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硝化菌篩選與氨之生物處理 
 

郭令錚  經營組 
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一、中文摘要 
篩選自養猪廢水之異營性硝化菌Ⅰ-06 (Sphingopyxis spp.)及Ⅰ-09 

(Delftia tsuruhatensis )皆為革蘭氏陰性菌，具有觸酶陽性及運動性，不具氧

化酶，在好氣環境下會生長，厭氣環境下則無法生長。此二株異營性硝化

菌經銨代謝試驗，確定具有對氨 (銨)氮之硝化能力。Ⅰ-06 及Ⅰ-09 可生長

溫度範圍很廣，從 15℃～37℃皆能生長，25℃以上培養時則生長速率約略

相同，兩株菌約在培養後 8-10 天達最大菌數。兩株硝化菌在液態菌劑中以

Ⅰ-06 之保存性較差，經保存 30 週後其菌數之殘存量分別為 56.35% (4℃)
及 31.87% (25℃)，而Ⅰ-09 之保存性則較佳，經保存 30 週後其菌數之殘存

量分別為 60.70% (4℃)及 55.42% (25℃)，尤其是以在 25℃保存條件下Ⅰ-09
之保存性明顯優於Ⅰ-06。選用顆粒活性碳或碳化粗糠作為固態菌劑之擔

體，兩者皆能表現良好之生長性狀。兩株硝化菌在固態菌劑中之保存性皆

相似，經保存 26 週後其菌數之殘存量Ⅰ-06 為 74.47% (4℃)及 51.40% 
(25℃)，而Ⅰ-09 之菌數殘存量為 75.66% (4℃)及 53.46% (25℃)。在氨氮的

變化部分，在測試 10 天後於生長培養基中之氨氮去除率分別為Ⅰ-06 的
11.48%，Ⅰ-09 的 55.62%。在化學合成培養基中之氨氮去除率分別為Ⅰ-06 
的 33.85%，Ⅰ-09 的 62.99%顯示菌株Ⅰ-06 及Ⅰ-09 在提供簡單營養源 (化
學合成培養基)時較提供複雜營養源 (生長培養基)者之氨氮去除率為高，尤

其以菌株Ⅰ-06 之結果尤為明顯。在硝酸氮及亞硝酸氮的變化部分，菌株

Ⅰ-06 在硝化期間之蓄積量很低，只有在化學合成培養基中有少許蓄積；菌

株Ⅰ-09 在硝化期間有較高的硝酸氮及亞硝酸氮蓄積量 
 
關鍵詞：硝化菌(Nitrobacter)、硝化作用(Nitrification)、氨氣(Ammonia) 
 
二、前言 

惡臭氣味本屬於民眾嗅覺感受不愉快之主觀判斷，畜殖場 (或堆肥場)
常因惡臭問題受到鄰近居民抗議及檢舉，而根據「空氣污染防制法施行細

則」之規定會受到很重的罰則，情節重大者甚至得勒令歇業，因此畜殖場

惡臭的防治技術就有日益迫切的需要。 
雖然國內已有多年除臭技術的探討，無論從改進飼料營養成分、飼料

中添加除臭劑 (酵素、微生物)、改良畜舍設計減少逸散、改善飼養管理、

噴撒除臭劑、開發除臭反應槽 (理化吸附、生物轉化)或研發除臭微生物等，

均尚未有一確切之結論與成效。畜殖場有超過百種以上的惡臭相關化學物

質被分析出來，其多為畜禽糞尿經微生物代謝之終產物或中間物，包括揮
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發性脂肪酸酸、醇類、酚類、酮類、氨 (胺)類、硫化物、硫醇類和含氮雜

環化合物等 (羅等，1995)，其中以氨氣、三甲基胺、硫化氫及臭氣 (如
indole、skatole)等為造成惡臭問題的主要指標氣體 (吳，1990)，而這些物質

部份可藉由以微生物轉換作用(如硝化作用、脫硝作用、氧化還原反應…)
的方式加以降低或去除 (蘇等，1998；Cho et. al., 1991；Nakada and Ohta, 
1997；Ohta, 1996)。 

有關以微生物去除臭味物質有被廣泛的研究；微生物對氨 (銨)氮的去

除包含了硝化作用  (nitrification)與脫硝作用  (denitrification) (Ward and 
Carlucci, 1985；Prosser, 1989；McCaig et. al., 1994；Zumft, 1997；Ye and 
Thomas, 2001)。硝化作用是氨 (銨)氧化成亞硝酸再氧化成硝酸的過程 (如
圖 1 所示)，此類微生物包含有 Nitrosomonas  spp.，Nitrobacter  spp.等自

