
第二章、實驗部分 
 
2-1 實驗原理與目的 

壓電晶體感測器具有高靈敏、成本低並能夠監測整個反應的過程

的優點，因此利用壓電晶體來發展三酸甘油酯感測器。主要是利用

C60-lipase濾片催化分解三酸甘油酯並利用已塗佈C60-cryptand [2.2]的

石英壓電晶體來吸附三酸甘油酯經酵素催化後的產物-脂肪酸。 

 
2-2 藥品與器材 
碳六十：購自 Materials and Electrochemical Research 

Cryptand [2.2]：購自 Merck 

Lipase (EC 3.1.1.3) typeⅦ from candida rugosa：購自 Sigma 

Triacetin , 99 % (Glycerol triacetate)：購自 Acros 

Tributyrin, approx. 99 % (Glycerol tributyrate)：購自 Sigma 

D-Glucose ， L-Alanine ， Urea ， potassium nitrate ， calcium nitrate 

tetrahydrate：購自 Acros 

Toluene，THF(Tetrahydrofuran)：購自 Acros 

Filter：購自永旭行 

 

 

 
2-3 石英晶片 
 
2-3-1 石英晶片之處理 

本實驗室所使用的石英晶片為加高電子所生產(H.ELE.)所生

產，規格為 TXC，直徑 9 mm，銀電極直徑 4.5 mm，厚 0.18 mm 的

圓形 AT-cut 石英晶片。外以金屬殼保護，使用前以鋸子將外殼鋸開，

即可取出晶片使用，晶片如圖 2-1 所示。 
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圖 2-1 石英晶片之簡易圖 

Fig.2-1 Quartz crystal 

 

 
2-3-2 石英銀電極之表面塗佈液 

本實驗塗佈液製備過程如下： 

(a) C60/PVC塗佈液：取 150 mg之C60及 65 mg之PVC(polyvinyl 

chloride)溶於 15 ml的甲苯溶液中，並以超音波振盪使之均勻

混合。PVC的功能是使碳六十成膜，增加與石英銀電極的附

著度。 

(b) C60-cryptand[2.2]/PVC塗佈液：取 16.9 mg之C60-cryptand[2.2]

及 16.1 mg之PVC溶於 20 ml的THF溶液中，並以超音波振盪

使之均勻混合。 

 

 57



2-3-3 表面塗佈法 
石英壓電晶體的塗佈方式可分為手工塗佈及機械塗佈兩種，為使

塗佈物能均勻的附著於電極表面上，本實驗選擇機械塗佈法中的旋轉

塗佈方式，如圖 2-2。將空白的石英晶片水平的放置在垂直向上的吸

盤轉軸上，並調整其轉速及旋轉時間(約 10 cycle/sec)，再以微量注射

針抽取適量塗佈液滴於石英銀電極表面，同時啟動開關。此石英晶片

的銀電極是雙面的，故待一面塗佈完成後，再以相同方式塗佈另一面

銀電極。將石英晶片塗佈前後的振盪頻率值代入 Sauerbrey 

equation(式 1-8)後，即可得到石英晶片的塗佈量。 
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圖 2-2 旋轉塗佈裝置 

Fig.2-2 Spin coating system 
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2-4 石英振盪系統 
 

本實驗所使用之石英振盪線路，如圖 2-3 所示。是利用兩組反相

閘(NOT GATE)的 74LS04 來起振石英晶片的振盪，再以頻率計數器

讀取頻率值，經過 RS232 將頻率值傳送至電腦，經過本實驗室張宏

維學長自行撰寫的電腦程式，直接由電腦讀取頻率計數器所量測到的

頻率值顯示在螢幕上，並將之儲存在電腦硬碟中，待實驗結束後將數

據輸入至軟體 Sigma Plot 2000 處理分析之。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2-3 石英壓電晶體振盪線路圖 

Fig.2-3 Circuit diagram of quartz crystal oscillator 
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2-5 實驗裝置及步驟 
 
2-5-1 碳六十與酵素間作用力的研究 

利用液體靜相壓電系統裝置如圖 2-5 所示。首先，將石英晶片的

外殼鋸開，以旋轉塗佈法將C60/PVC塗佈液均勻塗佈在石英銀電極

上，待溶劑揮發乾後，將石英晶片接上自組的電子線路，再將晶片浸

入 19 mL去離子水的工作槽中，並由電腦螢幕上讀取實驗數值，待頻

率穩定後，以注射針注入脂肪分解酵素 25μL酵素水溶液，藉由螢幕

上顯示的頻率變化來觀察酵素吸附的反應過程，反應平衡後結束實驗

及系統程式。 

為了瞭解碳六十與脂肪分解酵素間的吸附作用，因此本實驗設計

了一個脫附裝置，於反應平衡後，在工作槽中通以去離子水以置換工

作槽中的溶液。若石英晶體的振盪頻率能回到原始值，表示可以洗去

吸附於碳六十表面的酵素，即碳六十與酵素間屬於物理性的吸附；反

之，若石英晶體振盪頻率不能回復到原始值，表碳六十與酵素間可能

屬於化學性吸附作用。 
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圖 2-4 石英晶片偵測系統之頻率基準線 

