烯污染之特性與應用 

三氯乙烯(Trichloroethylene, TCE)為揮發性有機化合物(VOC)(Pant & Pant, 

2010)，是一種廣泛存在易誘變致癌之溶劑，它無色，有毒性、透明、易流動、不

燃燒、易揮發，具有芳香味的液體，對神經有麻醉作用。三氯乙烯一旦發生發生

意外或不慎洩漏到土地時，由於在長時間重力作用，會滲入土壤並到達地下環境

中，而部分三氯乙烯會被截留在土壤中。三氯乙烯在一定條件下很容易被收集，

甚至轉化為毒性更大的氯乙烯，對生物系統構成嚴重威脅(Baken et al., 2018)。現

有證據顯示，三氯乙烯是全球許多工業區土壤和地下水污染中最廣泛存在的有機

化合物之一(Dong et al., 2019)。純三氯乙烯分解緩慢，當有紫外線照射三氯乙烯與

氧氣混合物時，可加速三氯乙烯分解。這使得處理受三氯乙烯污染之課題更具挑

戰性，因為許多行業將其洩漏已不可避免地導致土壤和地下水受到三氯乙烯污

染。三氯乙烯已被證實會引起實驗動物及細胞之毒性，並產生嚴重的毒性作用，

將會永久阻礙一些細胞功能，例如：腫瘤和癌症（例如腎癌、肝癌和肺癌）的來

源，並被國際癌症研究機構(IARC)和美國環境保護署(US EPA)列為人類致癌物。

US EPA 分別為 TCE 設定了 5 ppb 和 0 ppb 的最大污染濃度和污染濃度目標，以

保護人類健康(Al-Shamsi & Thomson, 2013; Lash et al., 2014; Watson et al., 2006)。易

誘變致癌物 TCE ，由於其獨特的性能和作為溶劑的作用，它已廣泛用於提取、

洗滌、噴塗和製造等工業清潔劑的成分和脫脂溶液應用，儘管其釋放到環境中並

影響岩石、水文和生物圈平衡，但其處理要求卻被忽視了(Aviado et al., 2018; Guha 

et al., 2012)。 TCE 在空氣中會迅速揮發，在土壤及地下水中分解的速度非常緩慢

會因無法蒸發而長期殘留於其中， TCE 污染之液體為(DNAPLs)，也可能影響土

壤和地下水、微生物群落結構和代謝活動(Nemir et al., 2010)。 

 

3.3 土壤及地下水整治技術發展趨勢 

為了讓民眾及下一代子孫能有著舒適健康的生活環境，對於土壤及地下水環

境保護及其污染整治已到了刻不容緩的地步。在民國八十九年二月二日「土壤及

地下水整治法」的立法公布實施後，明確指出各項土壤、地下水標的污染物及整

治基準如表1所示，當土壤及地下水污染濃度到達法規管制標準時，該場址予以列

為控制場址，而當控制場址經初步評估後，如有危害人民健康和生活環境之虞者，

所在地主管機關應報請中央主管機關審核後公告為整治場址。未來舊有污染廠址

不斷的被發現，而新興污染物持續增加的情況下，土壤及地下水整治工作勢必日
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趨繁重。 

 

表 1 本場址控制計畫污染整治基準表 

土壤標的污染物 三氯乙烯 

整治基準 < 60 mg/kg 

地下水標的污染物 三氯乙烯 順1, 2-二氯乙烯 氯乙烯 

整治基準 <0.05 mg/L <0.70 mg/L <0.02 mg/L 

目前，土壤污染整治技術主要有生物降解(Lihl et al., 2019; Rong et al., 2021)、

氫還原(Luo et al., 2020)、化學氧化(Schaefer et al., 2018)、吸附(Jedynak et al., 2015)

和零價鐵還原(Fu et al., 2014)等技術，已應用於處理受到含氯有機污染物之土壤和

地下水中。污染場址整治技術可依受污染之土壤或地下水是否取出、整治之機制、

污染程度之處理差異及待整治之污染物濃度與種類，可分為現地處理法(In-situ 

treatment)及離地處理法(Ex-situ treatment)。本研究現地模場場址主要污染物包括三

氯乙烯及其衍生產物氯乙烯，而國內外現行處理前述土壤及地下水污染物可使用

之整治技術眾多，包括開挖移除(Excavation)、土耕法(Land farming)、生物堆

(Biopiles)、植生復育法(Phytoremediation)、土壤氣體抽除法(Soil vaper extraction)、

地下水氣提法(Air sparging)、現地化學氧化(In-situ Chemical Oxidation)、現地生物

整治(In-situ Bioremediation)、地下水抽除處理(Pump & trap)、雙相抽除處理法(Dual 

Phase Extraction)、熱處理法 (Thermal Remediation)、透水性反應牆 (Permeable 

Reactive Barrier)、開挖移除(Excavation)及監測式自然衰減 (Monitoring Natural 

Attenuation)等。 
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3.3.1 現地化學氧化技術介紹 

現地化學氧化技術(ISCO)可以在現地，將氧化劑送入土壤及地下含水層中，

利用氧化劑將目標污染物破壞並降低其質量、毒性及移動性的方法。氧化劑輸送

通常通過垂直直推式注入探頭滲透或垂直地下水井沖洗來完成，也可採用其他輸

送方法，如水平井、滲透廊、土壤混合和水力或氣壓壓裂(Siegrist et al., 2011)。目

標污染物可在與氧化劑初次接觸時被破壞，然而，化學氧化反應是短暫的，因此

限制了每個注入點，由於這個原因，在採用 ISCO 需要多次注入加上每次注入氧化

劑之間隔時間不可以過長。除了是短暫的，氧化劑可能對目標污染物沒有選擇性。

氧化劑若注入過多還可能留下不希望的副產物或殘留物，這些副產物或殘留物會

進一步損害現地微生物降解或干擾土壤中的未來反應(Siegrist et al., 2011; Stroo et 

al., 2012)。 

目前有幾種不同的氧化劑配方可於各種污染場址中應用。目前有幾種常的氧

化劑種有高錳酸鹽(MnO4
-)、Fenton 試劑(H2O2+Fe2

+)或 Fenton-like 試劑(H2O2+現地

土壤鐵礦)、臭氧(O3)及過硫酸鹽(S2O8
2-)等4種，其特性比較如表2。其中臭氧則是

在常溫常壓下為氣態，對水的溶解度有限，較不適合地下水污染處理。Fenton 氧

化反應後之三價鐵錯合物亦可能造成井篩或土壤孔隙間之阻塞。ISCO 技術缺點：

在某些土壤及含水層中，天然氧化物質之氧化劑消耗量可能相對偏高；氧化劑在

土壤及地下水環境反應速率快，但持久性較差，過一段時間濃度易恢復高濃度；

運作強氧化劑所衍生的工業安全衛生問題，溶劑可能造成灼傷或易因化學品不穩

定引起爆炸或火災；滲透性反應阻牆法，容易造成土壤孔隙阻塞問題。因此，利

用生物整治技術其效率高、成本低及較無二次污染對環境友善等優勢，特別是在

污染物濃度較低時可以利用微生物來控制污染濃度，成為研究人員積極研究的

TCE 整治技術之一。 
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表 2 氧化劑特性比較表(Huling & Pivetz, 2006) 

氧化劑 反應物 
反應物

型態 

藥劑持久

性 
可能限制 

高錳酸鉀 MnO4
- 

粉末、液

態 
>3 個月 

氧化過程中產生二氧化錳副產物

沉澱，可能造成土壤孔隙阻塞而

使孔隙率降低影響氧化劑傳輸。 

Fenton 

試劑 

‧OH、O2
-、 

‧HO2、HO2
- 

液態 
數min至

數小時 

過氧化氫需維持酸性環境，且影

響半徑較小。 

臭氧 O3、‧OH 氣態 
數min至

數小時 

臭氧活性及腐蝕性強，且反應速

率快，影響半徑小，對水的溶解

性有限，較不適合地下水污染處

理。 

過硫酸鹽 ‧SO4
- 

粉末、液

態 

數小時至

數週 

過硫酸鹽以自由基氧化方式為反

應作用機制，可以二價鐵予以活

化產生自由基，然其活化程序控

制條件較為複雜，為過硫酸鹽成

功應用關鍵影響因素。 
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3.3.2 綠色整治：生物整治工法 

微生物在自然界無處不在，而且其參與並承擔著重要的生態功能，從碳、氮

循環，到礦物形成和風化，無一不與微生物相關。但是，目前自然界約99%的微

生物因有限的培養基和特殊的生長條件尚未被培養與研究(Kellenberger, 2001; 

Ward et al., 1990)，微生物通過三個主要代謝過程被指定為 TCE 的生物降解劑，

包括還原二氯化、共代謝和直接氧化(Pant & Pant, 2010)。換言之，應用傳統的培

養方法來研究環境微生物的群落結構組成必然會忽視其中大部分的微生物，傳統

的微生物培養技術不能全面、準確的對某個環境系統進行微生物多樣性的分析。

因此如何準確描述和定量自然環境中的微生物群落及其同環境因素之間的關係是

環境微生物學的重要研究課題之一。 

近年來，生物修復已被研究用於處理許多污染物，例如石油和碳氫化合物、

重金屬、含氯化合物或不同類別的農藥。現地生物整治技術促進了污染場地污染

物的降解，使生態系統完好無損，是一種非侵入性、對生態友好的技術(Perelo, 

2010)。其中包括生物刺激、生物強化和植物修復。生物刺激的特點是改變影響天

然微生物群的因素，例如添加營養物或電子受體，以提高其降解能力(Tyagi et al., 

2011)。生物刺激技術還可用於對被其他污染物(例如柴油化合物)污染的場地進行

生物修復，其中添加大量營養素會增加生物柴油相對於自然衰減的生物降解

(Meyer et al., 2018)，另一個例子是使用強制曝氣和添加不同的基質和生物質

(Alvim & Pontes, 2018; Decesaro et al., 2017)；此外，這種生物修復技術可以與生物

強化一起使用，以提高本土微生物群對感興趣的化合物進行生物降解的能力，從

而優化過程的效率 (de Souza Pohren et al., 2016)。加強式生物整治 (Enhaned 

Bioremediation)乃是提供地下環境中生物生長之有利條件，以加速污染物分解，其

常見處理方式可分為生物添加法(Bioaugmentation)及生物促進法(Biostimulation)兩

大類。生物添加法係添加外來具有特殊分解能力之微生物進入地下環境，以加速

污染物之分解作用，為此法由於添加外來菌種，添加於地下後與現地菌種之競爭

能力較難掌握，實際操作有其困難度。而生物促進法係以人為添加營養源(無機物

或有機物)於地下環境中，促進污染物之分解作用，以達到污染整治之成效，其操

作容易對地下環境影響低。加強式生物整治是污染環境生物修復研究最多的策略

之一，它包括在污染地點接種適應微生物，適用於所需化合物的降解(Cycoń et al., 

2017)。此技術的困難之一是污染物的生物利用度，它需要易於被當地微生物群或

接種微生物降解(Gonçalves & Delabona, 2022) 
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3.4永續再利用材料：生物碳 