營性氨氧化菌 (Bock et. al., 1995；Schmidt and Bock, 1997)及 Alcaligenes  
faecalis(Papen, et. al., 1989、Otte et al., 1999)、Arthrobacter spp (Prosser, 
1989、Richardson et al., 1998)、Paracoccus denitrificans (Moir, et. al., 1996)、
等異營性硝化菌。脫硝作用是將硝酸鹽或亞硝酸鹽轉換成氮氧化物或氮氣

逸散至大氣中，此為脫硝菌主要的作用 (Zumft, 1997)，如 Pseudomonas 
stutzeri. (Korner, 1993)，Pseudomonas denitrificans、Thiobacillus denitrificans 
(Knowles, 1982)等。其他亦有部分真菌 (如 Aspergillus 菌屬)及細菌 (如
Alcaligenes spp.、Arthrobacter spp.、Thiosphaera pantotropha 菌屬)皆可以行

異營性的硝化-脫硝作用 (Castignetti and Hollocher, 1982；Robertson et. al., 
1988；Prosser, 1989；Robertson and Kuenen, 1990；Kuenen and Robertson, 
1994；Honda et. al., 1998 ；Richardson et al., 1998；Otte et al., 1999)。 

 

 
 (Ye and Thomas, 2001) 

圖 1. 微生物性氮循環 (Microbial Nitrogen Cycles)。 

 
三、試驗材料與方法 
(ㄧ)供試菌株：使用篩選自養猪廢水之硝化菌Ⅰ-06 (Sphingopyxis spp.)、

Ⅰ-09 (Delftia tsuruhatensis)及對照用菌株 Arthrobacter oxydans 
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(BCRC 11573)。 
(二)培養基：R2A medium、BCRC 529 medium、BCRC 66 medium、chemical 

synthesize medium。 
(三)各種無機氮含量之分析使用 Merck Ltd. 之 NOVA Mobile Analysis 

Spectroquant® test kit： 
1. Ammonium test (measuring range 5-150mg/L NH4+-N)； 
2. Nitrate test (measuring range 0.1-25mg/L NO3－-N)； 
3. Nitrite test (measuring range 0.002-1.00mg/L NO2－-N)。 

(四) 試驗方法： 
1. 菌種活化： 

測試菌株Ⅰ-06 (Sphingopyxis spp.)、Ⅰ-09 (Delftia tsuruhatensis)分別接

種於 R2A medium、BCRC 529 medium 中 (接菌量 1% v/v)，對照菌株

Arthrobacter oxydans (BCRC 11573)接種於 BCRC 66 medium，在 26℃下培

養 7 天，使用前連續活化兩次。 
2. 測試菌株最適生長溫度之測試： 

將活化後之測試菌株Ⅰ-06 (Sphingopyxis spp.) 、Ⅰ-09 (Delftia 
tsuruhatensis)分別接種於R2A medium (Ⅰ-06)及BCRC 529 medium (Ⅰ-09)
中 (接菌量 1% v/v) ，於 15℃、20℃、25℃、30℃、37℃之溫度下培養，

每 2 天取樣測定其生菌數，並繪製其在各培養溫度下之生長曲線。 
3. 液態菌劑之試製： 

將活化後之測試菌株進行擴大培養，擴大培養後之菌液經離心(4500×
g)後取其沉澱之菌體部分，再將取得之菌體重新懸浮於新配置之培養基中

成為濃縮菌液 (約 100 倍濃縮)，再添加等量甘油貯存於 4℃及 25℃下保

存。每隔兩週測試菌株之存活情形。 
4. 固態菌劑之試製： 

將活化後之測試菌株接種在含 R2A medium (Ⅰ-06)及 BCRC 529 
medium (Ⅰ-09)之顆粒活性碳及炭化粗糠中(液態培養基與固態擔體以 1:2
比例混合後置於血清瓶中滅菌)，菌種接種量為 10% v/v，接菌後於 30℃下

培養 10 天，每 2 天取樣測定其生菌數；培養完成後貯存於 4℃及 25℃下

保存，每隔兩週測試菌株之存活情形。 
5. 硝化活性之測定 

測試菌硝化活性之測定除以各供試菌之生長培養基作為測試用培養

基，另外亦使用醋酸鈉 (CH3COONa)為碳源、硫酸銨 [(NH4)2SO4]為氮源

的化學合成培養基，氨的起始濃度約為 100 mg/l，而後置於 26℃的恆溫培

養箱中培養。每隔 1 天測試各種無機氮含量 (NH4
+-N、NO3

－-N、NO2
－-N)

