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中文摘要 

本論文的研究是以發展適用於酚類感測的電化學技術為核心，將其應用於茶

品工業的分類和品管以及酚類汙染物感測上，並開發新穎微尺度的電沉積局部固

定化酵素技術，以利未來新型酚類生物感測器的發展。 

本論文之各部分研究摘要如下: 

一、以茶品萃取液的氧化還原電位作為評估茶品醱酵程度的指標 

茶品萃取液的氧化還原電位被建議作為茶品醱酵程度的電化學指標，其氧化

還原電位係利用高輸入阻抗(>1000 GΩ)電位計對白金電極和Ag/AgCl參考電極進

行量測，並利用赤/黃血鹽標準氧化還原對驗證氧化還原電位量測的信賴性。單寧

酸濃度和抗壞血酸對於單寧酸氧化還原電位的影響被分別探討。茶葉的室內萎凋

醱酵過程，氧化還原電位與醱酵時間表現出高度的關聯性。不同醱酵程度的茶葉，

如煎茶、碧螺春、台灣烏龍茶、立頓綠茶、立頓紅茶和台灣紅茶，其氧化還原電

位被探討比較。 

二、以赤血鹽對單寧酸預氧化開發定量茶品中單寧濃度之定電位式流動分析系統 

 本研究提出利用赤血鹽對單寧酸預氧化策略，有效地避免直接電氧化單寧造

成的電極汙染問題，應用於開發茶單寧定量的定電位式流動分析系統。工作電壓

與流率對於量測系統的影響被討探(最佳量測條件: 工作電壓: -0.1 V vs. Ag/AgCl ; 

流率: 2.28 mL min-1)。系統對單寧酸的線性檢量範圍可利用不同濃度的赤血鹽(1 

mM 和 10 mM)進行調控(其檢量線分別為 10-50 μg mL-1 和 100-500 μg mL-1)。本研

究所提出的方法與 Folin-Ciocalteau method 和 the ferrous tartrate method 進行比對驗

證，有高度的正相關(r = 0.9808; r = 0.9899)。不同醱酵程度茶的單寧酸濃度被量測。 

三、以黃血鹽基質循環增幅法於固定化酪胺酸酶定電位式流動分析系統定量鄰苯

二酚、苯酚、雙酚 A 

本研究提出利用酪胺酸酶(EC 1.14.18.1)催化酚類反應的線上流動分析酚類生

物感測系統。固定化酪胺酸酶反應器係利用 controlled pore-size aminopropoyl glass 
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beads 作為固定化基質，裝填至流動分析系統的管路中。檢測電流可利用 10 mM 黃

血鹽 (溶於 pH 7.0, 10 mM 磷酸緩衝液)與酪胺酸酶催化酚類氧化反應形成基質循

環增幅檢出訊號，鄰苯二酚、苯酚的檢測極限可以被增幅 100 倍，而濃度為 2.5 ×10-6 

M 雙酚 A 可被檢出(S/N>3; 工作電壓: +0 V vs. Ag/AgCl; 流率: 1.0 mL min−1)。 

四、局部電沉積幾丁聚醣方法開發與固定化酵素之應用 

 本研究利用電極對間所產生 pH 梯度的電化學現象，分別嘗試以掃描式電化學

顯微鏡(Scanning electrochemical microscope, SECM) 的 direct mode 與微流道局部

電沉積幾丁聚醣於導體基材表面。利用 SECM direct mode (對極: Pt 微電極;工作電

極: 平板 Au 基質電極)與脈衝電壓(1 s, -1.0 V vs. Ag/AgCl)，可造成局部的 pH 梯

度，直接沉積直徑為數百微米幾丁聚醣於基質電極上，並藉由於不同位置上依序

地電沉積形成幾丁聚醣沉積陣列; 另一策略利用微流道限制幾丁聚醣的流動並電

沉積(10 min, -3.0V Au substrate vs. Pt wires)，可形成微尺度的幾丁聚醣帶狀圖案

(line width = 100 µm)。其沉積層表面的胺基係利用 NHS-fluorescein 與其反應，於

共軛焦雷射掃描式顯微鏡下進行觀察。相較於使用 SECM direct mode，利用微流

道電沉積幾丁聚醣，其沉積層較具重複性且可產生被定義的圖案。二方法皆可於

電沉積幾丁聚醣的過程同時包埋葡萄糖氧化酵素，其活性利用 SECM 

generation-collection mode 觀察，使用微流道的固定化酵素活性分布較為均一，而

其表面粗糙度則利用非接觸式原子力顯微鏡觀察。 

 

關鍵字: 茶品氧化還原電位、赤血鹽對單寧預氧化、黃血鹽基質循環增幅、局部

電沉積幾丁聚醣
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ABSTRACT 

Novel electrochemical sensing methods for phenolic compounds have been 

developed for the quality control in tea industry (Part 1 & 2) and for the detection of 

phenolic pollutants based on substrate recycling amplification strategy (Part 3).  

Electrodeposition techniques of proteins on a charged bio-matrix were designed to 

immobilize analytical enzymes on a micro-pattern (Part 4), localized substrate recycling 

amplification may be investigated on the micro-fabricated bio-patterns. 

Part 1: Redox potential of tea infusion as an index for the degree of fermentation 

Redox potential of tea infusion was suggested as a working index for estimating 

the extent of tea fermentation. The redox potential of tea infusion was measured 

between platinum and Ag/AgCl electrode pair with a voltmeter with a high input 

impedance (>1000 GΩ). The reliability of redox potential measurement was verified 

with a standard redox couple, ferricyanide / ferrocyanide. Effect of tannic acid 

concentration and ascorbic acid to the redox potential of tannic acid were discussed. 

Redox potential showed a high correlation with the fermentation degree and the indoor 

withering time (fermentation time). Several kinds of tea with different fermentation 

extents including Japanese Sencha (unfermented), Chinese Pilochun (slightly 

fermented), Taiwanese Pouchong (mild fermented), Taiwanese Oolong 

(partial-fermented), Western black tea (fully fermented) were measured and compared. 

Part 2: Determining the levels of tannin in tea by ferricyanide pre-reaction in an 

amperometric flow-injection system 

An amperometric flow-injection assay for tea tannin was proposed, which was 

based on ferricyanide pre-oxidation to prevent the electrode fouling problems frequently 

encountered in oxidation of phenolic compounds.  The working potential and flow rate 

were optimized to be -0.1 V vs. Ag/AgCl and 2.28 mL min-1, respectively.  The linear 
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dynamic range of tannic acid (10-50 μg mL-1 and 100-500 μg mL-1) can be adjusted 

using 1 mM and 10 mM ferricyanide, respectively. The proposed method was verified 

with Folin-Ciocalteau method (r = 0.9808), and the ferrous tartrate method (r = 0.9899). 

Tea with various fermentation degrees were successfully measured with a sample 

throughput of 15 samples h−1. 

Part 3: Amperometric flow-injection determination of catechol, phenol and 

bisphenol A by ferrocyanide substrate recycling amplification within an 

immobilized tyronsianse 

An on-line phenols sensing flow-injection analysis (FIA) system was proposed, 

which was based on the broad phenolic oxidation capacity of mushroom tyrosinase (EC 

1.14.18.1). The enzyme was densely immobilized on controlled pore-size aminopropoyl 

glass beads packed within a mini-reactor, and the reactor was installed in the flow 

stream of an amperometric FIA system. By reacting with 10 mM ferrocyanide (in pH 

7.0, 10 mM phosphate buffer) supplied from the side stream of the flow system, 

substrate recycling amplification was conducted to regenerate the reduced phenols for 

the subsequent oxidation process catalyzed by the immobilized tyrosinase. The signals 

of catechol and phenol were amplified 100 fold; bisphenol A, an important endocrine 

distruptor, can be detected at 2.5 ×10-6 M (S/N>3; working potential: +0 V vs. Ag/AgCl; 

flow rate: 1.0 mL min−1). 

Part 4: Localized Electrodeposition of Chitosan as Matrix for Enzyme 

Immobilization 

Based on the pH gradient electrochemically generated between electrodes, two 

localized chitosan electrodeposition methods were developed by either scanning 

electrochemical microscope (SECM) direct mode or microfluidic electrodeposition. 

With SECM direct mode, a localized pH gradient was induced between planar Au 

working electrode (the substrate) and the Pt auxiliary microelectrode by potential pulses 
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(1 s, -1.0 V vs. Ag/AgCl). An array of chitosan spots with hundreds of µm in diameter 

can be directly deposited on the Au substrate sequentially. The procedure could be 

carried out within a microfluidic channel in order to restrict the spreading of chitosan 

solution. Chitosan was gradually deposited (10 min, -3.0V Au substrate vs. Pt wires) 

along the channels with defined micro-scaled geometry (line width = 100 µm). The 

surface amino groups labeled with NHS-fluorescein were observed with confocal laser 

scanning microscopy. The deposition method using microchannels demonstrated a more 

reproducible and well-defined surface. Both methods can also be used to entrap glucose 

oxidase (GOx) during the deposition process. SECM in the generation-collection mode 

was used to detect the activity of GOx within the chitosan micro-patterns by oxidation 

of the formed hydrogen peroxide. The activity distribution of the immobilized GOx on 

the deposited chitosan layer was more uniform with the microfludic channel method as 

compared to that obtained by SECM direct mode. The roughness was investigated with 

non-contact atomic force microscopy. 