圖 3 生物碳產業走向循環經濟(Hu et al., 2021) 

根據國際生物碳倡議組織(International Biochar Initiative, IBI）所採用的定義

中，生物碳(Biochar, BC)是一種在限氧環境中通過生物質(Biomass)經過高溫熱裂解

轉化獲得的多孔富含碳的固體有機物熱穩定產品，用於在土壤中安全和潛在有益

的儲存。它與熱化學轉化與其他固體產品的不同之處在於，長期碳儲存是主要目

標，而不是為加工工業或燃料(如木碳、焦碳和活性碳)創造原料。由於這種獨特的

功能，並且通常是幾種功能的組合，例如土壤改良或修復，對生物碳的要求不同

於固體碳質殘渣的其他用途。特別是有必要確保通過任何特定技術從特定原料生

產的生物碳至少對環境無害，甚至具有積極影響(例如，對植物生長、土壤結構、

地下水文等)(Sohi et al., 2009)。熱解過程中生產的生物油具有良好的發電原料，因

為它含有高能量，在某些情況下可與升級後的化石燃料相媲美(Park et al., 2008)。

熱解中產生的生物碳也確實含有高能量，在某些情況下，它與工業中用作燃料原

料的煤相當(Fu et al., 2012; Mohanty et al., 2014)。生物碳的微孔結構和高碳含量使

其可用於多種工業應用。在農業中，可用作在土壤中封存碳以抵消溫室氣體 (GHG) 

排放的工具，也可用作土壤改良劑，其增加土壤中的固碳速率，也減緩了土壤中

養分的分解速度，從而提高了土壤質量(Khare & Goyal, 2013; Malghani et al., 2013; 

McHenry, 2009)。在發電中，生物碳可以用作燃料，因為生物碳中的碳含量很高，
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可以用作燃料(Tripathi et al., 2016)。生物碳是一種相當古老的技術，大約1000年前

亞馬遜印第安人使用生物碳改良土壤來提高土壤肥力；這些土壤通常被稱為 Terra 

Preta (de Indio)(Lehmann & Joseph, 2015)。在過去的幾年裡，生物碳因其儲存碳的

潛力而備受關注，否則這些碳會礦化為 CO2，從而影響地球氣候(Kuzyakov et al., 

2014)。 

近年來，生物碳已被推廣為一種在應用於土壤時可以提供多種環境效益的技

術，包括長期固存土壤中的碳(Woolf et al., 2010)，在農業及環境領域的應用受到

廣泛關注，不僅能夠增強土壤肥沃度，還能固定與降解土壤污染物，從而降低污

染物對土壤生態系統的毒性效應。由不同生物質材料製成的生物碳具有不同的形

態和化學性質，而且根據不同的熱解條件（即最終熱解溫度或峰值溫度、炭化速

率或升溫速率以及炭化時間持續時間）而具有不同的特徵(Mukherjee & Lal, 2013; 

Mukherjee et al., 2011)。生物碳具有較大比表面積、pH 緩衝能力強、離子交換能力

強等獨特性能，被認為是一種經濟高效、環保高效的多功能吸附劑(Huang et al., 

2020)。此外，生物碳已被證明通過改善離子交換特性、增加土壤 pH 值和增強保

水能力對許多物理化學和生物土壤特性產生積極影響(Ye et al., 2020)。作為土壤改

良劑，生物碳可用作肥料來結合有毒污染物，例如重金屬(Song et al., 2020)，並刺

激土壤微生物活動(El-Naggar et al., 2018)。研究也顯示，生物質的類型、預處理方

法和熱解條件(溫度、持續時間和載流氣體種類)會影響生物碳的理化性質(Cao et al., 

2013)。 

土壤微生物的生長代謝活動是驅動土壤元素循環和有機污染物降解的主要動

力，也是反映土壤健康狀況的重要指標。相關研究指出，生物碳不僅能夠改善土

壤微生物的生存環境，提高土壤微生物代謝活動的強度(Zhu et al., 2017)、增加菌

群豐富度及多樣性(Siedt et al., 2021)，還能參與微生物的胞外電子傳遞過程

(Kappler et al., 2014)。目前，大部分學者認為，生物碳能夠提高微生物豐度的重要

原因之一為其多孔隙結構和豐富的比表面積，為土壤微生物提供了適宜的棲息地

(Zhu et al., 2017; 饶霜 et al., 2016)。同時，生物碳本身(Ippolito et al., 2020)富集了

許多營養元素，可作為養分來源為微生物提供氮、磷、鉀等以及生物質原材料中

具有的微量元素(Ippolito et al., 2020)。生物碳還含有大量陰離子和羥基、羧基、羰

基等含氧官能基，使其表現出較大的陽離子交換能力(CEC)，CEC 的提升可增加土

壤對養分的保有能力以支持微生物的活動(Kong et al., 2014)。然而，工程生物碳或

生物碳複合材料可以很好地替代原始生物碳，因為這些生物碳具有在土壤中的各

種應用潛力(如原始生物碳)，但更重要的是，它們可能含有營養物質並從基質中緩
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慢釋放，從而改善他們的功能。工程生物碳或生物碳複合材料是用金屬、奈米材

料、微生物和氫氧化物等材料改性的原始生物碳的形式(圖4)(Wang et al., 2021)。 

綜上，生物碳不僅能通過其豐富的孔隙結構為土壤微生物提供良好的生存空

間，還能直接或間接地為土壤微生物提供氮、磷、鉀等營養物質(Palansooriya et al., 

2020)。生物碳的上述正面作用可能是通過促進微生物生長代謝活動來達成的。而

目前對生物碳影響微生物代謝活動的相關機制並不明確，不利於生物碳的永續發

展應用。因此，本計畫研究生物碳的添加對土壤生物整治的影響顯得十分重要。 

圖 4 生物碳物化特性與改性方法 

 

3.5土壤生態功能的微生物指標 

土壤中生物多樣性比陸地上生物多樣性還高(Thiele-Bruhn et al., 2012)。土壤

是生物多樣性最重要的儲存庫之一(Gardi & Jeffery, 2009)。土壤生物多樣性的生物

群落在生態系統中扮演重要的角色，例如有機化合物的分解、養分循環和生物擾

動(Birkhofer et al., 2011; Thiele-Bruhn et al., 2012)。土壤中與生態功能指標最相關的

可以觀察微生物特徵：生物資源、植物檢疫以及碳轉化和植物營養的功能(Nikitin et 

al., 2022)。生物多樣性是生物體及其所屬生態復合體之間的變異性，包括物種內（遺

傳多樣性）、物種間和生態系統的多樣性。土壤生物多樣性涵蓋生活在土壤中的所

有生物體，無論是單細胞生物體還是多細胞動物或植物，可以使用傳統分類技術

或通過獨特的 DNA 或 RNA 進行遺傳分類(Nielsen et al., 2015; Wardle, 2006)。計

算微生物群落的多樣性和分類結構指數以及某些微生物類群的豐度來表徵土壤的

生物資源功能。在環境微生物群落結構組成的研究領域中，研究人員應用多種微

生物分子生物學分析和基因體學分析技術進行綜合分析。微生物分子生物學分析
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方法是以微生物的基因體總 DNA 或 RNA 為分析標的，用 DNA 或 RNA 的序

列多樣性來反映物種的多樣性，可以較全面地、快速地、客觀地分析微生物的群

落結構組成，也可以動態分析微生物群落結構的變化情況(Furrie, 2006)。而透過研

究和探討微生物的群落結構和動態變化，將有助於提高污染物的去除效率，為進

一步優化污染物去除技術提供理論基礎。要全面系統地分析微生物的多樣性，首

先要獲取 16S rDNA 基因序列，如何快速準確地獲取大量的序列資訊就顯得很重

要。微生物體研究最常使用微生物的 16S 核糖體基因（16S rRNA gene）作為研

究標的， 16S 核糖體基因擁有 9 個高度變異區域(Caporaso et al., 2011; Segata et 

al., 2011; Youssef et al., 2009)，在次世代定序時代（Next Generation Sequencing，

NGS）由於序列讀長的關係，研究通常只能被迫選擇 1 至 2 個變異區段進行微

生物的物種群落分析，但只取核糖體基因的部分變異區片段將失去其他變異區所

能提供的重要的研究資訊，加上 16S 核糖體基因的變異相對保守，有時很難僅由

部分區段的差異有效的區分微生物的不同。傳統的 Sanger 測序方法操作複雜、通

量低，難於解決這個問題。近幾年，隨著分子生物學的高速發展，在2005年，美

國454 Life Science 公司首先推出了革命性的基於焦磷酸測序法(Pyrosequencing)的

次世代測序系統，將第二代測序技術推向了實際應用的市場，該技術可加深了人

們對環境微生物功能變化及其與環境因子之間相互關係的認識。而最近第三代長

讀長定序技術可以有效的將完整的微生物體 16S 核糖體基因全部解序，可以同時

利用所有的變異區資訊進行微生物的物種分析，完整的 16S 基因提供更好的分類

分辨率約 1500 bp 的 16S rRNA 基因包含九個可變區（圖 5 所示）(Johnson et al., 

2019)。因此，本計畫應用第三代次世代測序技術，分析微生物降解 TCE 過程中各

運行參數的變化對微生物的多樣性以及結構、功能的影響，並利用次世代測序技

術研究添加生物碳處理 TCE 污染土壤中微生物豐度及菌群結構變化。 
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圖 5 16S rRNA 基因測序(Johnson et al., 2019) 

