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摘　　要

本研究之目的在於探討不同污泥齡處理家禽屠宰場廢水活性污泥中之細菌多樣性，藉以瞭解活性污泥中細菌群

落之變化情形。使用商業核酸萃取套組直接分別萃取 7、14、21 及 28 d 污泥齡之活性污泥樣品中之微生物 DNA，

其後以細菌 16S 核醣體核酸小單位基因專一性引子進行 PCR 增幅放大，並將增幅片段選殖於 TA 選殖套組，以建

立 16S rRNA 基因庫，並進行 DNA 定序與細菌多樣性分析。由 4 種樣品所得幾乎完整的 16S rRNA 基因序列數目

分別為 116、122、119 及 108 個，操作分類單位數目則分別為 73、86、80 及 41 個。結果顯示，不同污泥齡的樣

品菌相分布有差異，而所屬菌門有 Acidobacteria、Actinobacteria、Bacteroidetes、Firmicutes、Gemmatimonadetes、
Chloroflexi、Candidatus Saccharibacteria、Planctomycetes、Proteobacteria、Verrucomicrobia 及 unclassified bacteria，4
種樣品中皆以 Proteobacteria 佔最多數 (> 70%)。在株系操作分類單位百分比的分析中顯示，污泥齡 28 d 樣品的百分

比最低 (38.0%)，表示活性污泥中的菌相組成漸趨單純，且以光合菌屬 Rhodobacter 最為豐富，COD 的去除率可達

96% 且出流水之微生物濃度亦較低，僅 8 mg VSS/L，期能將此結果應用於較大規模家禽屠宰場廢水之處理。

關鍵詞：活性污泥、微生物、細菌多樣性。

緒　　言

家禽屠宰場之污染物主要為羽毛與廢水，固體羽毛可委託廠商處理，但大量的廢水則需設置廢水處理設施以進

行處理，使排放水能夠符合環保法令規定之排放標準。屠宰場廢水放流水之標準，其化學需氧量 (chemical oxygen 
demand, COD)、生化需氧量 (biochemical oxygen demand, BOD)、懸浮固體 (suspended solid, SS)及真色色度 (American 
dye manufacturers institute, ADMI)，必須分別不大於 150、80、80 mg/L及 550之數值，同時放流水之 pH值亦須在 6－
9範圍內 (行政院環境保護署，2014)。屠宰場廢水含有機物如脂肪、蛋白質、血液及可供微生物生長的氮、磷營養鹽。

家禽屠宰場廢水之處理，一般採用生物程序與化學程序，生物程序基本上可分厭氧程序與好氧程序兩種，分別適用

於高濃度廢水與低濃度廢水，且廣泛應用於業界。活性污泥法是以微生物為主體的生物處理技術，由細菌、原生動

物、輪蟲及真菌等微生物組成，稱為活性污泥。在足夠的供氧環境中，一群好氧性微生物藉吸附與生化氧化作用，

分解去除廢水中有機物以達淨化水質之目的。

以分子生物學技術探討不同廢水處理中活性污泥之微生物群落組成，已成研究的趨勢 (Rani et al., 2008; Wan et 
al., 2011; Wang et al., 2012; Da Silva et al., 2015)，畢竟自然界中絕大多數的微生物難以分離培養 (Amann et al., 1995; 
Torsvik and Øvreås, 2002)。通常最多採用的分析標的為微生物的小次單位 rRNA，如針對細菌的 16S rRNA 基因與真

菌的 18S rRNA 基因，其餘尚有針對特定的功能性基因如 amoA 與 pfuM 基因，進行相關基因庫的建構、DNA 序列

解析及資料庫比對分析，進而瞭解樣品中微生物的組成與其多樣性程度。目前 DNA 定序技術與時俱進，序列資料

處理快速，檢測成本急遽下降，故能分析複雜的生物樣本組成。

本研究藉由多源基因體學的方式，建構幾乎全長的 16S rRNA 基因庫，經由 DNA 定序與比對，以分析不同污

泥齡操作之活性污泥系統中細菌的組成，探討細菌群落之分布及其差異，同時期能從中找出處理家禽屠宰場廢水中

有機物之優勢細菌，以提供後續廢水處理之應用與探討。
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材料與方法