 

Keywords: redox potential of tea infusions, tannin pre-reaction with ferricyanide, 

ferrocyanide substrate recycling amplification, localized electrodeposition of chitosan    
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第一章 導論 

酚類定義為帶有 OH 官能基的芳香環化合物，化學結構上以苯酚為基礎，衍

生出多種酚類化合物。 

自然界中，植物二次代謝產物的主要成分包含許多酚類化合物 (Beart, et al., 

1985)，具有調控植物生長、繁殖和對於病原體防護的功能。天然酚類化合物亦表

現出廣泛的生理活性，例如抗氧化、抗過敏、抗血栓、心血管保護等。飲料工業

與蔬菜和水果之農業產品的品管，酚類成分扮演著影響味道與顏色的重要角色，。 

合成酚類於化工產業中被廣泛地使用，例如抗氧化劑、殺菌劑、透明塑膠等。

但由於部分酚類結構與赫爾蒙結構相似，會對動物體的內分系統造成干擾，於環

境會造成嚴重的危害，而許多的合成酚類亦帶有毒性，因而酚類汙染物的感測對

於環境監控上是非常重要且急需的。 

目前酚類分析和定量方法主要是以光學檢測受到信賴。Folin-Ciocalteau (或

Folin-Denis) assay 為定量植物和飲料中酚類混合物總量最廣為使用的光學方法

(A.O.A.C, 1980); 對於縮合單寧的定量是利用 Vanillin assay (Price, et al., 1978); 水

解型單寧則是利用 potassium iodate 與其反應(Haslam, 2003); 而多元酚類的生物活

性則是利用蛋白質沉澱(protein precipitation)，例如血紅蛋白與牛血清單白，進行評

估(Hahn, et al., 1984)。而酚類化合物的分離、純化與定量則是以高效能層析法(high 

performance liquid chromatography)搭配光學檢出為主流 (Merken and Beecher, 

2000)。 

電化學方法相較於光學方法，具有較低的檢出極限以及易與半導體微影製程

整合可被微小化等特性，因而目前所發展的實驗室晶片，多以電化學原理開發檢

出器(Wang, 2002)。由於許多的酚類化合物具有電化學活性，因而可利用電化學方

法對酚類化合物進行分析，藉由循環伏安法(Cyclic Voltammetry)，可以決定其氧化

還原電位與可能的氧化作用機制(Lunte, et al., 1988)。而與液相層析的搭配，使用

電化學雙電極感測器的設計，則有較 UV 感測器選擇性好的潛力(Chiavari, et al., 
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1988)。 

 然而目前酚類化合物的電化學感測上，受限於直接電化學氧化酚類化合物造

成電極汙染的問題，使得重複性不佳；另一課題，則是如何降低電化學感測酚類

化合物的檢出極限，特別是在環境中所殘留低濃度酚類汙染物的檢出。 

本論文的研究是以電化學技術為主軸，將其應用於酚類化合物相關的品質感

測、環境感測。提出評估茶多酚生物轉化程度的電化學指標、避免電化學氧化單

寧汙染電極表面的新策略，以及嘗試降低酚類化合物電化學式生物感測器的檢測

極限和發展新穎微尺度的局部固定化酵素技術，以利未來新型酚類生物感測器的

發展。由茶品醱酵程度的評估和茶品單寧酸成分的定量乃至酚類汙染物生物感測

器研發，以及發展器局部電聚合幾丁聚糖於導體表面包埋酵素的基礎生物感測器

界面研究。本論文之各部分主題如下: 

第二章: 嘗試以開路電位法評估茶品醱酵程度。首先進行量測系統對氧化還原

電位量測信賴性的驗證，接著探討單寧酸濃度、溶氧以及抗壞血酸對氧化還原電

位量測之影響，並量測半醱酵茶萎凋製程、市售不同醱酵程度的茶品的氧化還原

電位以及綠茶與紅茶混合比例的氧化還原電位，結果顯示茶品萃取液的開路氧化

還原電位與醱酵程度有高度正相關。 

第三章: 利用赤血鹽對單寧酸的預氧化策略，發展適用於定量茶品中單寧酸濃

度的電化學流動分析系統。首先進行電化學氧化單寧酸所造成電極汙染現象的觀

察，接著利用赤血鹽對單寧酸的預氧化改善系統量測單寧酸的重複性，並探討流

動分析注射系統的最佳化，並與光學量測單寧酸的公定法比較驗證，和進行市售

茶品的樣品實測。 

第四章:以黃血鹽與固定化酪胺酸酶所催化的酚類氧化反應形成基質循環增，

降低固定化酪胺酸酶所催化酚類的檢出極限，以利於微量殘留酚類汙染物的初步

檢出。首先以鄰苯二酚評估黃血鹽的增幅效果，之後進行流動分析系統的最佳化

參數探討，並量測酚類汙染物苯酚與雙酚 A。 
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第五章: 發展局部幾丁聚醣電沉積於導體表面技術並將其應用於包埋酵素。首

先嘗試掃描式電化學顯微鏡(Scanning electrochemical microscope, SECM)的 direct 

direct mode 局部電沉積幾丁聚醣，並包埋酵素於幾丁聚醣中，再利用 SECM 觀察

酵素活性，結果顯示酵素可被局部固定化於幾丁聚醣沉積層中，但由於 SECM direct 

mode 產生的 pH 梯度難以控制，使得幾丁聚醣沉積層的型態難以控制，而改採微

流道限制幾丁聚醣溶液的空間分佈，再分別利用 SECM 與原子力顯微鏡觀察其局

部電沉積的幾丁聚醣以及酵素，結果顯示幾丁聚醣與酵素可被控制地局部電沉積

於導體表面。 



 

 4

第二章 以茶品萃取液的氧化還原電位作為評估茶品醱酵程度

的指標 

2.1 前言 

茶品醱酵程度(Tea fermentation degree) 對於茶品品質有決定性的影響，特別

是半醱酵茶的製程(Harbowy and Balentine, 1997)，但至今仍然缺乏監控醱酵程度較

快速的分析方法和簡易的量化指標。現代的茶農，茶品醱酵程度僅憑著經驗判斷，

半醱酵茶的品質因而難以控制與標準化。 

紅茶全醱酵茶的製程， Borah 和  Bunyan 利用電荷耦合元件相機

(charge-coupled device camera)直接監控醱酵過程新鮮茶葉片的 RGB 顏色變化值

(Borah and Bhuyan, 2005)，但對於許多不同種類的半醱酵茶，顏色相近但成分有所

差異，臨界值難以判定，因而此方法並不適於半醱酵茶製程的監控。而近紅外光

(near infrared)方法雖可以粗略的分類綠茶(未醱酵茶)、烏龍茶(半醱酵茶)與紅茶，

但此方法尚未針對於品項眾多的半醱酵銷茶進行評估(Zhao, et al., 2006). 

茶有氧醱酵過程(aerobic tea fermentation) 是兒茶素(tea catechins) 一連串的氧

化與聚合反應(Haslam, 2003)。兒茶素會轉變成許多不同種類的多元酚，包含

theasinensin 和 theaflavins，如圖 2-1 所示，其兒茶素濃度會逐漸降低。茶品中的多

元酚組成會於醱酵過程變化，對於茶品品質有決定性的影響。醱酵程度對兒茶素

含量的影響，由 Wu 等人利用薄層色層分析(Thin layer chromatography)評估(Wu, et 

al., 1975)，但此法須費時 2 天，高效能液相層析 (high performance liquid 

chromatography)和毛細管電泳(capillary electrophoresis)對茶中多元酚成分的分離定

量應可被進一步地利用(Dalluge and Nelson, 2000; Fernandez, et al., 2000; Horie and 

Kohata, 1998)。 

對剛摘下的新鮮茶葉片中的兒茶素的主要成分進行定量分析，在經茶葉有氧

醱酵製程後，主要兒茶素成分濃度發生變化，依其減少量進行醱酵程度評估，如
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下式(2-1)，但對於市售與外來的眾多茶品，進行有氧醱酵之前主要兒茶素濃度成

分以及可被信賴的生產資料實際取得不易，且台灣地區一般茶農屬於小經濟規

模，對於大部分台灣茶農而言，其分離分析技術成本過高。 

leavesfresh in content catechinsInitial

 teafermentedin content  catechins Residual
1(%) degreeon Fermentati   (2-1) 

本研究利用茶品萃取液的開路氧化還原電位作為評估茶品醱酵程度的指標，

其開路氧化還原電位主要是受茶品萃取液中氧化還原物種濃度比例所影響，因而

不受限於須取得進行有氧醱酵之前新鮮茶葉兒茶素濃度的生產資料，並且本系統

由簡易的高輸入阻抗電位計和電化學工作電極和參考電極所組成，量測程序簡

便，有利用一般人員進行實際的樣品量測。本研究的結果顯示茶品萃取液的開路

氧化還原電位與醱酵程度有高度正相關。 
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圖 2-1 兒茶素經有氧醱酵作用氧化並聚合轉變成 theaflavins 的過程。兒茶素主要

包 含 epicatechin (R1: H, R2: H), epicatechin gallate (R1: gallate, R2: H), 

epigallocatechin (R1: H, R2: OH) and epigallocatechin gallate (R1: gallate, R2: OH). 