如上述可得，生物碳對加強微生物降解目標污染物具有很大的前景，微生物

結合生物碳的條件下，這種加強作用不單單只有生物碳的吸附作用，可以進一步

觀察菌群群落之間的變化解析促進降解污染物的機制。此外，生物碳在構建微生

物空間分佈中的多重和動態作用值得深入探索。在本研究中，我們通過次世代定

序技術分析附著在生物碳表面的微生物，以全面了解生物碳對混合培養微生物群

落中 TCE 生物降解、生物多樣性及結構功能的影響。 
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第四章、 研究方法與過程（含工作進度甘特圖） 

4.1 研究流程與架構 

本計畫研究架構圖如圖 6 所示。本計劃針對模場試驗，並採集現地污染土壤

土樣，以生物整治結合生物碳進行處理設計與試驗，以臺南市某處受 TCE 污染之

場址進行試驗，過程主要以厭氧生物整治與添加生物碳，探討目標污染物之處理

效率。首先進行模場現地調查及規劃，並進行現地整治系統設置(包括整治井、灌

注系統、循環系統、泥漿相反應槽設置等)，再以生物整治法利用現地環境微生物

加入生物碳及在必要時添加生物基質，以提升生物去除和降解污染物之效果，強

化現地整治成效。將生物碳投入加強式生物整治法(Enhaned Bioremediation)提供土

壤及地下水環境中生物生長之有利條件，以利加速污染物分解，其常見處理方式

可分為生物添加法及生物促進法兩大類。營養源及生物碳添加量及評估方式則依

據已施作之厭氧生物工法區域為參考準則。生物基質灌注後土壤及地下水分析項

目分為以下項目：污染物濃度分析、生物碳材料分析及微生物定序分析。本研究

鑽探工程之鑽探方法，係採用旋轉式鑽探工法，以 HQ(岩心直徑 63.5 mm)三套管

岩心夾取器進行土壤及岩心連續全取樣，以了解地層地質之連續性分佈。並在每

階段完成時，採集樣品後將樣品置於 4℃保冰袋中保存運送回實驗室，微生物樣品

以-20℃冷凍櫃保存。待提取 DNA 後以次世代定序分析，並由分析結果進行討論。 
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圖 6 研究架構圖 
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4.2 實驗設備與材料 

4.2.1 地質鑽探機(Geoprobe®  7822DT Drill Rig) 

本研究使用 Geoprobe®  7822DT(如圖 7)地質鑽探機進行現地採樣、鑽井及相

關探測等，7822DT 利用機、液、電三方共同運作和控制，使用直推鑽具或套管鑽

具完成無排渣土壤污染調查和修復工作，配備衝擊動力頭，高轉速完成堅硬場地

的研磨開孔施工和岩芯取樣，配備螺旋動力頭，能夠只使用一台機器就可以處理

各種環境、岩石土層工程和勘探應用，減少了每次需要調動多個功能有限的儀器，

從而節省了時間和金錢。7822DT 的設計和製造與傳統鑽機一樣，不同的是相較於

傳統鑽探機 7822DT 更易於運輸，且它可以收成很小的體積佔地面積更小，這使

得它可以很順利地通過狹窄的空間進行現地採樣、鑽井及相關探測等。7822DT 具

有穩定的履帶底座，非常適合遇到崎嶇地形和傾斜表面的越野條件，可用於傾斜

探測、直推土壤取芯、標準貫入試驗、直推地下水取樣、直推∕螺桿鑽監測井設置、

地下存儲罐調查、土壤取樣和地下水取樣、監測井建設、平整土地或者場地內鑽

桿運輸等，能完成各種口徑的監測井設置等施工，實現不用取出土壤樣品，直接

監測地下土層性質(Geoprobe® , 2020)。 

圖 7 Geoprobe®  7822DT 地質鑽探機(Geoprobe® , 2020) 
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4.2.2 薄膜界面探測器(Membrane Interface Probe, MIP) 

本研究使用薄膜界面探測器(MIP)是一種快速、高分辨率的即時 VOC 篩查技

術，由直接注入錐形裝置、連接傳感器的保護套管和大型鑽孔機組成。當探頭被驅

動到地下時，液壓剖面分析工具(Hydraulic profiling tool, HPT)以高壓向相鄰材料噴灑

流體，並通過檢測材料內液壓的釋放來確定水力傳導率。可提供有關 VOC 相對濃度

和土壤岩性以及離子污染物或鹽水入侵的存在的實時數據，MIP 技術已成功用於許

多地點，例如用於 DNAPLS 描繪和表徵。該技術展示了與分析結果的良好相關性，

並通過提供用於優化地下水採樣程序的實時信息可節省成本。MIP 由兩個主要部分

組成：地面儀器和井下探頭，如圖 8 所示 MIP 可以從地下收集氣態樣本，並將採樣

的蒸汽傳輸到地面氣相色譜儀(GC)上配備的檢測器，並提供隨深度增加的 VOC 實

時分佈圖。有一個滲透膜作為檢測器管路的接口，透過載氣(例如氮氣)將污染物轉

移到 GC 檢測器。兩個檢測器—光離子化檢測器(PID)和火焰離子化檢測器(FID)—安

裝在 GC 中，用於檢測有機化合物的存在(Mousavi et al., 2021)。 

圖 8 MIP 採樣管示意圖(Christy, 1998) 
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4.2.3 環境掃描式電子顯微鏡(Environmental Scanning Electron Microscope, 

ESEM)及 X 光成份分析系統 (Energy Dispersive Spectrometer, 簡稱 EDS) 

本研究使用 FEI Quanta-200 環境掃描式電子顯微鏡(如圖 9 所示)，主要是利用

微小聚焦的電子束(Electron Beam)進行樣品表面掃描，能控制試件艙之真空度從高真

空到接近大氣壓變化，試件艙可在極低氣壓環境下運作的 ESEM，加裝能量分散式

光譜儀(EDS)，可針對樣品進行微區元素定性及半定量分析、元素分佈等分析。此電

子顯微鏡除具有一般場發式超高解析及快速分析的功能外，有三個真空操作模式可

選擇(high-vacuum, low-vacuum and ESEM)，可在具有濕度環境下，對於不便進行乾

燥、導電等前處理之濕樣品，用 ESEM mode 直接觀察，是目前最先進之複合型電子

顯微鏡之一，在應用上極為廣泛(中山大學貴重及共用儀器中心, 2021)。此電子束

(Electron Beam)與樣品間的交互作用會激發出各種訊號，如：二次電子、背向散射電

子及特性 X 光等，SEM 主要就是收集二次電子的訊號來成像。X 光成份分析系統是

一種用於元素分析和化學表徵的分析方法，其通過收集 X 射線機或其他 X 射線源產

生的 X 射線和樣品交互作用時發出的 X 射線進行分析。由於不同元素因原子結構不

同而發射譜各異，所以可以通過分析 X 射線譜分辨樣品所含的不同成分。 

圖 9 FEI Quanta-200 掃描式電子顯微鏡(中山大學貴重及共用儀器中心, 2021) 
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4.2.4 元素分析儀(Elemental Analyzer, EA) 

本研究使用 Elementar UNICUBE 元素分析儀(如圖 10 所示)，儀器分析方法是利

用垂直式燃燒管，將欲分析之物質盛於錫／銀金屬容器內，置於樣品自動供給器上，

利用重力原理，定期加入 1150℃左右燃燒管，在錫／銀之助燃下使樣品瞬間燃燒溫

度高達 1800℃，促使樣品足以完全燃燒，再經過銅還原處理後，生成之 N2 、CO2、

H2O 混合物經過特殊之分離管分離後，可利用熱傳導偵檢器(TCD)分別測定其含量，

再經資料處理機運算，即可自動列計碳、氫、氮及硫之重量百分比(Elementar, 2020)。 

圖 10 元素分析儀(Elementar, 2020) 

 

4.2.5 比表面積與孔隙度分析儀(BET) 

本研究使用 Micromeritics, ASAP2020 比表面積與孔隙度分析儀(如圖 11 所示)，

透過氣體吸附法測定比表面積原理，是依據氣體在固體表面吸附特性，在一定的壓

力下，被測樣品顆粒表面在超低溫下對氣體分子具有可逆物理吸附作用並對應一定

壓力存在之確定吸附量。透過平衡吸附量，再利用理論模型來求出被測樣品之比表

面積。 
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圖 11 Micromeritics, ASAP2020 比表面積與孔隙度分析儀 

 

4.2.6 傅立葉轉換紅外光譜儀(Fourier-transform infrared spectroscopy, FTIR) 

本研究使用 Thermo iS5，利用化合物分子中的官能基(Functional Group)吸收特

定波長的紅外光作用引起振動和轉動能階的遷移所產生的紅外線吸收光譜，經過傅

立葉轉換之運算而形成樣品之紅外光吸收頻譜，藉以得知樣品對紅外線之反應及其

光電與生物特性，大多用於官能基的鑑定。 

圖 12 Thermo iS5 傅立葉轉換紅外光譜儀 
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4.2.7 氣相層析質譜儀(Gas Chromatography-Mass Spectrometry, GC-MS) 