I. 活性污泥系統操作及樣品採集

本試驗之活性污泥微生物樣品取自活性污泥系統處理家禽屠宰場廢水之試驗。活性污泥系統有效容積為

19.8 L 之壓克力製懸浮生長反應器及 4.4 L 之沉澱池 ( 圖 1)，反應器底部設置曝氣石，以矽膠管連結單孔打氣機，

提供基質降解反應及微生物生長與維持所需之溶氧，維持 3 mg/L 以上，污泥迴流比皆控制為 1，並使反應器內

處於完全混合狀態。活性污泥系統之進流量及進流COD濃度都分別控制為40 L/d及750 mg/L (有機負荷率為1.52 
kg COD/m3/d)，反應器內置有完全浸入式自動加熱棒 (Visi-Therm, Aquarium System, Italy) 控制水溫於 26 ± 1℃。

活性污泥系統經污泥植種、馴化一段時間使其適應家禽屠宰廠廢水後，才開始陸續改變 7、14、21 及 28 d 等污

泥齡試程操作，活性污泥系統污泥齡及生物量之控制則是每日自反應器內廢棄 2.86、1.43、0.95、0.71 L/d 之活

性污泥混合液。

圖 1. 活性污泥反應系統示意圖。

Fig. 1.	 Illustration of activate sludge reactor system.

II. 活性污泥微生物 DNA 之快速萃取

利用商業化套組 (PowerSoil DNA Isolation Kit, MOBIO, USA) 進行活性污泥中微生物 DNA 之萃取，些微修

改廠商提供操作步驟後以進行 DNA 萃取，最後即可得到品質良好的較小分子量的 DNA 溶液。操作步驟簡述如

下：取 2 mL 活性污泥溶液於微量離心管，在 15,000 × g 下，離心 2 min，倒掉上清液。將樣品置入含陶瓷珠緩

衝液之微量管，加入 60 μL C1 緩衝液 ( 含 SDS 之試劑，用以溶解細胞 )，震盪混勻 5 s。以組織均質機 (MagNA 
Lyser, Roche, Germany)在 5,500 rpm條件下，作用25 s。在10,000 × g下離心30 s，吸取上清液至新的微量離心管。

依序以不同的緩衝液 (C2 － C6：C2 含特定試劑以沉澱非 DNA 之有機與無機物質，C3 含特定試劑以沉澱額外

的非 DNA 之有機與無機物質，C4 為高濃度鹽溶液，C5 為含乙醇之溶液，C6 為洗提溶液 ) 與旋轉過濾管進行

DNA 純化步驟，最後可得 100 μL DNA。

III. 細菌多樣性分析

以細菌 16S rRNA 基因通用之引子對 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3', Edwards et al., 1989) 和
1492R (5'-TACCTTGTTACGACTT-3', Wilson et al., 1990)，增幅放大多源基因體 DNA 之 16S rRNA 基因片段，

並選殖於 TA 選殖載體上，所使用之定序引子包括 T7、SP6、27F、519F (5'-GTGCCSGCMGCCGCGGTAA-3', 
Lane et al., 1985)、519R (5'-GWATTACCGC GGCKGCTG-3', Lane et al., 1985) 及 1492R，再以定序試劑 BigDye 
Terminator 3.1 進行定序反應，之後以 ABI3730 DNA 自動定序儀解序，並至 RDP (Ribosomal Database Project) 網
頁 (http://rdp.cme.msu.edu) 利用線上程式 Classfier 分析細菌 16S rRNA 株系可能歸屬之菌門或菌綱 (Wang et al., 
2007)，並以線上程式Libcompare比較 4個 16S RNA基因庫 (Cole et al., 2014)。以線上程式Fastgroup II程式 (http://
biome.sdsu.edu/fastgroup/) (Yu et al., 2006) 分析所得 DNA 序列彼此間之相似度，做為操作分類單位 (operational 
taxonomic unit, OTU) 計算之依據，並可獲知 Shannon-Wiener index (H)、Chao I、Evenness 及 Good’s Coverage 等