Theaflavins 主要包含 theaflavin (R3: H, R4: H), theaflavin 3-gallate (R3: H, R4: gallate), 

theaflavin 3'-gallate (R3: gallate, R4: H) and theaflavin 3,3'-digallate (R3: gallate, R4: 

gallate)。 
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2.2 材料與方法 

2.2.1 化學藥品 

黃血鹽 (ferrocyanide, Potassium hexacyanoferrate (II) trihydrate) 和赤血鹽

(ferricyanide, tri-potassium hexacyanoferrate (III))購於 Nacalai Tesque, Inc. (Kyoto, 

Japan)。單寧酸(Tannic acid)則購於 Wako Co., Ltd. (Japan) 。抗壞血酸(L-ascorbic 

acid)購於 Sigma (St, Louis, Mo, U.S.A)。所有使用的化學藥品皆為分析等級並且購

入後直接使用，未再進行純化。 

2.2.2 台灣綠茶、烏龍茶、紅茶之室內萎凋製程 

新鮮一心二葉的茶葉是從台灣文山茶葉改良場所種植的台茶 12 號所採集，之

後將所採集的一心二葉的茶葉立即進行傳統的有氧醱酵室內萎凋製程(indoor 

withering)，並控制適當萎凋時間的間隔以取得不同萎凋時間的茶葉樣品。利用圓

筒炒菁機(rotary heating oven)終止不同時間的萎凋反應，並收集不同醱酵程度的茶

葉樣品。其他綠茶、烏龍茶、紅茶的製備則依據文獻所記載的生產流程進行(Wu, 

1997)。 

2.2.3 茶品萃取方法 

檢測茶品萃取液是將 3 克茶葉浸置於 150 ml 的磷酸緩衝液(10 mM, pH 7.0, 室

溫)30 分鐘，然後利用濾紙(Whatman, No. 1)過濾茶葉和其他雜質後取得檢測樣品。 

2.2.4 氧化還原電位量測 

開路氧化還原電位是利用高輸入阻抗(>1000 GΩ)電位計(SP-701, Suntex Co., 

Taiwan)量測白金工作電極(CHI 102, CH Instrument Co.)與 Ag/AgCl 參考電極(RE-6, 

BAS Co.) 之間溶液的開路氧化還原電位。量測流程如下，將電極對插入待測溶液

中 3 分鐘後，記錄溶液的電位值。2.2.3 節所準備的茶葉樣品萃取液於一小時內量

測完成。使用 10 mM 磷酸緩衝溶劑(pH 7.0)，作為量測開路氧化還原電位的輔助電

解質，可降低溶液阻抗和穩定帶測物化學性質。爲避免工作電極表面受到汙染，
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在每一次的電位測量後，立即利用去離子水沖洗三次，而殘留的溶液則用拭淨紙

移除。 
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2.3 結果與討論 

2.3.1 氧化還原電位量測系統信賴性驗證 

本節量測不同濃度比例赤/黃血鹽溶液的氧化還原電位，並對量測數據進行分

析確認是否符合能斯特方程式(式 2-2)的量測，以驗證本系統量測氧化還原電位的

信賴性。 

][

][
ln

'

R

O

nF

RT
EE O    (2-2) 

其中，E 是被量測溶液的電位(V)，EO’是所量測化學物氧化還原對(redox 

couple)的正規電位(formal potential, V)，R 是氣體常數(gas constant, J mol-1K-1 )，F

是法拉第常數(Faradic constant, C)，n 是氧化還原對電子轉移的化學計量數

(stoichiometric number of electron transferred)，T 是絕對溫度(absolute temperature, 

K)，[O]和[R]分別是氧化物和還原物的活性(activity)。 

若標準氧化還原對的電極反應速度足夠快，則可以忽略其他共存的氧化還原

物種對氧化還原電位量測的干擾，例如溶氧。如圖 2- 2，本實驗所使用的赤/黃血

鹽氧化還原的濃度與電位的半對數圖所示，其不同濃度比例的氧化還原對([O]/[R])

所量測到的氧化還原電位與其比例呈現線性關係(r  1.0)，CV < 1%，且其一次回

歸線斜率為 58.34 mV，其值接近量測溶液溫度為 22.9 oC 時的能斯特理論斜率 58.7 

mV，可得知本研究所使用的氧化還原電位量測系統具有量測的可靠性。 
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圖 2-2 赤/黃血鹽氧化還原對的能斯特圖。樣品溶液係利用 20 mM赤血鹽與 20 mM

黃血鹽所混合成含不同濃度比例的赤黃血鹽(溶劑為 10 mM, pH 7.0, 22.9 ºC 磷酸緩

衝溶液)。每個資料點為 3 次量測的平均值(CV < 1 %)。 
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2.3.2 單寧酸濃度對氧化還原電位量測之影響 

 本研究使用未經去氧 10 mM pH 7.0 磷酸緩衝溶液做為實驗溶劑，所量測的氧

化還原電位包含溶液中較慢電極反應的溶氧分子，本節以混合物單寧酸作為標準

品探討單寧酸濃度對於氧化還原電位的影響。如圖 2-3 所示，隨著單寧酸濃度的增

加，氧化還原電位逐漸達到一穩定的電位值，當濃度高於 0.5 mg mL-1，所量測的

氧化還原電位主要由單寧酸成分所造成，而溶液中的溶氧對於不同濃度的單寧酸

電位量測干擾有限。 
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圖 2-3 單寧酸濃度於氧化還原電位的影響。單寧酸溶於 10 mM 磷酸緩衝液中(pH 

7.0, 24.9 oC)。每個資料點為 3 次量測的平均值(CV < 3 %)。圖中近似曲線係利用二

次回歸(r2 = 0.6233)。 
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2.3.3 抗壞血酸對氧化還原電位量測之影響 

茶品萃取液中，抗壞血酸為主要非酚類的電活性物質成分之一。在剛摘取下

的茶葉中，抗壞血酸的含量約占不超過 10 % (wt/wt)的茶單寧含量，但經過醱酵程

序以及長時間儲存後會因氧化而逐漸減少。本節對 0.5 mg mL-1 的單寧酸標準品，

添加不同濃度的抗壞血酸，如表 2-1 所示，還原劑抗壞血酸對於單寧酸的氧化還電

位的影響並不顯著，當抗壞血酸的濃度(0.0625 mg mL-1)相對於單寧酸的濃度為

12.5 % (wt/wt)僅有 6.6 mV 訊號的降低。於前人文獻(Tomlinson and Kilmartin, 1997)

亦探討類似的抗壞血酸於酒品中的氧化還原電位量測現象。  

 

表 2-1 抗壞血酸對單寧酸氧化還原電位量測的影響。不同濃度的抗壞血酸被摻入 

0.5 mg mL-1 單寧酸，其溶劑為 10 mM 磷酸緩衝液(pH 7.0, 24.9 oC)。 
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2.3.4 室內萎凋對氧化還原電位之影響 

本節量測經由不同有氧醱酵時間所製備的茶品，評估傳統部分醱酵包種茶的

醱酵製程，其室內萎凋時間對於氧化還原電位的影響。如圖 2-4 所示，氧化還原電

位隨著室內萎凋時間增加而逐漸增加，於室內萎凋過程茶多元酚會氧化成其醌的

類似物，而所量測的茶品萃取液其顏色亦從黃綠色轉為黃褐色，兒茶素的生物化

學轉化程度應可藉由氧化還原電位評估。 
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圖 2-4 室內萎凋時間對於氧化還原電位的影響。茶品利用 10 mM 磷酸緩衝液(pH 

7.0, 24.9 oC)萃取。每個資料點為 3 次量測的平均值(CV < 3 %)。圖中近似曲線係利

用二次回歸(r2 = 0.9506)。 
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2.3.5 綠茶與紅茶混合比例的氧化還原電位 

本節探討混合不同的 LiptonTM 綠茶與紅茶萃取液，其氧化還原電位與濃度比

例的關係，如圖 2-5 所示，呈現線性相關，並應可藉由經修正的能斯特方程式預測

(式 2-3)。新鮮茶葉的萃取物中的兒茶素約佔 30 % (wt/wt)，而全醱酵紅茶的萃取物

中的茶黃素約佔 4 % (wt/wt)，綠茶與紅茶的混合萃取液中，許多不同的電活性物

質對於所量測到氧化還原電位的貢獻，可能如式 2-3 所示，式 2-3 亦見於電生理學

的 constant field equation(Goldman, 1943; Hodgkin and Katz, 1949)。 
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   (2-3) 