Fig.2-4 Frequency shift baseline of quartz crystal detection system 
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圖 2-5 石英壓電晶體之液相脫附裝置 

Fig.2-5 set-up of the quartz piezoelectric crystal desorption system 
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2-5-2 碳六十－酵素之合成 
取 100 mg 碳六十於 10 mL 燒杯中，加入 5 mL 去離子水，並置

於陰暗處攪拌。由於碳六十本身不溶於水，因此剛開始碳六十是懸浮

於液面上，經過兩天的攪拌，碳六十會均勻的分佈在水溶液中，形成

一黑色液體。此時加入 100 mg 脂肪分解酵素，讓碳六十與酵素充分

攪拌兩天後可得棕色的溶液，將此溶液過濾並以離心的方式取出產

物，將取出得產物反覆的加入去離子水再離心約 6 次，並將水洗過的

產物再以甲苯清洗 3 次，以去除未反應的酵素和碳六十，之後乾燥去

溶劑可得一棕色的固體，再以 FT-IR 光譜鑑定此產物-碳六十－脂肪

分解酵素。將其與碳六十及脂肪分解酵素光譜圖做比較。 
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2-5-3 以 pH 測定儀檢驗碳六十－酵素的活性 
由於脂肪分解酵素(lipase)可以水解三酸甘油酯，生成脂肪酸及甘

油，其反應式如下： 

 

 

 

 

 

 

 

圖 1-19 脂肪分解酵素催化三酸甘油酯之化學反應式 

Fig. 1-19 The chemical reaction of triglyceride catalyzed by lipase 

 

 

 

本實驗利用pH meter來測量C60-lipase催化Triacetin的pH值變化情

形，判斷所合成的C60-lipase濾片是否具有活性，實驗步驟如下： 

(1) 校定 pH meter。 

(2) 於已置入 19 mL 去離子水的燒杯中加入 20 μL 的 Triacetin。 

(3) 將pH電極置於燒杯內，待平衡後，再加入所合成的C60-lipase

濾片，觀察pH值變化並記錄之。 
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2-5-4 三酸甘油酯壓電生物感測器之研究 
 

2-5-4.1 C60-cryptand[2.2]之合成 

 

 
C60 100 mg Cryptand[2.2] 180 mg 

溶於 100 mL 甲苯 

超音波振盪至固體全溶 

照光反應 5~6 小時 

固體 

迴旋濃縮 

以甲苯清洗 

C60-cryptand[2.2]固體 

過濾 

廢液 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2-6 碳六十-cryptand[2.2]之合成流程 

Fig.2-6 Schematic representations of synthesis of C60-cryptand[2.2] 
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2-5-4.2 碳六十－脂肪分解酵素濾片之製作 

為了酵素可以重複使用及保存方便，本實驗使用多孔性玻璃材質

濾片為擔體並在其上固定化酵素。首先，將 0.1 g的碳六十加入裝有

25 mL甲苯的燒杯，以超音波振盪約 1 小時，再將濾片放入燒杯中直

到甲苯完全揮發，此時濾片表面會覆蓋上一層碳六十，接著將濾片存

放在含去離子水的燒杯約 7 天(於陰暗處)，讓碳六十濾片能充分與水

親合。之後，將碳六十濾片浸泡於 600 mg/16 mL的脂肪分解酵素水

溶液中，於陰暗處攪拌 48 小時。取出濾片後以去離子水清洗乾淨(每

片濾片約含 20 mg C60-lipase)，便可拿來使用。不使用時，將濾片放

在潮濕的密閉容器中，並儲存在冰水共存的環境中。 
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2-5-4.3 三酸甘油酯壓電晶體感測系統 

利用一液相脫附裝置，於含 19 mL去離子水工作槽中注入三酸甘

油酯後，待頻率穩定後，放入碳六十-脂肪分解酵素濾片進行油水界

面的催化反應，並以塗佈C60-cryptand[2.2]/PVC的石英晶片來偵測經

濾片催化三酸甘油酯水解所生成的脂肪酸。裝置圖如圖 2-7 所示。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2-7 三酸甘油酯石英壓電晶體生物感測器之裝置 

Fig.2-7 Experimental setup of triglyceride piezoelectric crystal 

biosensor  
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