參數。
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結果與討論

表 1 結果顯示，活性污泥系統 ( 有機負荷率為 1.52 kg COD/m3/d) 的食微比呈現隨污泥齡增加而降低的現象，污

泥濃度隨污泥齡增加或食微比降低而增加趨勢，表示食微比低之活性污泥系統內保留較高的污泥濃度且具較長的污

泥齡，COD 去除率亦隨提高污泥齡或降低食微比而增加，出流水之微生物濃度亦隨污泥齡之增加而降低，表示適

當的程序控制污泥齡或食微比參數，使活性污泥系統中之微生物形成足夠高分子量蛋白質與脂肪酸聚合物質，增加

微生物絮凝作用形成膠羽，使活性污泥系統出流水含低濃度的 VSS (volatitle suspended solids) 含量。

表 1. 活性污泥系統處理家禽屠宰場廢水之操作條件及結果

Table 1.	 The results and conditions for treating poultry slaughterhouse wastewater with activated sludge reactor system

Test run Organic Biomass F/Ma Effluent COD

loading rate concentration (kg COD/ kg VSS/d) CODb VSSc Removal rate

(kg COD/m3/d) (mg VSS/L) (mg/L) (%)

SRT07 1.52 1,340 1.13 49 48 93.5

SRT14 1.52 1,690 0.90 43 30 94.3

SRT21 1.52 2,110 0.72 33 18 95.6

SRT28 1.52 2,670 0.57 30 8 96.0
a F/M: food to microorganism ratio.
b COD: chemical oxygen demand.
c VSS: volatitle suspended solids.
The influent COD concentration in all test runs was 750 mg/L.

使用商業化核酸萃取套組以陶瓷珠衝擊樣品的方式，可以有效地直接萃取污泥齡分別為 7、14、21 及 28 d 之

活性污泥樣品中微生物之 DNA。以細菌 16S rRNA 基因專一性之引子，進行 4 種不同污泥齡 DNA 樣品之 PCR 增

幅放大，並將增幅片段選殖於 TA 選殖載體，以建立 4 組 16S rRNA 基因庫，分別稱為 SRT07、SRT14、SRT21 及

SRT28 基因庫。從 4 組基因庫中，分別逢機挑選 144 個株系，進行培養並萃取其重組質體，完成約 1.5 kb 長 DNA
定序。4 組基因庫株系定序成功而得到近乎全長者，數目分別為 116、122、119 及 108 個 ( 表 2)，而在各組株系

OTU 的分析中顯示，各組的 OTU 數目分別為 73、86、80 及 41 個 ( 表 2)，其中以污泥齡 28 d 樣品的 OTU 百分比

最低僅約 38%，表示活性污泥中的菌相漸趨單純化，進一步經 DNA 序列的比較分析得知，其中以菌屬 Rhodobacter
最為豐富，而 Rodobacter 屬於光合細菌的一種。各個 16S rRNA 基因庫的多樣性指標包括 Shannon-Wiener index (H)、
Chao I、Evenness 及 Good’s Coverage，數值分別介於 2.94 － 4.19、140 － 410、0.77 － 0.94 及 41% － 74%，其中

SRT28 基因庫與 SRT07、SRT14 及 SRT21 基因庫之參數有明顯的差異 ( 表 2)。Al-Mutairi (2007) 利用 Biolog 技術探

討以好氧選擇器系統與傳統系統處理屠宰場廢水之微生物多樣性，結果顯示好氧選擇器系統維持較高多樣性，其 H
值介於 3.8 － 4.6，但傳統系統之 H 值僅介於 1.8 － 2.8。

表 2. 四種活性污泥樣品 16S rRNA 基因庫之多樣性指標

Table 2.	 Diversity indices of 16S rRNA gene libraries from 4 activated sludge samples

Library No. of sequences No. of OTUsa Hb Chao Ic Evennessd Good’s coverage (%)

SRT07 116 73 3.99 353 0.93 50

SRT14 122 86 4.19 410 0.94 41

SRT21 119 80 4.13 336 0.94 46

SRT28 108 41 2.94 140 0.77 74
a OTU: Operation taxonomic unit.
b H: Shannon-Wiener index.
c Chao I: Estimation of abundance.
d Evenness: Estimation of richness.
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各基因庫株系於細菌門種類的分布分別有 7 － 8 種，而總共菌門的種類則有 Acidobacteria、Actinobacteria、
Bacteroidetes、Firmicutes、Gemmatimonadetes、Candidatus Saccharibacteria、Planctomycetes、Proteobacteria、
Verrucomicrobia 及 Unclassified bacteria。各組樣品基因庫細菌門分布頻率最高者為 Proteobacteria，其數值介於