其中，K 和 K’分別是氧化物和還原物的無因次常數，由 2.3.3 節的抗壞血酸對

氧化還原電位影響的實驗結果(表 2-1)可得知抗壞血酸的無因次常數應甚小於單

寧酸。而溶液中的溶氧對於利用氧化還原電位量測茶品萃取液多酚類組成的變化

影響並不顯著。   

另外針對不同品種的紅茶與綠茶的氧化還原對進行試驗，其線性回歸皆接近

理想值(r2 > 0.96)，這些試驗資料應可做為茶品醱酵程度尺規的參考。 
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圖 2-5 綠茶與紅茶混合溶液的氧化還原電位。樣品溶液係利用綠茶與紅茶萃取液

混合成不同體積比例，茶品利用10 mM 磷酸緩衝液(pH 7.0, 24.9 oC)萃取(詳見2.2.3

節)。每個資料點為 3 次量測平均值(CV< 5%)。 
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2.3.6 不同醱酵程度茶品的氧化還原電位 

本節對各種不同醱酵程度茶品的萃取液進行氧化還原電位的量測，如表 2-2

所示，全醱酵紅茶相較未醱酵的日本煎茶其電位低了約 40-120 mV，而輕醱酵與部

分醱酵茶，包含碧羅春、包種茶、立頓綠茶以及台灣烏龍茶，其電位則介於未醱

酵茶與全醱酵茶間，結果顯示茶品醱酵程度與茶品萃取液的氧化還原電位有高度

的關聯性。 

 

表 2-2 不同醱酵程度茶品萃取液的氧化還原電位。每個資料點為 3 次量測平均值

(CV< 5%)。 
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2.4 結論 

氧化還原電位的測量已被廣泛的應用於許多方面，包含電位滴定 

(potentiometric titration)、水質分析(water quality analysis)和釀酒產業(Degueldre, et 

al., 1999; Durliat and Comtat, 2005; Sawyer and Robert, 1974; Teasdale, et al., 1998)。

在食品分析的分類工具開發上，電位式的電子舌為未來的發展方向之一(Gallardo, 

et al., 2005)。對於酒的熟成度，電化學電位法已經被研究超過六十年(del Alamo, et 

al., 2006; Mourgues, et al., 1967)，而本研究則是首先嘗試將電化學電位法應於茶品

醱酵度的分析，其量測方式簡易且成本相對低廉，有利於非實驗室的人員進行量

測。由實驗的分析結果，茶品萃取液的氧化還原電位應可以做為一個客觀的茶品

醱酵程度指標。 
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第三章 以赤血鹽對單寧酸預氧化開發定量茶品中單寧濃度之

定電位式流動分析系統 

3.1 前言 

茶品中的單寧成分是影響官能品評澀味的主要關鍵(Charalambous and Katz, 

1976)，由於單寧會與唾液中的proline-rich 蛋白質形成非共價鍵結合(de Freitas and 

Mateus, 2002)。此外，茶單寧為茶品中的主要抗氧化成分(Hagerman, et al., 1998; 

Haslam, 2003)。對於茶品的品管，茶單寧含量有著決定性的影響。 

單寧為分子量介於500至3000的水溶性多元酚類(Florkin and Mason, 1963)，其

檢量的光學公定方法，美國官方使用與單寧形成氧化還原反應的Folin-Ciocalteau 

試劑(A.O.A.C, 1980); 而日本官方則採用與單寧形成複合物反應的ferrous tartrate 

方法(Iwasa and Torii, 1962)，此法具有不受到抗壞血酸干擾的優點。但是上述的公

定法，反應程序準備繁瑣耗時。不利於線上分析系統的開發。 

單寧的電化學檢量上，利用差位脈衝極譜(differential pulse polarography) 

(Hilton, 1973) 和循環伏安法(cyclic voltammetry)(Fernando and Plambeck, 1988; 

Kilmartin and Hsu, 2003; Qu, et al., 2002)，可以對具有電活性(electrochemically 

active)的茶多酚，進行定量分析其等效單寧，但電氧化單寧於電極上形成氧化層的

現象造成電極表面的汙染問題(Gattrell and Kirk, 1993; Iotov and Kalcheva, 1998; 

Kilmartin and Zou, 2001; Wang, et al., 1991)，會影響定量分析的重複性，於單一樣

品的量測上，則需利用具可再現性(reproducible)電極研磨程序，使得重複性提高。 

本研究提出利用赤血鹽預混合氧化單寧的電化學檢量方法，如式(3-1)和式

(3-2)所示，赤血鹽作為氧化劑，利用量測與單寧反應後剩於的赤血鹽還原電流減

少量反推定量單寧，不需要電極表面處理即可有效避免直接氧化單寧所造成的電

極汙染，並建立現上檢測單寧的流動分析系統。 
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3.2 材料與方法 

3.2.1 化學藥品 

赤血鹽(ferricyanide)和ammonium ferrous sulfate hexahydrate 購於  Nacalai 

Tesque, Inc. (Kyoto, Japan)。單寧酸 (Tannic acid) 購於 Wako Co., Ltd. (Japan)。

Folin-Ciocalteau 試劑是從 Sigma Chemical Co. (St, Louis, Mo, U.S.A) 購買。所有使

用的化學藥品皆為分析等級並購入後直接使用，未進行進一步的純化。 

3.2.2 流動注射分析系統 

本研究所使用的系統(圖3-1)由流動注射管路(1 mm 內徑的矽膠管)和聚丙烯

(polypropylene)連接器所組裝，溶液由低壓蠕動幫浦所驅動 (SMP-23S, Tokyo 

Rikakikai Co., Japan)，200 μL樣品被注入於自製的電化學三極式流穿槽(flow cell) 

(Zhao, et al., 2006)，其中參考電極為Ag/AgCl/3M KCl (RE-6, BAS)，對極為不銹鋼

管，工作電極為白金線(1 mm diameter)。氧化還原電流訊號是由電化學電位計

(PGSTA-30, Autolab)所監控與紀錄，使用軟體為GPES 4.9 (Eco Chemie BV, the 

Netherlands)。 

3.2.3 單寧定量程序 

分別將4.5 mL的單寧酸溶液(濃度100-500 μg mL-1，溶於去離子水)加入0.5 mL 

1 M磷酸緩衝溶液(pH 7.0)，再分別與5 mL 20 mM的赤血鹽(溶於0.1 M pH 7.0磷酸

緩衝溶液)預先混合氧化，其樣品注入於流動分析管路中，並由0.1 M pH 7.0磷酸緩

衝溶液載體溶液(carrier)推動樣品(流率2.28 mL min -1)，流經電化學三極式流穿槽記

錄其氧化還原電流訊號，其中白金電極相對Ag/AgCl參考電極外加-0.1 V偏壓。而

4.5 mL濃度為10-50 μg mL-1的單寧酸溶液則加入0.5 mL 1 M pH 7.0磷酸緩衝溶液再

分別與5 mL 2 mM赤血鹽(溶於0.1 M pH 7.0磷酸緩衝溶液)混合。茶樣品萃取液則稀

釋至系統可檢出單寧酸濃度範圍進行檢測。 

3.2.4 茶品萃取方法 

碧螺春綠茶 (未醱酵茶)、文山包種茶 (半醱酵茶)、台灣烏龍茶(半醱酵茶)和
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台茶十八號紅茶(醱酵茶)的萃取液是分別將3 g茶葉浸置於恆溫83 °C 150 mL的熱

水30分鐘，之後利用濾紙(Whatman, 11 μm of diameter) 過濾，並將樣品於水浴中冷

卻後使用。 

3.2.5 Folin-Ciocalteau method 

將 1mL 濃度為 20-100 μg mL-1 的樣品分別加入 5 mL 經 10 倍稀釋的

Folin-Ciocalteau試劑並於室溫下反應5分鐘，之後與75 g L-1 碳酸鈉 (sodium 

carbonate)溶液混合，於室溫下反應兩小時後，利用分光光度計(UV/VIS spectrometry, 

V-530, Jasco)量測765 nm 的吸光値(Packer, 1999)。 

3.2.6 The ferrous tartrate method 

將 0.2 mL 濃度為 50-300 μg mL-1 的樣品分別加入 0.5 mL 的 ferrous tartrate 溶

液  (0.1 g ammonium ferrous sulfate hexahydrate 和 0.5 g potassium sodium 

(+)-tartrate tetrahydrate 溶於 100 mL 去離子水)，再加入 2.5 mL 0.1 M pH 8 磷酸緩

衝溶液，於混合 20 分鐘之後，量測混合溶液於 540 nm 的吸光値(Iwasa, 1975)。 
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圖 3-1 本研究所提出流動分析系統架構的簡圖。P:低壓蠕動幫浦; V:六向閥; C:對

極; R: 參考電極; W: 工作電極。 
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3.3 結果與討論 

3.3.1 單寧酸電極毒化現象之觀察 

將單寧酸導入本研究所使用的電化學流動分析系統，觀察直接電化學氧化單

寧酸的電流響應與電極表面狀態(圖3-2)。首先，使用2.5 mM 赤/黃血鹽作為電極

表面狀態的電化學氧化還原指標，觀察尚未電氧化單寧酸前電極的表面狀態，由

重複性佳的赤/黃血鹽氧化電流峰值a (CV = 0.45 %, n = 3)可發現電極表面乾淨與

穩定，之後導入濃度1000 ug mL-1的單寧酸，於相同流率與外加電壓下(+0.35 V vs. 