GC(Gas chromatography，氣相色譜法)是使用溫度控制的毛細管柱，將混合物

分離成單獨的成分。低沸點的小分子會比高沸點的大分子更快地通過管柱。MS(Mass 

spectrometry，質譜法)用來辨別質譜中不同的成分。每個化合物都具有一個唯一或接

近的獨特質譜，可與質譜數據庫進行比較，進而鑑定。通過使用標準品，也是可以

定量的。GC-MS 可用於研究液體、氣體或固體樣品。分析會從氣相層析開始，樣品

在這裡會有效揮發至氣相，並利用以固定相(液體或固體)塗布的毛細管柱分離至其

自身各種成分。溶析的時間被稱為化合物的滯留時間。GC 具解析複雜混合物或包含

上百種化合物之樣品萃取物的能力，分析條件與方法列於 4.3.3 節。 

圖 13 氣相層析質譜儀 
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4.3 研究方法 

4.3.1 現場採樣方法 

本研究現地場址總面積： 6,664 m2 ，於受 TCE 污染濃度最高之地區進行井

口設置，使用 Geoprobe®  7822DT 地質鑽探機進行現地採樣及鑽井，搭配場址調

查結果，挑選 3 個井口進行實驗，每個井井深為 9 m 深，相對位置如圖 14 所示，

左邊之井口為空白對照組（編號：井 A）、中間井口為添加椰子殼生物碳（編號：

井 B）及右邊井口為添加竹子生物碳（編號：井 C），分別以 49 kg : 1 kg （土壤：

生物碳）進行混合，添加生物碳比例為 2% ，並於研究期間採集 4 次土樣，採

樣頻率為 1.5 個月採樣 1 次，採集樣品後將樣品置於 4℃ 保冰袋中保存運送回實

驗室，微生物樣品以 -20℃ 冷凍櫃保存。待提取 DNA 後以次世代定序分析。 
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圖 14 整治場址設置井口配置圖 

(井 A 為控制組，井 B 與井 C 為添加不同種類生物碳之井口) 

 

4.3.2 土壤樣品與保存 

1. 樣品採集 

採樣前，先將採樣襯管透過酒精擦拭及使用紫外線消毒燈消毒，紫外

線波長於 240-280 nm 具有殺菌作用（以 260 nm 最強）。紫外線可透過改

變細菌 DNA 之分子構型，干擾細菌 DNA 的複製與轉錄，造成細菌的死

亡或變異，進而達到殺菌的效果。 

0 m 20 m 40 m

A B C

上傳時間：2023年9月5日下午 06:10



以次世代定序技術分析結合生物碳與微生物降解三氯乙烯之菌群結構與功能 

28 

 

2. 樣品保存 

採集樣品後將樣品置於 4℃ 保冰袋中保存運送回實驗室，微生物樣品

以 -20℃ 冷凍櫃保存。以防止樣品中目標微生物因其他條件的干擾而發生

變化，於採樣後 24 小時內完成 DNA 萃取。 

 

4.3.3 三氯乙烯濃度 

本研究根據環保署之土壤、底泥及事業廢棄物中揮發性有機物檢測之樣品製

備與萃取方法－密閉式吹氣捕捉法(NIEA M155.02C)及揮發性有機物檢測方法－

氣 相 層 析 質 譜 儀 (Gas Chromatography-Mass Spectrometry, GC-MS) (NIEA 

M711.04C)做檢測，選用管柱： 60 m × 0.32 mm 內徑，膜厚 1.8 m 之 DB-624 毛

細管，管柱加熱使有機污染物透過沸點不同而使污染物被分離。 

氣相層析儀條件： 

傳輸管溫度：250℃ 至 300℃ 

載流氣體：氦氣 

載流氣體流速：1.5 mL/min 初始溫度：35℃，維持 2 分鐘 

溫控程式：每分鐘 4℃ 至 50℃，每分鐘 10℃ 至 220℃ 

最終溫度：220℃，維持至所有成分流洗出為止 分流比：100：1 

注射器溫度：125℃ 

 

4.3.4 生物碳製備 

本次研究之生物質材料從 2 種農業廢棄物（分別為椰子殼與竹子）中收集，

以作為永續再利用材料。首先，將農業廢棄物收集至實驗室後，先以逆滲透水（RO

水）洗滌數次，以除去灰塵和一些無機雜質。之後將清潔過的廢棄物原料放置於

烘箱內以 60℃ 下乾燥 24 小時，至含水率小於 10% ，在往後欲使用前將其水

份含量降至最低。接著，將完成上述過程之材料放至管式電爐內，以高溫燒製生

質材料（椰子殼及竹子）之條件如表 3 所示，並於管式電爐內填充氮氣使管柱內

狀態到缺氧或無氧的條件（圖 15 ），進行熱裂解（圖 16 ）碳化步驟持續一段時

間，以形成碳化材料，即為生物碳。 
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依批次不同生物質材料經由上述步驟（圖 15 ），對不同材料維持厭氧加熱，

再挑選其中兩種材料進行不同熱裂解時間的比較，期望合成多種不同階層式的規

則孔洞結構，再利用掃描電子顯微鏡(SEM)、元素分析儀(EA)、比表面積與孔隙度

分析儀(BET)及傅立葉轉換紅外光譜儀(FTIR)進行材料表面的官能基分析，評估碳

化後之結構形貌。 

表 3 各生質材料製備生物碳之條件 

 溫度(℃) 時間 

椰子殼 860~920 20 分鐘 

竹子 800~900 2 小時 

 

圖 15 生物碳製備流程與應用 

 

圖 16 熱裂解過程(Amalina et al., 2022) 
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4.3.5 土壤 DNA 提取 

本研究使用 FavorPrep Soil DNA Isolation Mini Kit 試劑盒提取土壤微生物

樣品 DNA ， DNA 提取操作程序如圖 17 所示，每次使用 1 g 土壤樣品進行微

生物 DNA 提取，提取後將 DNA 冰於 -80℃ 下保存。 

 

圖 17 試劑盒提取 DNA 之操作步驟 
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圖 18 Spin Columns 濾膜分離原理 
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4.3.6 次世代定序分析 

微生物擴增子測序分析是生物學和生物醫學研究的重要工具。本研究以全長 

16S 核糖體基因進行分析可以了解許多微生物棲息的生態系統結構，實驗流程首

先使用帶有標記的 16S 通用引子（27F + 1492R）進行聚合酶連鎖反應（Polymerase 

Chain Reaction，PCR）將樣本中的 16S 基因放大。帶有標記的 DNA 經過品質控

管與樣本混和（optional）後進行 SMRTbell 樣本建庫，建庫樣本以 AMPure PB 

Bead 純化後接著進行 DNA 修復並接上接合序列，最後送入儀器進行定序。 

生物資訊分析使用定序結果進行，定序的原始序列（polymerase Read）首先

進行品質控管，將重複序列（subreads）互相重疊，重疊數量大於 3 的原始序列才

可以被用來產生共有序列（Consensus Read）。當眾多的 subreads 互相堆疊，單一

subread 上的隨機定序錯誤就可以藉由同一位置上其他 subread 的序列進行修正提

升正確率，並且統計序列品質分數（Read Quality，RQ）。以這些步驟產生的共有

序列又稱為 CCS 序列（Circular Consensus Sequencing，CCS）（如圖 19 所示），

當同時具有高品質及高長度（RQ > 20）的定序序列則可稱為 HiFi read。為了更正

確的物種解析度，全長微生物體 16S 核醣體基因分析使用更高規格的 HiFi read

（RQ > 30）進行一連串的微生物體 16S 核糖體基因生物資訊分析流程，定序序列

中鹼基的準確率可達 99.9%。 
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圖 19 CCS read 產出示意圖(Wenger et al., 2019) 

 

HiFi 序列會先經過 DADA2 分析產生 ASVs（Amplicon Sequence Variants，

ASVs），步驟包含序列的品質控管、去冗餘與嵌合體、序列聚合等，產生的 ASVs 

再與資料庫（NCBI、GreenGenes、SILVA、eHOMD、UNITE）進行比對得到物種

資訊，產出物種豐度表（ASVs Table）。以物種豐度表出發可以衍伸出幾個主要的

分析項目，包括生物多樣性分析、物種組成分析、相關性分析、環境因子分析、

統計檢驗分析與其他進階分析。 
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本實驗以 Illumina Miseq 平台做微生物定序分析，其定序流程主要可分為樣品

庫製備(library preparation)、樣本庫擴增(library amplification)、定序反應(sequencing 

reaction)及數據分析(data analysis)四個步驟，其詳述如下。 

(1) 樣本庫製備(library preparation) 

採集之待測樣品經萃取 DNA 後，透過基因工程方法將待測樣品之基因隨

機切割成大小不均的短片段，此步驟稱為 DNA 片段化(fragmentation)，於

片段化之基因序列末端接上轉接引子(adapter)，及完成樣本庫的製備步驟。 

(2) 樣本庫擴增(library amplification) 

將接有轉接引子之待測基因片段，進行聚合酶連鎖反應(PCR)、乳化聚合

酶鏈鎖反應(emulsion PCR)或橋式聚合酶鏈鎖反應(bridgePCR)等，以擴增

目標基因片段。乳化聚合酶連鎖反應是將每一個模板 DNA 均勻分散於油

滴中，利用引子、油滴內之酵素與藥劑進行 PCR 放大反應，最後將帶有

大量擴增之磁珠放入微孔盤中進行定序；而橋式聚合酶鏈鎖反應則是於晶

片表面產生叢集(cluster)，可快速增幅單一 DNA 片段。 

(3) 定序反應(sequencing reaction) 

市面上以有許多不同的定序平台，其所使用的定序原理皆不同。例如焦磷

酸定序(pyro-scquencing)將帶有不同鹼基的去氧核苷酸材料，於聚合酶進

行核苷酸接合時，釋放出焦磷酸根離子(pyrophosphate)，透過檢測焦磷酸

根離子，識別鹼基以進行定序；而 Reversible terminator 定序原理則與

Sanger 法類似。 

(4) 數據分析(data analysis) 

定序後資訊以生物資訊軟體分析，將所有小片段基因進行重組排列，藉由

比對資料庫中已知序列，以鑑定物種及其相關資訊。 

基因組 DNA 的提取 

使用 FavorPrep Soil DNA Isolation Mini Kit 試劑盒從樣品中提取總基因組 

DNA。 DNA 濃度通過 Qubit 4.0 螢光計 (Thermo Scientific) 測定，並調整至 1 

ng/ul，用於以下程序。 

PCR 擴增 

16S rRNA 具有 10 個保留區及 9 個變異區(V1~V9)，保留區序列於不同菌種

中無明顯差異，可用於辨認生物物種間的親緣關係；變異區則隨著微生物的不
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同而有所差異，序列組成具有多樣性的特點。 