76.5 － 87.8% ( 表 3)，其餘較多者為 Bacteroidetes 與 Unclassified bacteria。許多有關活性污泥細菌多樣性分析的結

果顯示，Proteobacteria 是最具優勢的菌門，其次為 Bacteroidetes (Hai et al., 2014; Lee et al., 2015; Ma et al., 2015)。
各組基因庫於 Proteobacteria 分布頻率比較，結果顯示，在 SRT07 基因庫中，α-Proteobacteria 為多數占 22.4%，

γ-Proteobacteria在SRT14與SRT21基因庫中為多數，分別占31.1與21.8%，而SRT28基因庫中，則以α-Proteobacteria
為最多數占 49.1%。Da Silva et al. (2015) 以 16S rRNA 基因片段為標的，分析養豬廢水中細菌組成，結果顯示優勢

的菌門包括 Firmicutes、Bacteroidetes、Proteobacteria 及 Actinobacteria。以批式活性污泥法廢水處理技術 (sequencing 
batch reactor, SBR) 處理抗生素工業廢水，並以 PCR-DGGE 法分析其中曝氣、沉澱、靜置三個階段樣品中 16S rRNA
基因 V3 區域，發現在曝氣階段的樣品中細菌多樣性最高，且細菌菌落組成最為複雜，很多屬於未能培養者 (Han et 
al., 2013)。

表 3. 活性污泥 16S rRNA 基因株系於菌門之分布

Table 3.	 Phylum distribution of bacterial 16S rRNA gene clones derived from activated sludge

Phylum SRT07 SRT14 SRT21 SRT28
----------------------------No. (%) of clones within the respective division----------------------------

Proteobacteria 99 (85.3) 91 (74.6) 92 (77.3) 87 (80.6)
α 26 (22.4) 10 ( 8.2) 18 (15.1) 53 (49.1)
β 19 (16.4) 22 (18.0) 21 (17.6) 14 (13.0)
γ 22 (19.0) 38 (31.1) 26 (21.8) 15 (13.9)
δ 18 (15.5) 9 ( 7.4) 18 (15.1) 3 ( 2.8)
Unclassified 14 (12.1) 12 ( 9.8) 9 ( 7.6) 3 ( 2.8)

Bacteroidetes 8 ( 6.9) 18 (14.8) 9 ( 7.6) 3 ( 2.8)
Planctomycetes 1 ( 0.9) 2 ( 1.6) 6 ( 5.0) 2 ( 1.9)
Candidatus Saccharibacteria 1 ( 0.9) 1 ( 0.8) 1 ( 0.8) 7 ( 6.5)
Gemmatimonadetes 1 ( 0.9) － － －

Chloroflexi 1 ( 0.9) － － －

Verrucomicrobia － 2 ( 1.6) 1 ( 0.8) 1 ( 0.9)
Actinobacteria － 1 ( 0.8) 1 ( 0.8) －

Hydrogenedentes － 1 ( 0.8) － 1 ( 0.9)
Acidobacteria － － 1 ( 0.8) 2 ( 1.9)
Unclassified bacteria 5 ( 4.3) 6 ( 4.9) 8 ( 6.7) 5 ( 4.6)

表 4 顯示 4 個基因庫於菌屬層次分布頻率的比較，由結果發現 SRT07 與 SRT14 和 SRT28 有顯著性差異的部

分，皆為 Rhodobacter 出現次數，分別為 SRT07 vs. SRT14 = 9 vs. 0 (P = 1.51E － 3) 與 SRT07 vs. SRT28 = 9 vs. 43 (P 
= 2.15E － 8)；SRT14 與 SRT28 顯著性差異在菌屬 Rhodobacter 與 Dokdonella，出現次數分別為 0 vs. 43 (P = 7.17E －

15) 與 11 vs. 1 (P = 6.58E － 3)；而 SRT21 與 SRT28 的顯著性差異則在菌屬 Rhodobacter 與 Nannocystis 出現次數，

分別為 2 vs. 43 (P = 3.78E － 12) 與 11 vs. 0 (P = 8.62E － 4)。Rhodobacter 於家禽屠宰場廢水連續操作模型槽中的變