Ag/AgCl, 2.28 mL min-1)，發現單寧酸氧化電流峰值有逐漸下降的情況(峰值 b, c, 

d)，再導入2.5 mM 赤/黃血鹽溶液，可發現氧化電流峰值e相較於未氧化單寧酸前

明顯下降且重複性欠佳(CV = 13.86 %, n = 3)，於直接電氧化單寧酸後，單寧酸於

白金電極上形成不穩定的氧化層，影響赤/黃血鹽於電極表面的電子轉移與擴散造

成氧化電流下降。 
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圖 3-2 於流動分析系統觀察單寧酸的電極汙染。(a)和(e): 2.5 mM 赤黃血鹽溶液

(1:1, v/v); (b)-(d): 1000 μg mL-1 單寧酸。工作電壓: +0.35 V (vs. Ag/AgCl); 流率: 

2.28 mL min-1。 
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3.3.2 典型單寧酸預氧化之流動分析訊號  

本節利用赤血鹽預氧化單寧酸策略可取得與單寧酸濃度相關(100-500 µg 

mL-1)且重複性佳的(CV < 5 %, n = 3)還原電流響應，如圖3-3所示。藉由預先添加與

單寧酸混合的赤血鹽氧化單寧酸，並導入電化學流動分析系統，工作電極的外加

電壓設為- 0.1 V vs. Ag/AgCl，可避免原先單寧酸直接電氧化的汙染問題(+ 0.35 V 

vs. Ag/AgCl)，並利用赤血鹽與不同濃度單寧酸與氧化所造成還原電流峰值的減少

量定量分析單寧酸濃度。 
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圖 3-3 單寧酸與赤血鹽預氧化的濃度相關電流響應。(a): 10 mM 赤血鹽溶液; 

(b)-(f): 10 mM 赤血鹽與 100, 200, 300, 400, 500 μg mL-1 單寧酸混合溶液。工作電

壓: -0.1 V (vs. Ag/AgCl); 流率: 2.28 mL min-1。 
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3.3.3 工作電壓與流率之影響  

本節探討工作電壓與和流率對於10 mM 赤血鹽電流響應的影響，以取得量測

系統最佳化條件。如圖3-4 A所示，赤血鹽於工作電壓0.2 V 以下還原電流開始增

加並還原成黃血鹽，工作電壓-0.1 V以下還原電流增加量逐漸減少。為避免溶液中

其他氧化物對於還原電流量測上的干擾，例如氧氣，與接近擴散限制電流的電位，

以取得較大的電流響應，本實驗選擇-0.1 V vs. Ag/AgCl作為工作電壓。 

於-0.1 V vs. Ag/AgCl的工作電壓下，進一步探討系統流率(0.18-2.28 mL min-1)

對於量測訊號的影響。如圖3-4 B所示，於流率為0.5-2.28 mL min-1 所量測到的赤

血鹽還原電流隨著流率變快而增加，由於質傳速率增加所造成。在考慮取樣時間、

蠕動幫浦性能以及化學試劑消耗量下，本研究採用流率2.28 mL min-1，每小時可檢

出15個樣品。 
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圖 3-4 工作電壓和流率對於電流響應的影響。(A) 工作電壓之影響，流率: 2.28 mL 

min-1; (B) 流率之影響，工作電壓: -0.1 V vs. Ag/AgCl。皆利用 10 mM 赤血鹽進行

探討。 
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3.3.4 系統效能 

圖3-5 是本系統的單寧酸濃度檢量線。使用濃度為1 mM 的赤血鹽， 10-50 μg 

mL-1 單寧酸與赤血鹽預氧化所造成還原電流減少百分比呈現線性關係;使用濃度

為10 mM 的赤血鹽，100-500 μg mL-1單寧酸與赤血鹽預氧化所造成還原電流減少

百分比的呈現線性關係。藉由控制赤血鹽的濃度，單寧酸濃度檢測極限與可受到

調控，相較使用濃度為10 mM 的赤血鹽，濃度為1 mM 的赤血鹽，系統有較高的

靈敏度與較低的檢測極限，此一系統特性，可彈性地被利用於不同的單寧酸濃度

檢測需求上。 
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圖 3-5 系統對單寧酸的檢量線。10-50 μg mL-1 (○) 和 100-500 μg mL-1 (●)，分別

使用 1 mM 和 10 mM 的赤血鹽預氧化。工作電壓-0.1 V (vs. Ag/AgCl); 流率: 2.28 

mL min-1。 
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3.3.5 與單寧酸檢量公定法比較驗證 

本節分別使用光學定量單寧酸濃度的日本公定法(The ferrous tartrate method) 

與美國公定法(Folin-Ciocalteau method)與本研究所提出的電化學方法進行對單寧

酸濃度檢量的比較驗證，其結果如圖3-6所示，分別可得高度正相關的響應，此二

光學方法分別使用不同的化學試劑與單寧酸標準品反應，其濃度檢量範圍亦有所

差 異  (0-50 μg mL-1 by the ferrous tartrate method; 100-300 μg mL-1 by 

Folin-Ciocalteau method)，但本研究所提出的電化學法僅使用赤血鹽並藉由調控赤

血鹽濃度即可得包含此二公定法的線性檢量範圍，簡測程序較為簡便。 
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圖 3-6 本研究與美國和日本公定法的相關性。(A): 與 Folin-Cioclateau method 

(with 20, 40, 50 μg mL-1 of tannic acid)的相關性; (B): 與 the ferrous tartrate method 

(with 100, 200, 300 μg mL-1 of tannic acid).的相關性。 
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3.3.7 茶樣品實測 

本節對不同醱酵程度的茶樣品進行樣品實測，如表3-1所示，並與二公定法所

量測到的結果進行分析比較，由於不同醱酵程度的茶品中，不同茶多元酚的成分

以及醱酵過程中所生成其他物種的化學性質差異，不同量測原理的二公定法與本

研究所提出的方法所測量的等效單寧酸濃度依茶品的醱酵程度有所差異。於碧螺

春綠茶中，三個方法量得接近的單寧酸濃度，但半醱酵茶和全醱酵茶的測量上，

Folin-Cioclateau method由於受到茶湯顏色的影響，量測到較其他方法高的單寧酸

濃度，而the ferrous tartrate method目前僅作為於未醱酵茶的量測公定法。 

 

表 3-1 不同茶樣品單寧酸含量實測。 
 

Content of tannin (μg mL-1) 
Tea sample Type Proposed 

method
Folin-Ciocalteau 

method 
The ferrous 

tartrate method

Pi-lo-chun green tea Non-fermented 2655.20 2859.54  2707.20  

Wenshan Pouchong tea Semi-fermented 1566.24 1895.06  1569.80  

Formosa Oolong tea Semi-fermented 1913.09 2356.84  1740.50  
Taiwanese No.18 black 

tea 
Fermented 2272.09 2864.20  2465.30  
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3.4 結論 

本研究開發了一相對簡易的電化學茶單寧定量方法，利用赤血鹽的預氧化可

有效避免電極毒化，且系統對單寧酸的線性檢量範圍可利用不同濃度的赤血鹽(1 

mM和10 mM)進行調控(其檢量線分別為10-50 μg mL-1和100-500 μg mL-1)。相較使

用其他電化學量測單寧方法所使用的電極修飾和電極再生程序，本方法具有相對

容易的檢測流程，且與二光學公定法有高度相關性，並可即時線上量測，不需二

公定方法複雜的試劑準備與費時的反應時間，同時不受到茶湯顏色本身的干擾，

可作為茶品單寧酸成分的檢量系統。 
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第四章 以黃血鹽基質循環增幅法於固定化酪胺酸酶電化學流

動分析系統定量鄰苯二酚、苯酚、雙酚 A  

4.1 前言 

人工酚類所合成的產品被廣泛地使用在日常生活中，但是部份酚類對動物和

人的健康影響甚大，特別是一些帶有chloro或nitro官能基的酚類於生物體中表現出

毒性(Patty, 1963)以及一些被認定為環境赫爾蒙的的酚類，例如17ß Estradiol 和 

bisphenol A，會干擾內分泌系統(Birkett and Lester, 2003)，而這些酚類的疏水性和

非極性性質，使得這些酚類物染物容易殘留在環境中。為保護環境和食品安全，

發展可以線上監控/篩選酚類汙染物的系統是很急需且重要的。 

目前篩選可疑酚類環境荷爾蒙的方法可以藉由對內分泌干擾的活性初步地檢

出，如競爭配基結合分析(competitive ligand binding) (White, et al., 1994)、細胞增生

試驗(cell proliferation) (Korner, et al., 1999)、重組受體-指標性基因測試

(recombinant receptor- reporter gene (Gaido, et al., 1997) 方法。進一步的確認，則需

透過體內試驗判定，如雌鼠子宮增生法(rodent uterotrophic method) (Odum, et al., 

1997)。而對這些已知酚類汙染物的定量，目前則以氣相層析(gas chromatography)