基於上述兩種特性，本實驗針對核糖體基因的全長進行分析，以聚合酶連鎖

反應(PCR)進行擴增，擴增片段涵蓋一部分的高度變異區及保留區，做為定序後

菌種鑑定和分析的根據。其 PCR 擴增條件如下。 

(1) PCR 擴增之添加物質 

a. Microbial DNA：2.5 μL 

b. Amplicon PCR Forward Primer 1 μM：5 μL 

c. Amplicon PCR Reverse Primer 1 μM：5 μL 

d. 2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix：12.5 μL 

(2) 正向引子(Forward Primer)： 

5’ TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG 

(3) 反向引子(Reverse overhang) ： 

5’ GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG 

(4) PCR 擴增之操作參數： 

a. 95°C 維持 3 min 

b. 循環 25 次： 

— 95°C (30 秒) 

— 55°C (30 秒) 

— 72°C (30 秒) 

c. 72°C (5 min) 

PCR 產物定量及鑑定 

經擴增後之 PCR 產物與 1X TAE buffer 混合，於 1 %瓊酯凝膠上，以 100 volt

進行電泳 30 分鐘，確認其濃度及擴增長度介於 1500 bp 後，進行後續純化 PCR

產物之步驟。 
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建立樣品資料庫及定序 

純化後的 PCR 產物使用 SMRTbell 資料庫是通過使用用於多重 SMRTbell 

資料庫製備和測序程序的條形碼引物擴增全長 16S 基因 (PacBio) 來製備的。

簡而言之，將等摩爾量的每個帶條形碼的 PCR 產物合併，並使用 500-1,000 ng 

合併的擴增子樣品進行 DNA 損傷修復，然後進行末端修復/A 加尾和連接步

驟，以引入通用髮夾接頭以獲得 dsDNA 斷裂。使用 AMPure PB 珠純化以去

除接頭二聚體後，將 SMRTbell 資料庫與 Sequel II Primer 3.1 和 Sequel II 

Binding Kit 3.1 一起孵育，以進行引物退火和聚合酶結合。最後，在 PacBio 

Sequel II 儀器上以循環共有序列 (CCS) 模式進行測序，生成預測精度 (Phred 

Scale) = 30 的 HiFi 讀數。 

生物資訊統計及分析 

經過以上流程產生的 HiFi 序列會先依照預期的長度大小進行篩選，去除

掉過短或過長的序列，通過長度過濾的序列接著使用 DADA2 進行降噪分析，

DADA2 使用 Divisive Amplicon Denoising Algorithm 演算法進行序列校正，與

一般常見的聚類方法必須給定固定的相似度不同，DADA2 是將序列中可能因

定序錯誤、PCR 放大或是嵌合體導致的序列差異移除，因此更能呈現出真實的

序列差異，再利用真實的序列差異進行物種注釋及分析。 

ASV（為擴增子序列）是基因組研究中用於分析和分類基因序列的一種方

法，特別可以用來觀察微生物群落變化。與傳統的操作分類單位 (OTU) 相比，

根據 ASV 與參考數據庫的相似性或使用機器學習方法，為 ASV 分配分類標

籤。這種分類學分類提供了有關樣本或群落內不同微生物類群的身份和豐度的

信息。 ASV 提供了一種更高分辨率的方法來表徵和理解微生物種群的多樣性。 
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4.4 工作進度甘特圖 

年月 

 

工作項目 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 備註 

文獻蒐集              

場址背景調查及現

地採樣分析 
             

模場試驗規劃 
             

灌注井、監測井與抽

水井設置 
             

生物碳製備 

與特性分析 
             

生物碳結合生物整

治法進行現地模場

整治 

             

DNA 提取              

次世代定序分析              

期末報告撰寫              

工作進度估計百分比 

（ 累積數 ） 5% 10% 20% 30% 40% 45% 50% 60% 70% 80% 90% 100% 

 

預定查核點 

期中 

完成現地模場背景調查與試驗規劃以及現地採樣分析，並

配合現地污染土樣進行實驗室試驗並找出最佳條件。 

待試驗完成後將生物碳結合生物整治法進行現地模場整

治。 

期末 

生物碳結合生物整治法進行現地模場整治效益評估及生物

碳之適用性評估，並撰寫期末報告。 
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第五章、 結果與討論（含結論與建議） 

5.1 TCE 污染現場場址 

5.1.1 薄膜界面探測器(MIP)探測結果 

土壤調查作業透過薄膜界面探測器(MIP)搭配 VOC 氣體偵測器(PID 及 FID)進

行，探測結果顯示污染深度大多在深層區約 6.5 m~10.5 m 之間，如圖 20 所示，且

經場址地質鑽探結果顯示 3.5 m~8 m 為黏土層，8 m~10 m 為坋土質砂層，如圖 21 所

示，經判斷黏土層太過黏稠不適合與生物碳做混拌，因此本研究設井深度為 9 m 之

坋土質砂層。 

圖 20 MIP 探測結果 
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圖 21 場址地質鑽探結果剖面圖 

 

5.1.2 現場設井及添加生物碳情形 

本研究使用 Geoprobe®  7822DT 地質鑽探機（如圖 22 所示）設置 3 個井口，

首先，使用採樣襯管（直徑約 2.5 cm）採集原始土樣，採樣深度為 9 m。接著，選

擇兩個井口分別取出 49 kg 原始土樣（圖 23 ），再分別添加 1 kg 竹子生物碳 (BCC) 

及 1 kg 椰子殼生物碳 (CSB) ，混合均勻(如圖 24 所示），再回填至 9 m 深（圖 27），

為了避免其他土層污染物有垂直移動之情形，回填完成後填入皂土，並於研究期間

共採集 4 次土樣（時間與順序如圖 28 所示），採樣頻率為 1.5 個月。圖 25 及 26 

為比對椰子殼生物碳、竹子生物碳剛混入土壤與 135 天後之差異，結果顯示生物碳

經過 135 天的混埋，顆粒尺寸會變小與均勻。 
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   圖 22 Geoprobe®  7822DT 地質鑽探機          圖 23 取出原始土樣 

圖 24 原始土樣（左）分別添加兩種生物碳（中）後顏色略微變深（右） 
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圖 25 椰子殼生物碳剛添加時（左）與椰子殼生物碳經過 135 天採樣（右） 

 

  

圖 26 竹子生物碳剛添加時（左）與竹子生物碳經過 135 天採樣（右） 
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圖 27 土壤與生物碳混合均勻回填 

圖 28 採樣時間與位置示意圖 
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5.1.3 現地之化學環境相關資訊 

研究期間共採集 4 次土樣，在添加生物碳後的採樣日期選擇前 4 天都未降雨

進行採樣，其採樣溫度、濕度與降水量如表 4 所示。從圖 29 可看出 pH 、土壤

含水率及導電度之變化曲線。圖 29 為不含生物碳之原始土樣作為空白組井 A (縮

寫 OI 作為代表)，圖 30 為添加椰子殼生物碳之土樣作為井 B (縮寫 CSB 作為

代表)，圖 31 為添加竹子生物碳之土樣作為井 C (縮寫 BCC 作為代表)。可以看

到在添加生物碳後土壤 pH 及導電度有明顯上升，在最後中心點直接接觸生物碳之

土壤也與生物碳周圍有所差異。 

 

表 4 採樣期間溫度、濕度與降水量 

 採樣日期 平均氣溫 (℃) 最高氣溫 (℃) 濕度 (%) 降水量 (mm) 

第一次 2022.10.24 24.2 28.5 73 0 

第 

二 

次 

2022.12.10 20.4 25.5 84 0 

2022.12.11 20.0 25.3 80 0 

2022.12.12 19.1 20.8 79 0 

2022.12.13 18.6 23.2 80 0 

第 

三 

次 

2023.01.27 14.4 19.0 73 0 

2023.01.28 11.4 16.3 62 0 

2023.01.29 12.7 19.0 74 0 

2023.01.30 14.7 22.2 77 0 

第 

四 

次 

2023.03.10 21.7 26.5 69 0 

2023.03.11 22.3 27.0 72 0 

2023.03.12 21.4 27.0 75 0 

2023.03.13 18.5 23.0 72 0 

資料來源：中央氣象局 CODiS 氣候資料服務系統 安南測站 (C0O950) 
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圖 29 井 A pH、土壤含水率及導電度之變化曲線 
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圖 30 井 B pH、土壤含水率及導電度之變化曲線 
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圖 31 井 C pH、土壤含水率及導電度之變化曲線 

 

上傳時間：2023年9月5日下午 06:10



第五章 結果與討論 

47 

 

5.1.4 污染物濃度 

從圖 32 ~ 34 為三口井三氯乙烯(Trichloroethylene, TCE)及其降解時產生的中

間產物順-1,2 二氯乙烯(CIS - 1,2-Dichloroethene, CIS - 1,2 DCE)與氯乙烯(Vinyl 

chloride, VC)之濃度變化曲線，其中圖 32 為不含生物碳之原始土樣作為空白組井 

A (縮寫 OI 作為代表)，圖 33 為添加椰子殼生物碳之土樣作為井 B (縮寫 CSB 

作為代表)，圖 34 為添加竹子生物碳之土樣作為井 C (縮寫 BCC 作為代表)。如

圖 33a 所示， TCE 濃度的下降呈現出幾個階段：初始停滯階段、快速下降階段、

指數生物降解階段和短暫的緩慢下降階段。與竹子生物碳和不含生物碳的對照相

比，椰子殼生物碳的改良顯著增強了 TCE 的去除，縮短了停滯期並延長了指數

降解期。在椰子殼生物碳系統中可以觀察到第 45 天後， TCE 之濃度快速下降，

並轉化成 CIS - 1,2 DCE ，而 CIS - 1,2 DCE 與 VC 達到轉化平衡。圖 35 為最

後一次採集中心點的樣品，因此包含生物碳於樣品中。結果顯示此樣品有較高的

污染物濃度，以此推斷生物碳對 TCE 及 CIS - 1,2 DCE 有極佳的吸附能力，特別

是椰子殼生物碳的吸附效果更優於竹子生物碳；而竹子生物碳對於吸附 VC 效果

較佳。TCE 對生物碳的吸附和生物脫氯以及中間產物的吸附同時或交替發生，而

吸附的有機分子也可能被生物碳上/內的微生物降解。 
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圖 32 井 A 三氯乙烯、順-1,2 二氯乙烯及氯乙烯濃度變化曲線 
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圖 33 井 B 三氯乙烯、順-1,2 二氯乙烯及氯乙烯濃度變化曲線 