化由少數變成最終的大多數，而成優勢菌株。由表 1 得知，在 SRT28 操作條件下，COD 的去除率高達 96% 且出流

水之 VSS 含量亦較低，亦可推測 Rhodobacter 在廢水有機物的降解，扮演重要的角色。Do et al. (2003) 從養豬廢水

厭氣塘中分離出一株光合菌 Rhodobacter sp. Strain PS9，用以處理異味成分，同時發現此菌在明尼蘇達、愛荷華、

密蘇里及北卡羅萊納等地養豬廢水厭氣塘的試驗中均為優勢菌種。Huang et al. (2001) 在傳統的活性污泥反應槽中添

加 Rhodobacter sp.，處理養豬廢水經厭氧處理的排出水，結果顯示處理效果更佳。Li et al. (2013) 自除草劑丁草胺製

造工廠廢水處理設施中之活性污泥樣品，分離出一種菌屬為 Dokdonella 的格蘭氏陰性、好氧、不產生孢子的桿菌，

此菌最適合生長的溫度與 pH 分別為 30℃與 7.0。Gao et al. (2012) 則以 amoA 基因探討 10 個廢水處理系統之氨氧化

古細菌與細菌豐富性與多樣性，發現氨氧化細菌比氨氧化古細菌更多樣，而 Nitrosomonas 屬是 10 個廢水處理系統

中最具優勢的細菌。
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表 4. 不同污泥齡樣品 16S rRNA 基因庫於菌屬層次之比較 a

Table 4.	 Comparison of four bacterial 16S rRNA gene libraries derived from activated sludge samples with different sludge 
retention time on genus levela

Library SRT07 SRT14 SRT21 SRT28
SRT07 － － － －

SRT14
Rhodobacter

(9/0/1.51E-3)b － － －

SRT21 NSc NS － －

SRT28 Rhodobacter
(9/43/2.15E-8)

Rhodobacter
(0/43/7.17E-15)

Dokdonella
(11/1/6.58E-3)

Rhodobacter
(2/43/3.78E-12)

Nannocystis
(11/0/8.62E-4)

－

a : P < 0.01.
b : The numbers in the parentheses are number of clones in the upper library, in the righ-handed library and significance, 

respectively.
c : No significance.

以分子生物技術與多源基因體學分析的方式，可以瞭解以活性污泥法處理屠宰場廢水時，在不同的污泥齡中細

菌的族群分布情形，並與實際廢水處理結果連結分析，以找到主要負責降低廢水中有機物含量的細菌種類，而在本

研究中即已發現光合菌 Rhodobacter 在 ASR 系統可能扮演重要降解有機物的主角，期能將此研究結果應用於實際較

大規模家禽屠宰場廢水之處理。
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The objective of this study was to investigate the bacterial diversity of activated sludge with different sludge retention 
time (SRT) to treat slaughterhouse wastewater. The microbial DNA of activated sludge samples from those with SRTs of 7, 
14, 21 and 28 days were extracted directly using a commercial kit and bead-beating protocol, respectively. The 16S ribosomal 
RNA genes of bacteria from 4 activated sludge samples were amplified with bacterial specific sets of primers by PCR. The 
amplicons were ligated into TA cloning vectors to construct 16S rRNA gene libraries for DNA sequencing and bacterial 
diversity analyses. A total of 312 almost full-length 16S rRNA gene clones from 4 activated sludge samples were obtained. 
The results indicated that the bacterial profiles comprising of Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, 
Gemmatimonadetes, Chloroflexi, Candidatus Saccharibacteria, Planctomycetes, Proteobacteria, Verrucomicrobia and 
unclassified bacteria differed in SRT samples. The most of these communities belonged to Proteobacteria phylum (> 70%). 
In OTU analysis, the OTU percentage of 28-day SRT sample was the lowest (38.0%) which revealed that the bacterial profile 
tended towards simplicity and photosynthetic bacterium Rhodobacter was the majority. However, the COD removal rate 
under SRT28 test run was still as high as 96% and the concentration of microorganisms in effluent waster was very low as 8 
mg VSS/L. The study is expected to apply for the treatment of lager scale wastewater from poultry slaghterhouse.

Key words: Activated sludge, Microorganism, Bacterial diversity.
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