及菌株之存活情形。 
各種無機氮含量之分析使用 Merck Ltd.之 NOVA Mobile Analysis 

Spectroquant® test kit 測定，樣品經離心 (4500×g)後以原液或以定量瓶稀
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釋至適當倍數，取所需之樣品體積與呈色試劑於試管中充份混合，待反應

後移至石英管中以 NOVA 60 Spectroquant® photometer 測定各種無機氮之

濃度。 
 

四、結果與討論 
本研究所使用之菌種為分離自養猪場廢水之異營性硝化菌，編號分別

為Ⅰ-06 及Ⅰ-09 兩株 ，經由 16s rDNA 部份序列分析、脂肪酸鑑定系統分

析及 Biolog 鑑定系統分析等鑑定確認菌株Ⅰ-06 為 Sphingopyxis spp.，菌株

Ⅰ-09 為 Delftia tsuruhatensis。此二株異營性硝化菌皆為革蘭氏陰性菌，具

有觸酶陽性及運動性，不具氧化酶，在好氣環境下會生長，厭氣環境下則

無法生長。此二株異營性硝化菌使用含硫酸銨之培養基培養，並以修飾過

之 Griess-Ilosvay reagents 為測定方法，進行分離菌種之銨代謝測定銨代謝

試驗，在培養基中加入重氮化試劑  (diazotizing reagent)及聯結試劑 
(coupling reagent)後顏色馬上變成粉紅色，代表培養液中含有亞硝酸氮 
(NO2－-N)成分，即菌種具有對氨 (銨)氮之硝化能力。 

測試硝化菌株Ⅰ-06 及Ⅰ-09 之最適生長溫度，其結果如圖 2 所示，此

二株菌之生長溫度範圍很廣，從 15℃～37℃皆能生長，培養溫度愈高則生

長愈快，超過 40℃則生長停止。較低溫度培養 (15-20℃)時以Ⅰ-09 之生長

相對較差，25℃以上培養時則生長速率約略相同，兩株菌約在培養後 8-10
天達最大菌數。 

將擴大培養之菌液經離心 (4500×g)後取其沉澱之菌體部分，再將取得

之菌體重新懸浮於新配置之培養基中成為濃縮菌液 (約 100 倍濃縮)，再添

加等量體積之甘油，即成試製之濃縮液態菌劑。將此濃縮液態菌劑分別貯

存於 4℃及 25℃下進行保存性試驗，其結果如圖 3 所示。兩株硝化菌在液

態菌劑中以Ⅰ-06 之保存性較差，經保存 30 週後其菌數之殘存量分別為

56.35% (4℃)及 31.87% (25℃)，而Ⅰ-09 之保存性則較佳，經保存 30 週後

其菌數之殘存量分別為 60.70% (4℃)及 55.42% (25℃)，尤其是以在 25℃保

存條件下Ⅰ-09 之保存性明顯優於Ⅰ-06。 
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圖 2. 測試菌株Ⅰ-06 (Sphingopyxis spp.)及Ⅰ-09 (Delftia tsuruhatensi )在不同

培養溫度下生長之情形。 
 

 
圖 3. 試製液態菌劑保存期間生菌數之變化。 

 

將測試菌接種在含生長培養基之顆粒活性碳及碳化粗糠擔體中，經

30℃下培養 10 天即成試製之固態菌劑。此二株菌在固態擔體中之生長情形

如圖 4 所示。結果顯示二株菌在固態擔體中與在液態培養基中之生長情形

是相似的，且不論使用顆粒活性碳或碳化粗糠作為固態擔體，其生長情形

亦是相似的。將此固態菌劑分別貯存於 4℃及 25℃下進行保存性試驗，其

結果如圖 5 所示。兩株硝化菌在固態菌劑中之保存性皆相似，經保存 26 週

後其菌數之殘存量Ⅰ-06 為 74.47% (4℃)及 51.40% (25℃)，而Ⅰ-09 之菌數

殘存量為 75.66% (4℃)及 53.46% (25℃)。 
將硝化菌株Ⅰ-06 及Ⅰ-09 培養於含硫酸銨之生長培養基及以醋酸鈉為

碳源，硫酸銨為氮源之化學合成培養基中，並測定培養基中 NH4
+-N、NO3
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－-N、及 NO2
－-N 等無機氮含量，以了解菌株在不同培養基中對於氨氮之硝