上傳時間：2023年9月5日下午 06:10



以次世代定序技術分析結合生物碳與微生物降解三氯乙烯之菌群結構與功能 

50 

 

 

圖 34 井 C 三氯乙烯、順-1,2 二氯乙烯及氯乙烯濃度變化曲線 
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圖 35 井 B、C 中心點三氯乙烯、順-1,2 二氯乙烯及氯乙烯濃度 

上傳時間：2023年9月5日下午 06:10



以次世代定序技術分析結合生物碳與微生物降解三氯乙烯之菌群結構與功能 

52 

 

5.2 生物碳表徵分析 

本研究利用掃描電子顯微鏡(ESEM)、元素分析儀(EA)、比表面積與孔隙度分析

儀(BET)及傅立葉轉換紅外光譜儀(FTIR)等儀器對椰子殼生物碳與竹子生物碳進行

表面官能基與微觀結構分析，分析結果如下。 

 

5.2.1 傅立葉轉換紅外光譜儀(FTIR) 

FTIR 在研究材料中常被用於識別很多類型的有機和無機材料或是化學組成

特性，以及聚合物和溶液中分子取向的測定常用的振動光譜技術(Liu et al., 2017)。

生物碳在裂解中會形成灰分，其主要成分是無機鹼鹽和鹼金屬離子等無機物，溶

於水後呈鹼性，使生物碳 pH 值一般都大於 7，另外有機陰離子官能團(如— COOH)

也會影響 pH 值。生物碳表面有大量的官能團，依據官能團的特徵吸收光譜，可以

分析生物碳中含氧官能團及其相對含量。圖 33 為本研究使用兩種生物碳的 FTIR

光譜分析結果。在 3400 cm-1處的寬而突出的峰是典型的—OH 官能基團伸縮振動

引起的(酸或醇)(Chen et al., 2022; Xu et al., 2011)。約在 1600 cm-1處和 1420 cm-1處

的兩個峰被描述為 C＝O 和—COOH 官能基團(Jia et al., 2013; Xu et al., 2013)。約

在 1019 cm-1處可能主要歸因於 C—O 官能基團(Dong et al., 2011)。約在 1150 cm-1

處附近的峰被指定為酚醛—OH、CH—和 C—O 彎曲變形分別出現在約 895 cm-1

處(Cao & Harris, 2010; Jia et al., 2013; Zeng et al., 2016)。生物碳含有大量羥基、羧

基、羰基等含氧官能團，使其表現出較大的陽離子交換能力(CEC)，因此添加生物

碳可增加土壤的 CEC，也可能間接影響微生物電子傳遞的效率。 
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圖 36 兩種生物碳之 FTIR 分析圖 

5.2.2 環境掃描式電子顯微鏡(ESEM) 

本研究利用 ESEM 鑑定生物碳表面的結構。本研究製作之 2 種生物碳的原始

形貌和表面可通過 ESEM 顯微照片獲得，如圖 37、39 所示。椰子殼生物碳（圖 

37a、37b ）可以看出剛燒製完成之生物碳表面布滿非常細小之孔洞，且由 BET

分析得出比表面積高達 777 m2/g，這種特性賦予生物碳良好的吸附性能。竹子生

物碳（圖 39a、39b ）可看出剛燒製完成之生物碳表面具有較均勻分布的孔洞。

圖 38、39 分別為椰子殼生物碳與竹子生物碳添加至土壤中 135 天後取出之高倍

率圖像，顯示生物碳的多孔結構可為微生物提供適當的棲息地或載體。 
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圖 37 (a)500 倍率 (b)1000 倍率之原始椰子殼生物碳 SEM 圖像 

  

圖 38 (a)8000 倍率 (b)12000 倍率之椰子殼生物碳添加至土壤中 135 天後取出之

SEM 圖像 

  

圖 39 (a)500 倍率 (b)1000 倍率之原始竹子生物碳 SEM 圖像 

   

圖 40 (a)、(b)12000 倍率之竹子生物碳添加至土壤中 135 天後取出之 SEM 圖像 

a b 

a b 

c d 

c d 
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5.2.3 元素分析儀 (EA) 

本研究利用 EA 來分析 2 種生物碳樣品的元素成分與比例，結果如表 5 所

示，兩種生物碳的碳含量可高達 67.51%與 72.56%。生物碳原料包括含有大量礦物

質的木材、竹子、堆肥和農業廢棄物等，這些礦物質在熱解後仍存在於生物碳中。

C、N、S、P 和 K 這些營養物質會慢慢擴散到土壤中並被微生物利用，其中 C 和

N 是微生物生長生物重要基礎物質，C/N 比與微生物生長密切相關。因此具有一

定灰分的生物碳可以作為生物促進劑，通過增加微生物豐度來達到修復污染土壤

的目的。 

 
表 5 EA 分析數據 

 N(%) C(%) H(%) S(%) 

椰子殼生物碳 0.25 72.56 1.13 0.23 

竹子生物碳 0.45 67.51 1.59 NA 

 

5.2.4 比表面積與孔隙度分析(BET) 

利用 BET 對 2 種生物碳進行比表面積與孔隙度分析，結果如表 6 所示。結果

顯示椰子殼生物碳比表面積高達 777.26 m2/g，竹子生物碳比表面積僅 167.3 m2/g。

生物碳相關文獻較常使用比表面積約為 100 m2/g 之材料進行實驗，故本研究選擇

一個較高比表面積與一個常見比表面積之材料作為本研究實驗材料進行比較。 

 

表 6 生物碳之比表面積、孔隙長和孔隙寬之 BET 分析結果 

 
Surface area 

(m2/g) 

Pore size width 

(nm) 

Pore size diameter 

(nm) 

椰子殼生物碳 777.26 2.190 3.850 

竹子生物碳 167.30 2.200 4.850 
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5.3 現地土壤樣品採集與 DNA 提取 

經比較多種 DNA 提取試劑盒，FavorPrep™ 土壤 DNA 提取試劑盒（Favorgen 

Biotech Corp.，台灣）提取的 DNA 樣本質量較佳（A260/280 約為 1.7-2.0），再經過

PCR 擴增後，以 100V 將 DNA 樣品進行電泳分析，14 個樣品於 1500 bp 皆可顯示

擴增條帶結果。樣品於-80℃ 冷凍保存，待送樣至生技公司進行 Next-Generation 

Sequencing(NGS)分析，樣品名稱與分組資料如表 7 所示 。 

 

表 7 樣品名稱與分組資料 

 項目 樣品 樣本分析名稱 分析組別名稱 

第

一

次

採

樣 

1 

原始土樣 

(採井 A 中心點) 
OI1 A 

2 

土樣加椰子殼生物碳 

(採井 B 中心點) 
CSB1 B 

3 

土樣加竹子生物碳 

(採井 C 中心點) 
BCC1 C 

第

二

次

採

樣 

4 

原始土樣 

(採井 A 周邊) 
OI2 A 

5 

土樣加椰子殼生物碳 

(採井 B 周邊) 
CSB2 B 

6 

土樣加竹子生物碳 

(採井 C 周邊) 
BCC2 C 
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第

三

次

採

樣 

7 

原始土樣 

(採井 A 周邊) 
OI3 A 

8 

土樣加椰子殼生物碳 

(採井 B 周邊) 
CSB3 B 

9 

土樣加竹子生物碳 

(採井 C 周邊) 
BCC3 C 

第

四

次

採

樣 

10 

原始土樣 

(採井 A 周邊) 
OI4 A 

11 

土樣加椰子殼生物碳 

(採井 B 周邊) 
CSB4 B 

12 

土樣加竹子生物碳 

(採井 C 周邊) 
BCC4 C 

13 

土樣加椰子殼生物碳 

(採井 B 中心點) 
CSB4.c -- 

14 

土樣加竹子生物碳 

(採井中心點) 
BCC4.c -- 
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5.4 土壤微生物群落多樣性 

物種分類階層由上而下可分為界、門、綱、目、科、屬、種共七層，擁有相

同階層的物種在演化上也較為相近，相同階層下的物種有可能會有相似的代謝功

能，因此階層分析對於了解微生物組成有很大的幫助。 

 

5.4.1 物種豐度圓餅圖 

物種注釋圓餅圖使用 Krona 進行分析並繪製，圓餅圖上標註物種不同階層的

分類名稱及分佈比例，依 ASVs Table 中各樣本內的物種名稱與豐度，分別以階層

進行統計後繪製圓餅圖。如圖 41、42、43 所示，其中有 6 種菌種為 3 個井都有，

分 別 為  Cupriavidus_metallidurans , Sphingomonas_leidyi , 

Microbacterium_ginsengisoli , Bradyrhizobium_oligotrophicum S58 , 

Bradyrhizobium_embrapense , and Bradyrhizobium_denitrificans ，而其中在三個井

中  Cupriavidus_metallidurans 為三個井口土壤中都大量含有的菌種， 

Sphingomonas_leidyi 此菌種在含有竹子生物碳之井中較多。如圖 41 所示，有 6 

菌屬只出現在不含生物碳之土壤中，分別為  Brevibacillus , Cutibacterium , 

Arthrobacter , Stutzerimonas , Acidibacter , and Herbaspirillum，其中最多為 

Arthrobacter 此菌屬，推測這些菌屬較不適合在有添加生物碳之土壤中。如圖 42 

所示，有 6 菌屬只出現在添加椰子殼生物碳之土壤中，分別為 Anaerococcus, 

Mycolicibacterium, Ardenticatena, Amaricoccus, Terriglobus, and Massilia ，其中最多

為 Massilia，推測此菌屬只適合在有添加椰子殼生物碳之土壤中生長。如圖 43 所

示，有  7 菌屬只出現在添加竹子生物碳之土壤中，分別為  Clostridium, 

Metabacillus, Paracoccus, Shigella, Aromatoleum, Curvibacter, and Ralstonia，推測這 

7 種菌屬只適合在有添加竹子生物碳之土壤中生長。 
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圖 41 第四次採樣井 A 土樣(OI4)之物種豐度圓餅圖 
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圖 42 第四次採樣井 B 土樣(CSB4)之物種豐度圓餅圖 