和液相層析(liquid chromatography)為主要定量方法(Grob, 1991; McIntyre and 

Lester, 1983; Petrovic and Barcelo, 2000)。 

然而對於發展現場(in-situ)監控酚類汙染物的系統，生物感測器則較其他方法

具有相對優勢，因為不需要較為複雜的前處理和分離程序，利用酵素的特異性，

即可直接偵測目標分子，且容易與流動注射分析系統整合(Rodriguez-Mozaz, et al., 

2006)。酚類生物感測器通常利用酪胺酸酶(tyrosinase, EC 1.14.18.1)，因為酪胺酸酶

可以較廣泛的催化酚類的氧化作用，使其轉變成醌類，可藉由溶氧的消耗量或是

醌類的生成量定量酚類(de Faria, et al., 2007)。但是，對於一些低溶解度且極微量對

健康就有影響的酚類污染物，如雙酚A，僅使用酪胺酸酶的生物感測器，面臨檢測
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極限是不足以檢出的困境。 

為改善酚類生物感測器的檢測極限，針對酪胺酸酶的增幅反應策略被提出。

利用葡萄糖去氫酶(glucose dehydrogenase, GDH)或辣根過氧化物酶(horseradish 

peroxidase, HRP)協同酪胺酸酶的催化反應，可使得雙酵素增幅達成(Makower, et al., 

1996; Stanca, et al., 2003); 利用電化學媒介物，例如抗壞血酸、黃血鹽、煙醯胺腺

嘌呤二核酸(NADH)，配合酪胺酸酶的催化反應，亦可增幅反應(Brown, et al., 1994; 

Hasebe, et al., 1993; Schiller, et al., 1978; Smit and Rechnitz, 1993; Uchiyama, et al., 

1993)。 

本研究發展利用黃血鹽與固定化酪胺酸酶酵素反應器定電壓式感測鄰苯二

酚、苯酚和雙酚A的流動注射分析系統。其系統如圖4-1所示，固定化酪胺酸酶反

應器與電化學流穿槽(flow cell)分離; 其檢測原理，如式(4-1)至式(4-3)所示，因而

酚類氧化所造成的固定化酪胺酸酶電極汙染問題(Nistor, et al., 1999)可以避免。 

3)-(4                    e  (CN) Fe  Fe(CN)

2)-(4            Fe(CN)  phenols  Fe(CN) quinones

1)-4 (        OH  quinones O  phenols
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黃血鹽作為被固定化酪胺酸酶催化酚類氧化生成醌類的還原劑，而基質循環則形

成於固定化酪胺酸酶所催化的反應物與產物之間，酚類的濃度則可間接地由生成

的赤血鹽還原電流進行定量，並降低檢測極限。
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圖 4-1 本研究所提出流動分析系統架構的簡圖。P: 蠕動幫浦; V: 六向閥; C: 對 

極; R: Ag/AgCl 參考電極; W: 白金工作電極 (直徑 1 mm)。 
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4.2 材料與方法 
4.2.1 化學藥品 

酪胺酸酶(tyrosinase; EC 1.14.18.1) 和 controlled pore-size aminopropoyl glass 

bead (aminopropoyl-CPG, 80-120 mesh, 70 nm of average pore size) 是從Sigma 

Chemical Co. (St, Louis, Mo, U.S.A) 所購得。鄰苯二酚 (catechol)和戊二醛

(glutaraldehyde)是從Wako Co., Ltd. (Japan) 所取得。雙酚A(Bisphenol A)則是購於

Aldrich Co. (St, Louis, Mo, U.S.A)。黃血鹽(ferrocyanide)和苯酚(phenol)來自於 

Nacalai Tesque, Inc. (Kyoto, Japan)。所有使用的化學藥品皆為分析等級並購入後直

接使用，未進行進一步的純化。 

4.2.1 固定化酪胺酸酶 

利用戊二醛作為交聯劑(cross-linking reagent)將酪胺酸酶(20 mg) 固定於 0.1 g 

aminopropoyl-CPG 的表面上。其固定流程是先將 0.1 g aminopropoyl-CPG 以 0.2 M

碳酸緩衝溶液(pH 10.0) 沖洗，並將其浸置於 4 ml 的碳酸緩衝溶液中，然後加入 1 

ml 濃度為 25% 的戊二醛，於室溫下經兩小時的搖晃混合，使其胺基官能基化活

化(activating)與戊二醛形成共價鍵。之後以 0.1 M 磷酸緩衝液(pH 6.8)過濾沖洗，

再加入溶有 20 mg 酪胺酸酶 1 ml 的磷酸緩衝液(pH 6.8)，於 4 oC 下，經過 12 小

時反應。所產生的固定化酪胺酸酶 slurry 以 3% (w/v) NaCl, 0.1 M, pH 6.8 磷酸緩衝

溶液過濾沖洗，移除非共價鍵酵素的吸附。之後將酵素 slurry 填裝至兩端塞有棉花

的矽膠管(2 mm i.d.)，防止酵素 slurry 流出，以作為適用於流動分析系統中使用的

固定化酵素反應器。未使用固定化酪胺酸酶反應器時，將其保存在 4 oC 的環境中。 

4.2.3 流動注射分析系統 

 本研究所使用的低壓流動分析系統(圖4-1)由傳統的流動注射管路(silicon tubes 

with 1 mm i.d.)、固定化酪胺酸酶反應器和電化學三極式流穿槽組裝。溶液由蠕動

幫浦所驅動(SMP-23S, Tokyo Rikakikai Co., Japan)，經固定化酪胺酸酶反應器反應

後於自製的電化學三極式流穿槽檢測，其中參考電極為Ag/AgCl/3M KCl (RE-6, 
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BAS)，對極為不銹鋼管，白金線(1 mm diameter)為工作電極。氧化還原電流訊號

是由電化學電位計(PGSTA-30, Autolab)所監控與紀錄，使用軟體為GPES 4.9 (Eco 

Chemie BV, the Netherlands)。 
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4.3 結果與討論 

4.3.1 基質循環增幅典型響應  

本節利用酪胺酸酶催化鄰苯二酚的氧化反應，探討導入黃血鹽對於其反應所

造成的影響。如圖 4-2 所示，觀察電流響應 b(未使用黃血鹽作為載體溶液)，可得

知於鄰苯二酚注入流路中後，鄰苯二酚被固定化酪胺酸酶催化，形成被氧化的鄰

苯二酚，經電化學流穿槽，量測到其還原電流峰。而由電流響應 a(使用黃血鹽作

為載體溶液)可發現，還原電流峰訊號相較未使用黃血鹽作為載體溶液的電流響應

明顯增大，增幅原因為基質循環於固定化酪胺酸酶反應器中形成。 
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圖 4-2 鄰苯二酚於流動分析系統的電流響應。鄰苯二酚濃度為10-4 M (a) 使用10 

mM 黃血鹽作為載體溶液; (b) 不使用10 mM 黃血鹽作為載體溶液。溶劑為10 mM 

磷酸緩衝溶液(pH 7.0)。工作電壓: 0 V (vs. Ag/AgCl); 流率: 1.0 mL min−1。 
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4.3.2 工作電壓與流率之影響 

本節探討工作電壓與和流率對於系統響應的影響，以找出增幅的最佳條件。

將黃血鹽和鄰苯二酚分別作為載體溶液直接流入電化學三極式流穿槽，未經固定

化酪胺酸酶反應器，如圖 4-3 所示，在工作電壓-0.3 至 0 V (vs. Ag/AgCl)，黃血鹽

和鄰苯二酚的還原電流略為減少，當工作電壓超過 0 V，黃血鹽和鄰苯二酚被電化

學氧化，隨著工作電壓的增加，黃血鹽較鄰苯二酚氧化電流有較顯著的增幅。本

實驗為量測所生成的赤血鹽(式 4-3)，避免其他電化學物種的干擾，例如未反應完

的黃血鹽，工作電位選擇為 0 V (vs. Ag/AgCl)。 

圖 4-4為流率對增幅響應倍率的影響，隨著流率降低，增幅倍率增加，推測

是因為反應物於固定化酪胺酸酶反應器中的滯留反應時間增加，使得基質循環次

數增加所造成。權衡取樣時間、增幅倍率和試劑消耗，選擇1.0 mL / min作為系統

流率，每小時可檢出8個樣品。 
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圖 4-3 工作電壓對流動分析系統中電流響應的影響。(●) 10-4 M 鄰苯二酚; (○) 10 

mM 黃血鹽。溶劑為 10 mM 磷酸緩衝溶液(pH 7.0)。溶液僅流過電化學流穿槽，

未經固定化鉻胺酸酶反應器。流率: 1.0 mL min−1。 
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圖 4- 4 流率對鄰苯二酚與黃血鹽所形成基質循環增幅倍率的影響。鄰苯二酚濃度