化速率及亞硝酸氮、硝酸氮等中間產物之累積情形，試驗中並以 Arthrobacter 
oxydans (BCRC 11573)作為對照菌株，其結果如圖 6 所示。 
在氨氮的變化部分，在測試 10 天後於生長培養基中之氨氮去除率分別為

Ⅰ-06 的 11.48%，Ⅰ-09 的 55.62%及 Arthrobacter oxydans 的 62.55%，在化

學合成培養基中之氨氮去除率分別為Ⅰ-06 的 33.85%，Ⅰ-09 的 62.99%及

Arthrobacter oxydans 的 63.18%，顯示菌株Ⅰ-06 及Ⅰ-09 在提供簡單營養源

(化學合成培養基)時較提供複雜營養源 (生長培養基)者之氨氮去除率為

高，尤其以菌株Ⅰ-06 之結果尤為明顯。另外菌株Ⅰ-09 之氨氮去除率略低

於對照菌株 Arthrobacter oxydans。文獻中指出不同種類之有機碳源會影響

微生物對硝酸鹽及亞硝酸鹽之硝化-脫硝速率 (Narkis et al., 1979; Bilanovic 
et al., 1999)。Constantin and Fick (1997)分別以乙酸及乙醇做為碳源，發現使

用乙酸碳源之比硝化-脫硝速率高於使用乙醇碳源者，故使用不同種類之碳

源會使速率相異。Hallin and Pell (1998)指出簡單有機物比複雜者為更佳之

供氫質，故愈簡單之有機物會使硝化-脫硝速率愈高。 
 

 
圖 4. 測試菌株Ⅰ-06 及Ⅰ-09 在固態基質中生長之情形。 

 

 
圖 5. 試製固態菌劑保存期間生菌數之變化。 
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圖 6. 測試菌株於硝化試驗期間氨氮 (NH4

+-N)、硝酸氮 (NO3
－-N)及亞硝酸

氮 (NO2
－-N)之變化情形。 

註： GM= growth medium；CM= chemical synthesize medium 
 

在硝酸氮及亞硝酸氮的變化部分，菌株Ⅰ-06 在硝化期間之蓄積量很

低，只有在化學合成培養基中有少許蓄積；菌株Ⅰ-09 在硝化期間有較高的

硝酸氮及亞硝酸氮蓄積量；對照菌株 Arthrobacter oxydans 則是只有較高的

亞硝酸氮蓄積量，硝酸氮的蓄積量很低，與文獻中指出 Arthrobacter oxydans 
在硝化過程中主要產物為亞硝酸氮及有機氮 (Chung et al.1997)之結果相

符。 

在硝化率試驗期間測試菌生菌數之變化如圖 7 所示，三株硝化菌之生

菌數隨著培養時間延長而增加，但以培養於生長培養基者增加的菌數明顯

高於培養在化學合成培養基者，其原因可能是化學合成培養基中只有簡單

的碳源及氮源，並無法提供生長時充足之營養源。 
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圖 7. 硝化試驗期間生菌數於生長培養基(左)及化學合成培養基(右)中之變

化情形。 
 
五、結論與建議 
1. 篩選自養猪廢水之異營性硝化菌Ⅰ-06 (Sphingopyxis spp.)及Ⅰ-09 

(Delftia tsuruhatensis)之可生長溫度範圍很廣，從 15℃～37℃皆能生長，

適合在臺灣地區終年之平均氣溫下生長。 
2. 本研究不論選用顆粒活性碳或碳化粗糠作為固態菌劑之擔體，硝化菌

Ⅰ-06 及Ⅰ-09 皆能表現良好之生長性狀。 
3. 硝化菌Ⅰ-06 及Ⅰ-09 試製之液態菌劑，經長時間保存後其存活率明顯低

於固態菌劑，但因其製作過程中有濃縮之步驟，故其最終之生菌數仍高

於固態菌劑。因液態菌劑具有操做方便容易生產，體積小易保存及使用

方便等特點，往後應朝改良保存劑以提高存活率的方向開發。 
4. 菌株Ⅰ-06 之氨氮去除率遠低於Ⅰ-09，但在提供簡單營養源 (化學合成

培養基)時較提供複雜營養源 (生長培養基)者之氨氮去除率為高，尤其以

菌株Ⅰ-06 之結果尤為明顯。而菌株Ⅰ-06 在硝化期間之蓄積量很低，只

有在化學合成培養基中有少許蓄積，菌株Ⅰ-09 則在硝化期間有較高的硝

酸氮及亞硝酸氮蓄積量，其兩者之間相異點是否具有互補性是今後所需

探討的課題。 
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