圖 43 第四次採樣井 C 土樣(BCC4)之物種豐度圓餅圖 
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5.4.2 物種階層序列豐度 

物種階層序列豐度統計表可以根據物種注釋統計每一樣本中的讀取序列，依照

所注釋到的不同階層統計。由此可看出每一樣本中的物種組成注釋到各階層的狀

況。長片段定序資料因包含有更長的序列鹼基資料，因此在分類注釋上可以得到

更詳細且準確的結果。通常短片段對於物種分類的鑑別力只能到屬（Genus），但

長片段的鑑別力可以到種（Species）的層級。圖 44~46 為三個井在這段時間裡物

種階層序列豐度，其中添加竹子生物碳的土壤微生物在物種階層序列豐度上是有

明顯持續上升，但其他井中的土壤微生物則沒有明顯趨勢。 

 

圖 44 井 A 物種階層序列豐度 
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圖 45 井 B 物種階層序列豐度 

圖 46 井 C 物種階層序列豐度 
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5.4.3 物種豐度樹形圖 

在 16S 微生物體的分析應用中，根據物種注釋結果及分組相對豐度資訊，利

用資料視覺化技術樹形圖(Treemap）展示，提供多種 Treemap 呈現方式。圖 47

分別為分組 A (控制組)、分組 B (添加椰子殼生物碳) 、分組 C (添加竹子生物碳)

之物種豐度樹形圖。根據種階層(Species level)及分組，區塊大小代表相對豐度所

對應的比例，以顏色區分該物種所屬的門階層，並將相同門階層的物種以顏色深

淺做區分，以利直覺式辨別。每個區塊亦顯示完整物種名稱及相對豐度大小以方

便閱讀。樹形圖分析的優勢可直觀分辨不同分組間菌種組成的差異，以及組內各

物種相對豐度比例與屬於門階層物種數量關係。 

在圖  47 可以看到組  A 中  Cupriavidus_metallidurans 佔  61.15% ，

Sphingomonas_leidyi 佔 31.2%， Bradyrhizobium_oligotrophicum S58 佔 2.26%， 

Bradyrhizobium_denitrificans 佔 0.9%；而 Cyanobacteria 在不含生物碳之土壤中

含量最高，推測該菌種不適合生長在含有椰子殼生物碳及竹子生物碳之土壤中。

組 B 中 Cupriavidus_metallidurans 佔 59.37%，Sphingomonas_leidyi 佔 33.15%， 

Bradyrhizobium_oligotrophicum S58 佔  1.91%，  Bradyrhizobium_denitrificans 佔 

0.97%， Bradyrhizobium_embrapense 佔 0.7%；而 Actinobacteria 及 Chloroflexi 

在添加椰子殼生物碳之土壤中含量最多，推測椰子殼生物碳較可以幫助

Actinobacteria 及 Chloroflexi 該菌種生長，其中 Chloroflexi 該菌種可以有效將三氯

乙烯(TCE)脫氯轉化為二氯乙烯（DCE）(Kittelmann & Friedrich, 2008; Krzmarzick et 

al., 2012)。組 C 中 Cupriavidus_metallidurans 佔 59.44%，Sphingomonas_leidyi 佔 

34.58% ，  Bradyrhizobium_oligotrophicum S58 佔  2% ； 而  Firmicutes 及 

Bacteroidota 在添加竹子生物碳之土壤中含量最高，推測竹子生物碳可以幫助

Firmicutes 及 Bacteroidota 該菌種生長。 
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 圖 47 物種圓形熱樹

A B C 
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5.4.4 物種相對豐度 

根據物種統計結果，每個樣品或菌群在各族（門、綱、目、科、屬）中相對豐

度排名前 10 名的物種，產生物種相對豐度柱狀圖，便於仔細查看各樣品在不同分

類種群中相對豐度對應的物種比例。菌群整體平均豐度由高到低，每個直條中物

種對應排序由下到上排序展示。相對豐度柱狀圖為例展示如下： 

圖  48 顯示了微生物群落結構之十大優勢菌屬，分別為  Cupriavidus, 

Sphingomonas, Pseudocyanosarcina, Microbacterium, Pseudarthrobacter, 

Bradyrhizobium, Afipia, Stutzerimonas, Acinetobacter and Massilia 。其中 Cupriavidus 

與 Sphingomonas 佔的比例極高，為當地明顯的優勢菌株，但也使的其他八種優勢

菌株難以辨識與比較。因此將 Cupriavidus 與 Sphingomonas 移除後重新繪圖如圖 

49、50 所示，可較明顯比較其餘八種優勢菌株，結果顯示其中四種菌屬是在每個

樣品都可以觀察到的，分別為 Cupriavidus, Sphingomonas, Bradyrhizobium, and 

Microbacterium 。 Cupriavidus 這種物種能夠降解有毒化合物或在重金屬存在下

生長，能夠在含有苯酚或三氯乙烯(TCE)的培養基上生長，並且可以利用不同的氯

酚作為唯一碳源，並共代謝氯化乙烯，例如三氯乙烯(TCE)、順式二氯乙烯和反式

二氯乙烯(DCE)(Armond, 2021; Estrada-De Los Santos et al., 2012; Yonezuka et al., 

2016)。 Sphingomonas 這種物種可以降解三氯乙烯及各種化學物質，其為極穩定

的細菌(Chang et al., 2004; Mera & Iwasaki, 2007)。 Bradyrhizobium 這種菌屬為眾

所周知的固氮菌，微生物體內的化學反應幾乎都需要“酵素”的參與，根瘤菌可過

轉化將大氣中的氮氣轉化成氨此為固氮作用(Kaneko et al., 2002)。 Microbacterium 

這種菌會分泌幾丁聚醣，這是一種天然的表面活性劑可以增加含氯有機物在微生

物的利用率，有了這個菌屬它的外部表面活性劑可以增加還原脫氯的效果(Wan et 

al., 2018; Wan et al., 2019)。 
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圖 48 十大優勢菌屬 

圖 49 八大優勢菌屬 

圖 50 八大優勢菌屬於不同樣品之比例 

上傳時間：2023年9月5日下午 06:10



第五章 結果與討論 

67 

 

圖  51 顯 示 了 微 生 物 群 落 結 構 之 十 大 優 勢 菌 種 ， 分 別 為

Cupriavidus_metallidurans, Sphingomonas_leidyi, Bradyrhizobium_oligotrophicum 

S58, Microbacterium_ginsengisoli, Bradyrhizobium_denitrificans, 

Bradyrhizobium_embrapense, Stutzerimonas stutzeri, 

Pseudarthrobacter_phenanthrenivorans Sphe3, Afipia_broomeae, and Massilia 

haematophila。其中 Cupriavidus_metallidurans 與 Sphingomonas_leidyi 佔的比例

極高，為當地明顯的優勢菌株，但也使的其他八種優勢菌株難以辨識與比較。因

此將 Cupriavidus_metallidurans 與  Sphingomonas_leidyi 移除後重新繪圖如圖 

52、53 所示，可較明顯比較其餘八種優勢菌株，結果顯示其中四種菌種是在每個

樣 品 都 可 以 觀 察 到 的 ， 分 別 為 Bradyrhizobium_oligotrophicum S58, 

Microbacterium_ginsengisoli, Bradyrhizobium_denitrificans, and 

Bradyrhizobium_embrapense 。 較 特 別 的 是 Stutzerimonas stutzeri, 

Pseudarthrobacter_phenanthrenivorans Sphe3, Afipia_broomeae, and Massilia 

haematophila 這些菌種在添加椰子殼生物碳之土壤較適合生長，其菌群較不同於添

加竹子生物碳及不添加生物碳之土壤。 

 

圖 51 十大優勢菌種 
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圖 52 八大優勢菌種 

圖 53 八大優勢菌種於不同樣品之比例 
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5.4.5 物種豐度熱點 

根據所有樣品在各等級中的物種信息及豐度信息（以物種為例），以豐度排名

前 35 名的菌種（未滿 35 個則全部顯示），分組的豐度為組內所有樣品的平均豐

度，從物種分佈進行了熱圖分析，以便於發現哪些物種在哪些樣品中含量較高或

較低(Jami et al., 2013)。由圖 54 上的 OI4、CSB4、BCC4 中，可看出在有無添加

生物碳之土壤樣品中物種豐度有明顯之區別。 

圖 54 物種分佈熱點圖 
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5.4.6 三元相圖 

三元相圖(Ternary Plot)選取三組樣品可以看到在物種分類階層〝種〞上平均豐

度排名前 10 之間優勢物種差異，依照各組的相對豐度繪製三元相圖（Ternary 

plot），如圖 48 所示三組樣品在不同分類階層上，優勢菌種在各組別的含量差異

(Bulgarelli et al., 2015)。圖 55 中三個頂點代表三個樣品分組，分別為井 A 不含生

物碳(A)、井 B 添加椰子殼生物碳(B)及井 C 添加竹子生物碳(C)；三角形中圓圈顏

色代表不同物種，圓圈的大小和所有樣本中的平均相對豐度成正比。圓圈離分組

頂點越接近，表示該物種在這個分組中含量越高（較其他兩個分組高）。結果顯示

大部分菌種皆位於中心點附近，表示大部分菌種於三個分組中含量相近，唯有

Massilia_haematophila 較為特殊，高比例存在於分組 B 中，顯示添加椰子殼生物

碳可幫助該菌種生長。 

 

圖 55 不同樣品分組之間優勢菌種三元相圖 
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5.4.7 文氏圖 