為 10-4 M，黃血鹽濃度為 10 mM，皆溶於 10 mM 磷酸緩衝液溶(pH 7.0)，工作電

壓: 0 V (vs. Ag/AgCl)。 

 



 

 47

4.3.3 鄰苯二酚、苯酚、雙酚 A 之檢量 

圖4-5為利用黃血鹽增幅所得到與鄰苯二酚濃度相關的電流響應圖，當鄰苯二

酚濃度為10-2 M–10-8 M時，還原電流峰值隨濃度降低。而鄰苯二酚濃度為1×10-2 M

時，增幅訊號稍為被抑制，推測是黃血鹽濃度不足，使得基質循環增幅受限所造

成(式 4-1與式4-2)，圖4-6為其檢量線，檢量範圍為10-3M-10-7 M (n=3, CV < 3%)。 

酪胺酸酶具有較廣的特異性可以催化一些酚類的氧化，本研究嘗試開發基於

酪胺酸酶的線上酚類檢測系統以找出可能的酚類汙染物。以苯酚和雙酚 A 作為可

能的酚類汙染物，其檢出結果如表 4-1 所示，苯酚的偵測極限可被提高 100 倍，而

檢量範圍為 10-4 M-10-6 M (n=3, CV < 7%);雙酚 A 僅能在使用黃血鹽時被偵測到，

檢測極限為 2.5×10-6 M (S/N>3)。 

 

表 4-1 本系統對鄰苯二酚、酚、雙酚 A 的檢測極限。 
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圖 4- 5 不同濃度鄰苯二酚與黃血鹽反應的電流響應。(a)–(g): 10-2 M–10-8 M 鄰苯

二酚(濃度間隔為十倍稀釋)，以 10 mM 黃血鹽為載體溶液，皆溶於 10 mM 磷酸

緩衝液溶(pH 7.0)。工作電壓: 0 V (vs. Ag/AgCl); 流率: 1.0 mL min−1。 
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圖 4-6 鄰苯二酚與黃血鹽形成基質循環增幅的檢量線。皆溶於 10 mM 磷酸緩衝

液溶(pH 7.0)，10 mM 黃血鹽為載體溶液。工作電壓: 0 V (vs. Ag/AgCl); 流率: 1.0 

mL min−1。  
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4.4 結論 

本研究開發了一簡單定電位式流動注射酚類分析系統。利用黃血鹽與固定化

酪胺酸酶的催化反應，形成基質循環增幅，可降低鄰苯二酚、苯酚的檢測極限一

百倍，其檢測範圍分別為10-3M-10-7 M (n=3, CV < 3%)和10-4 M-10-6 M (n=3, CV < 

7%)，而雙酚A的檢測極限為2.5×10-6 M (S/N>3)。其他可被酪胺酸酶所催化的酚類

和其抑制劑可被預期於本系統檢出。 
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第五章 局部電沉積幾丁聚醣方法開發與固定化酵素之應用 

5.1 前言 

發展圖案化(Patterning)不一樣的生物分子或細胞於單一的基材是發展多功能

生物感測器(multifunctional biosensor)與高通量(high-throughput)微陣列晶片的關鍵

技術。根據不同的基材和生物分子/細胞兩者的表面特性，不同的局部固定化技術

被發展，例如包含硫醇官能基的化合物可以於金基材上形成自組裝單層，藉由微

接觸轉印(microcontact printing) (Bernard, et al., 1998; Kane, et al., 1999; Quist, et al., 

2005; Wilhelm and Wittstock, 2002)，微流道網絡(microfluidic networks) (Chiu, et al., 

2000; Delamarche, et al., 1997)，噴墨印刷(inkjet printing) (Rianasari, et al., 2008)，原

子力顯微鏡技術(Kramer, et al., 2003)或沾筆式奈米微影(dip-pen nanolithography) 

(Lee, et al., 2002)等技術，可以製造可被定義的硫醇微圖案，生物分子可藉由靜電

力或是共價鍵結黏附於自組裝單層上。利用掃描式電化學顯微鏡 (scanning 

electrochemical microscope, SECM)可使得硫醇自組裝單層被電化學脫附和修飾，形

成反硫醇的微圖案(Kramer, et al., 2003; Wittstock and Schuhmann, 1997; Zhao, et al., 

2006); 使用微流道的電化學技術，則可平行快速的建立和修飾硫醇圖案(Li, et al., 

2007; Westcott and Yousaf, 2008)。 

另一方面，電聚合人造聚合物於導體基材上也可共固定化生物分子在可被定

義的聚合物微圖案中，例如可被電聚合的酚類衍生物(derivatized phenols)在微影製

程的微電極上形成不同官能基的聚合物層，並可選擇性的和DNA與蛋白質結合

(Stern, et al., 2006)，而雜環芳香吡咯(heterocyclic aromatic pyrrole) 可利用SECM與

脈衝電壓技術，直接電聚合於導體基材上形成吡咯圖案(Schuhmann, et al., 1997)。

利用 directly electrospotting oligonucleotides-pyrrole則可製造DNA晶片(Szunerits, et 

al., 2005)。 

但是對於發展侵入式感測器或是組織工程所使用的支架(scaffold)，具生物相容

性的生物材料也許更適合作為固定化基質。幾丁聚醣是一種豐富且低免疫反應的
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生物材料，具有胺基，於酸性環境下可被質子化(protonated)，帶有正電(Krajewska, 

2004)。但將溶於酸性的幾丁聚醣，使其pH成中性和鹼性下，胺基會被去質子化

(deprotonated)應而逐漸失去溶解度。最近利用電極對所形成的pH濃度梯度沉澱幾

丁聚醣於陰極上的技術被發展(Fernandes, et al., 2003; Wu, et al., 2002)，此技術類似

利用合成的聚合物或其前驅物的電泳漆技術，電泳漆技術可應用於防腐蝕亦可絕

緣微電極(Bach, et al., 1993)和包埋生物分子(Kurzawa, et al., 2002)。幾丁聚醣於電極

對外加電壓所造成的電場中會向陰極遷移，但陰極於外加電壓下會有質子還原的

現象發生，使得陰極附近的pH值上昇，造成陰極附近的幾丁聚醣去質子化，並沉

澱於陰極上，此方法相較傳統的溶劑揮發(solvent evaporation)方法，可較容易的控

制幾丁聚醣膜的厚度。奈米粒子或是其他生物分子，例如蛋白質，可於此沉澱過

程包埋於其中 (Luo, et al., 2004; Luo, et al., 2005; Qu, et al., 2002; Wu, et al., 2005)，

或者於沉澱過程的前後結合於沉澱前後的幾丁聚醣上(Qu, et al., 2002; Shi, et al., 

2008; Zhao, et al., 2006)。幾丁聚醣分子可依據電極圖案沉澱於整個電極表面上，但

至今局部地沉澱幾丁聚醣和利用局部地沉澱幾丁聚醣包埋酵素則尚未被實現。 

本研究提出兩個局部地沉澱幾丁聚醣的簡易策略於macroscopic的導電基材上: 

i) 利用SECM direct mode組態形成pH gradient局部地沉澱幾丁聚醣，ii) 利用微流

道限制溶液，使pH gradient於微流道的空間中形成，而所產生幾丁聚醣沉澱保有可

允許生物分子共價鍵結合的胺基。本研究先以葡萄糖氧化酵素為例，利用掃描式

電化學顯微鏡觀察包埋後的酵素活性，評估所提出的兩個局部地沉澱幾丁聚醣策

略於生物感測器的微製造的可行性，以利未來發展雙或多酵素的酚類生物微感測

器。 
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5.2 材料與方法 

5.2.1 化學藥品 

葡萄糖氧化酵素(Glucose oxidase, GOx, EC 1.1.3.4, 40300 units g-1)和葡萄糖是從

Sigma Co. (St. Louis, MO, USA)所購買。二茂鐵(Ferrocene methanol)購於 ABCR 

(Karlsruhe, Germany)。幾丁聚醣溶液(1.5 % w/v, pH 5.7 ) 是先將 0.75 g 的幾丁聚醣 

(Chitosan 5, Wako Co., Ltd., Japan)散置於 13.3 mL 的去離子水中，再加入 35.5 mL 

0.1 M 的鹽酸 (HCl)，激烈地攪拌使其溶解，再加入 1.2 mL 1 M 氫氧化鈉後並攪

拌溶解因滴入氫氧化鈉所產生的幾丁聚醣沉澱，使溶液的 pH 値約為 pH 5.7。

NHS-fluorescein 溶 液 是 先 將 1.2 mg 的 5(6)-carboxyfluorescein 

N-hydroxysuccinimide ester (Fluka, Buchs, Switzerland) 溶 於 0.1 mL 

dimethylformamide (DMF) 中，再依序加入 0.4 mL 的乙醇和 30 mL 0.1 M pH 7.4 的

磷酸緩衝溶液。所有使用的化學藥品皆為分析等級並購入後直接使用，未進行進

一步的純化。 

5.2.2 基材電極和微流道製備 

基材電極(substrate electrodes)是利用高真空蒸鍍系統(mini-coater, Tectra GmbH, 

Frankfurt, Germany)將 Cr 和 Au 依序沉積於標準清潔後的顯微鏡玻片上，其厚度

分別為 Cr 0.6 nm 和 Au 101.2 nm。 

Poly(dimethylsiloxane) (PDMS) 微流道是利用 10 : 1 (v/v) Sylgard 184 silicone 

elastomer 和 curing agent (Dow Corning Co., Ltd., USA) 的混合液填裝於置有預先

圖案化的矽晶圓晶片(pre-patterned silicone wafer master) 的培養皿中(Petri dish)，然

後在室溫下 curing 過夜，隔天將所產生的 PDMS 塊小心地從預先圖案化的矽晶

圓晶片母模剥除，之後利用乙醇沖洗 PDMS 微流道再以氮氣乾燥。 

5.2.3 掃描式電化學顯微鏡系統架設 

掃描式電化學顯微鏡是依據文獻(Kirchner, et al., 2007)所自行建立整合。 UME

的製備是將直徑為 10 - 50 µm 的白金線 (Goodfellow GmbH, Bad Nauheim, 
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Germany ) 熱封於 borosilicate glass (Hilgenberg GmbH, Malsfeld, Germany)，並將其