文氏圖(Venn diagram)繪製是對所有樣品進行標準化處理之後進行繪製，每個

分組以一種色系區塊顯示，區塊與區塊間的交集則為分組間的菌種交集，數字表

示交集的菌種數量，沒有互相重疊的區塊則為該分組獨有的菌種。圖 56 中每個

圈代表一個分組，分別為分組 A 不含生物碳(A)、分組 B 添加椰子殼生物碳(B)及

分組 C 添加竹子生物碳(C)，重疊部分表示共有的 ASVs 個數，沒有重疊部分表

特有的 ASVs 個數。三口井約有 11.2% 之微生物菌種相同，井 A 約有 19.4% 獨

有菌種，井 B 約有 23.9% 獨有菌種，井 C 約有 31.1% 獨有菌種，顯示添加生物

碳後會增加獨有菌種比例，這可能是因為生物碳改善了土壤物理結構和微環境，

為不同種類細菌生長提供了更多的生存空間和資源，從而促進了不同種類細菌的

生長發育。另外由圖 57 也可顯示分組 A 與分組 B 之菌種較為相似，而分組 B 與

分組 C 之菌種有較大的差異性。 

 

圖 56 各分組之間物種相似性 
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圖 57 不組別之間比較菌種相似度 
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5.4.8 主成分分析（PCA） 

主成分分析（Principal Component Analysis，PCA）是一種用來識別不同維度

數據統計分析方法，通過正交變換將一組可能存在相關性的變數轉換為一組線性

不相關的變數，轉換後的這組變數叫主成分。通過對樣本（包括質控樣品）進行

主成分分析，可以初步了解各組樣本之間的總體代謝差異和組內樣本之間的變異

度大小。如圖 58 所示，不添加生物碳的樣品為 Blank 作為空白對照組(group A)

與添加椰子殼生物碳(CSB) (group B)及竹子生物碳(BCC) (group C)之樣品進行比

較。結果顯示第一主成分(PC1)可解釋變異的 23.46%，PC1 將 Blank 1 與 CSB3 明

顯區分開來，其餘樣品較無顯著差異。第二主成分(PC2)解釋變異的 21.42%，不僅

將添加竹子生物碳(BCC)的樣品區分開來，也將 CSB 1 的樣品與其他樣品區分開

來。PC1 和 PC2 累計解釋了代謝 9 個樣品變異的 44.88%，可解釋近一半的變異資

訊。 

圖 58 不同分組之間之 PCA 分析 
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5.5 土壤細菌多樣性分析 

Alpha 多樣性指數組間差異分析中，能以箱型圖直觀呈現出每組內的 Alpha 

多樣性指數結果的中位數、離散程度、最大值、最小值、異常值。如下，以Shannon 

指數箱型圖為例，可藉由 Kruskal-Wallis 檢驗分析多組間的物種多樣性差異是否

顯著。由圖 54 可得知，與對照組(Group A)相比，添加椰子殼生物碳 (group B)

及竹子生物碳 (group C)之樣品的Shannon指數無顯著變化，各組之間的差異均未

達到顯著水準。因此，在菌群已穩定的土壤中添加低比例的生物碳不一定會明顯

影響土壤中的細菌多樣性。 

 

圖 59 Alpha 多樣性指數箱型圖 
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5.6 環境因子分析 

環境因數(含水率、電導度、pH值)、優勢菌群和不同樣品間的關係如圖 60 所

示，pH值對菌群的影響能力高於含水率與電導度，其中也顯示pH值和含水率呈現

正相關，pH值、電導度和含水率呈現負相關。而十大菌屬大部分與環境子因相關

性不大，皆集中於中心點，唯有Sphingomonas leidyi及Cupriavidus metallidurans分

別與pH值呈現負相關與正相關。污染物與環境因子之間也顯示TCE與VC去除率與

pH值呈現正相關，TCE去除率與含水率與電導度關係不顯著，VC去除率與含水率

呈現正相關，但與電導度呈現負相關。 

 

圖 60 組間環境因子與物種關聯 RDA 分析圖 
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5.7 優勢菌種 

在微生物研究中，研究對象通常包括樣本、菌種、基因、環境因子或代謝通

路等，為了獲得有用的資訊本研究使用 Spearman 檢驗相關分析對其中隱含的資

訊進行探查，對成對物種進行相關性係數的計算和檢驗。在 ASVs 菌種豐度表格

中選取豐度前  30 名的菌種，以種階層為繪圖菌種名稱，繪製優勢菌種之間 

Spearman 相關係數分析圖，藉此圖可發現優勢菌種之間的重要模式與關係（依存

或拮抗關係）。藍色表示正相關，紅色表示負相關。顏色越深物種之間的正或負相

關性越強。 

可 由 圖  61 、 62 看 出  Microbacterium_ginsengisoli 與

Bradyrhizobium_oligotrophicum S58 、  Acinetobacter_lwoffii 與 

Sphingomonas_leidyi 、  Massilia_haematophila 與  Cupriavidus_metallidurans 及

Methylobacterium_jeotgali 與 Sphingomonas_leidyi，分別有著拮抗關係，相關係數

依序為-0.73、-0.65、-0.65、-0.65，具有高度拮抗關係。這些具有高度節抗關係之

菌種都來自不同的菌屬，上述之關係可從圖 43、46 的優勢菌株於不同樣品之比

例圖中觀察到，當一種菌株在豐度上有優勢時另一菌株就會隨之減少豐度，代表

菌株間之相對豐度會因為依存或拮抗而影響。 
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圖 61 優勢菌種 Spearman 相關係數圖 
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圖 62 優勢菌種 Spearman 相關係數圖 
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5.8 結論與建議 

5.8.1 結論 

1. 研究結果顯示，黏土層較不適合結合生物碳進行生物整治法，建議於坋土

質砂層結合生物碳進行生物整治法可以提高土壤微生物代謝活動的強度、

增加菌群豐富度及多樣性與參與微生物的胞外電子傳遞過程。以坋土質砂

土壤與生物碳比例為 2% 來進行添加生物碳可以有效提高生物整治法效

果。 

2. 研究結果顯示，土壤 pH 值在 pH 6.9 時，土壤中微生物豐富度會較高，在

未來現地應用上 pH 值維持在 pH 6.9，將有助於土壤中微生物生長及生物

多樣性。 

3. 利用 ESEM 鑑定生物碳表面的結構，椰子殼生物碳表面布滿非常細小之孔

洞。竹子生物碳可看出表面具有較均勻分布的孔洞。經過 135 天後將生物

碳取出觀察可看出添加的兩種生物碳多孔結構可為微生物提供適當的棲息

地或載體。 

4. 研究結果顯示，椰子殼生物碳的改良顯著增強了 TCE 的去除，縮短了停

滯期並延長了指數降解期。在椰子殼生物碳系統中可以觀察到第 45 天後， 

TCE 之濃度快速下降，並轉化成 CIS - 1,2 DCE ，而 CIS - 1,2 DCE 與 

VC 達到轉化平衡。 

5. 生物碳對 TCE 及 CIS - 1,2 DCE 有極佳的吸附能力，特別是椰子殼生物碳

的吸附效果更優於竹子生物碳；而竹子生物碳對於吸附 VC 效果較佳。

TCE 對生物碳的吸附和生物脫氯以及中間產物的吸附同時或交替發生，而

吸附的有機分子也可能被生物碳上/內的微生物降解。 

6. 在 16S 全長分析結果顯示在微生物群落結構中十大優勢菌屬，分別為 

Cupriavidus, Sphingomonas, Pseudocyanosarcina, Microbacterium, 

Pseudarthrobacter, Bradyrhizobium, Afipia, Stutzerimonas, Acinetobacter and 

Massilia 。其中四種菌屬是在每個樣品都可以觀察到的，分別為Cupriavidus, 

Sphingomonas, Bradyrhizobium, and Microbacterium 。 

7. 在 16S 全長分析結果顯示在微生物群落結構中有 6 種菌種為 3 個井都有，

分 別 為  Cupriavidus_metallidurans , Sphingomonas_leidyi , 

Microbacterium_ginsengisoli , Bradyrhizobium_oligotrophicum S58 , 
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Bradyrhizobium_embrapense , and Bradyrhizobium_denitrificans ， 而

Cupriavidus_metallidurans 與  Sphingomonas_leidyi 為現地非常優勢的菌

種，占有比例非常高， Sphingomonas_leidyi 此菌種在含有竹子生物碳之

井中較多。 

8. 在菌群已穩定的土壤中添加低比例的生物碳不一定會明顯影響土壤中的細

菌多樣性。 

9. 由上述可知，在已知土壤中已含有有效降解含氯污染物之之優勢菌種下，

可在 TCE 濃度較高時可以先投入椰子殼生物碳，在 45 至 90 天後， 

TCE 之濃度快速下降，並轉化成 CIS - 1,2 DCE 及 VC ，在 90 天後，

再投入竹子生物碳，針對 VC 進行污染濃度之降解，透過兩種生物碳之結

合整治，可以有效針對不同污染物進行吸附降解研究。 

10. 在本研究的場址中，pH 值對菌群的影響能力高於含水率與電導度，其中

也顯示 pH 值和含水率呈現正相關，pH 值、電導度和含水率呈現負相關。 
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5.8.2 建議 

生物碳以其獨特的環境功能和巨大的應用潛力在固碳、土壤改良和污染修復領

域得到了廣泛關注，但其固定化微生物技術在污染土壤修復中的研究則剛剛起

步。本文以椰子殼與竹子為原料製備生物碳，對現場添加生物碳去除三氯乙烯污

染土壤的作用機制進行了探索，但由於生物碳原材料及熱解條件等差異，生物碳

在結構、粒徑分佈、比表面積、pH 等理化性質上，表現出非常廣泛的多樣性。因

此，未來還需要選擇更多的生物碳原材料，在更寬的熱解製備溫度範圍內進行系

統性的研究。另外，由於土壤環境的複雜性及其微生物的多樣性，還需要針對生

物碳對不同污染土壤中生物修復作進一步的研究比較，特別是對土壤微生物數

量、酵素活性等方面的影響變化，還需作深入系統研究。 
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