研磨成 disk-type electrode (Kranz, et al., 1995)。本研究中所有的 SECM 實驗皆使用

Ag/AgCl/ 3 M KCl 電極(CH Instruments, Austin TX, USA)作為參考電極。 SECM 資

料則是利用文獻(Wittstock, et al., 2000)所開發的軟體 MIRA 進行資料處理。 

5.2.4 共軛焦雷射和原子力顯微鏡 

本研究使用掃描式共軛焦雷射顯微鏡(confocal laser scanning microscopy, 

CLSM, TCS SP2 AOBS, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany)取得待測樣品

的反射式影像(488 nm) 和螢光影像(488 nm excitation, 500-535 nm emission)。幾丁

聚醣沉積物的表面型態則是利用原子力顯微鏡(atomic force microscopy, AFM, 

using Dimension 3100 stage and Nanoscope IIIA controller (Veeco, Santa Baebara, 

CA, USA)) 於 tapping mode 進行觀察。. 

5.2.5 利用 SECM direct mode 局部沉積幾丁聚醣與酵素 

UME 和 Au 基材電極的距離(d)控制是利用溶液中溶氧的 approach curve 評估

UME 與基材電極接觸(d = 0)，其 UME 的電位(ET) 偏壓於 -0.6 V，而基材電極的

電位則維持開路電位(open circuit potential, OCP); 部分實驗則直接以顯微鏡觀察

UME 接觸基材電極。局部電沉積幾丁聚醣於基材電極上是利用而 UME (rT = 25.89 

μm; RG = 4) 作為輔助電極(auxiliary electrode)的 SECM direct mode，控制 d 為 10 

µm，於 1.5 % pH 5.7 幾丁聚醣溶液中，外加脈衝電壓於基材電極 (ES = -1.0 V, 1 s, 

intervals between pulses = 10 s)順序電沉積幾丁聚醣。酵素包埋則是利用上述相同的

電沉積程序，但 1.5 % pH 5.7 幾丁聚醣溶液中含有 5 mg/mL 葡萄糖氧化酵素。 

5.2.6 利用微流道局部沉積幾丁聚醣與酵素 

將 PDMS 微流道放置密合於 Au 基材電極上，利用微量滴管注入 1.5 % pH 5.7 

幾丁聚醣溶液於微流道中，Pt 線則插入微流道兩端，於 Au 基材電極外加 -3.0 V

偏壓相對於 Pt 線，經過 10 分鐘的電沉積後，PDMS 微流道小心的移除，經電沉

積的 Au 基材電極則利用去離子水沖洗 10 次以上，並於室溫下乾燥。酵素包埋則
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是利用上述使用相同的電沉積程序，但 1.5 % pH 5.7 幾丁聚醣溶液中含有 5 mg/mL

葡萄糖氧化酵素。 
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5.3 結果與討論 

5.3.1 利用 SECM direct mode 局部沉積幾丁聚醣  

受電壓控制的幾丁聚醣電沉積於導體表面現象首先由 Wu 等人所觀察(Wu, et 

al., 2002)，當外加電壓於電極對，陰極附近的氫離子轉換成氫氣，而不具電活性幾

丁聚醣分子則受到電極附近氫離子減少的影響去質子化並發生沉澱於電極表面的

現象。本研究為了製造幾丁聚醣的微米圖案於導體基材電極表面，嘗試利用 SECM 

direct mode 局部電沉積幾丁聚醣。操作於 SECM direct mode 時，三極式電化學電

極組態會使用 UME 作為對極而基材電極作為工作電極，流經 UME 與基材電極的

電化學電流被限制於 UME 周圍的微小區域(Craston, et al., 1988; Wittstock, et al., 

2007)，當實驗溶質為幾丁聚醣，局部的電沉積幾丁聚醣可形成(圖 5-1b)，而可能

的實驗機制推測如圖 5-1a 所示，其電沉積機制應與前人文獻(Wu, et al., 2002)相

似，在電極間產生局部 pH 梯度(pH gradient)，但於本研究中，相較於前人文獻，

於本節所提出的實驗架構下，使用前人所提出的直流偏壓電沉積幾丁聚醣，無法

觀察到幾丁聚醣電沉積的現象，應是由於 UME 所產生的氫離子與電極表面生成的

氣泡使得 pH 梯度無法形成。產生氣泡的現象亦見於局部電沉積銅的前人研究，該

研究使同調 X 射線(coherent X-ray) 進行即時觀察(Seol, et al., 2004)。為降低氣泡的

干擾，本研究利用電壓脈衝代替直流偏壓並利用 CLSM reflectance mode 觀察所產

生的幾丁聚醣局部沉積物。如圖 5-1b 所示，於 Au 基材電極表面，雷射光被幾丁

聚醣散射，造成反射光強度的減低，另一方面，當增加電壓脈衝的次數，會導致

沉積點加深或者是沉積範圍增大。為獲得再現性與相對均一厚度和形狀的幾丁聚

醣沉積，進行 d, pulse duration 和幾丁聚醣濃度的最佳化，但無法有效形成可被定

義的幾丁聚醣沉積圖案。 
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圖 5-1 利用 SECM direct mode 局部電沉積幾丁聚醣。(a)實驗架構簡圖。(b) 幾丁

聚醣沉積的共軛焦雷射掃描式顯微鏡反射圖。單一脈衝 (spots 1, 2, and 3)、雙脈衝 

(spots 4, 5, and 6)、三脈衝(spots 7, 8, and 9) 、四脈衝 (spots 10, 11, and 12)。電位

脈衝(1 s, -1.0 V vs. Ag/AgCl)加於金基質工作電極和微電極對極間(Pt, rT = 25.9 µm, 

RG = 4, d = 10 µm)。沉積溶液為 1.5 % chitosan( pH 5.7)。(c)利用 SECM direct mode

局部包埋葡萄糖氧化酵素的示意圖。(d)葡萄糖氧化酵素-幾丁聚醣沉積的共軛焦雷

射掃描式顯微鏡反射圖。沉積程序與 SECM direct mode 沉積幾丁聚醣相同，但溶

液包含 5 mg/ mL 葡萄糖氧化酵素。  
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5.3.2 利用 SECM direct mode 包埋葡萄糖氧化酵素於幾丁聚醣中 

已有數篇研究(Luo, et al., 2004; Luo, et al., 2005; Qu, et al., 2002)利用幾丁聚醣

電沉積包埋酵素於整個電極表面上建立生物感測器，本研究嘗試利用 SECM direct 

mode 將酵素包埋於局部電沉積的幾丁聚醣中，以葡萄糖氧化酵素作為應用例，將

葡萄糖氧化酵素加入幾丁聚醣，並利用 SECM direct mode 局部沉積幾丁聚醣的程

序，同時沉積幾丁聚醣與包埋葡萄糖氧化酵素於其中(圖 5-1c)。利用 CLSM 觀察所

產生葡萄糖氧化酵素-幾丁聚醣的沉澱形狀，結果如圖 5-1d 所示。並利用可避免於

導電材料上 feedback effects 的 SECM Generation-Collection (GC) mode (Wittstock 

and Schuhmann, 1997; Wittstock, et al., 2007)，藉由經葡萄糖氧化酵素催化葡萄糖所

產生的 H2O2 還原電流(圖 5-2a)，觀察葡萄糖氧化酵素於幾丁聚醣中空間分部所表

現的活性。如圖 5-2b 所示，葡萄糖氧化酵素的確包埋於局部沉積的幾丁聚醣中並

依然保有活性，但酵素活性的空間分佈並不均勻。 
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圖 5-2 利用 SECM GC mode 觀察包埋於幾丁聚醣中葡萄糖氧化酵素的活性。(a) 

實驗架構簡圖。(b) 葡萄糖氧化酵素-幾丁聚醣沉澱的掃描式電化學顯微鏡圖，使

用圖 5-1d 的樣品。掃描條件: ET = 0.6 V vs. Ag/AgCl, vT = 10 µm/s, rT =13.2 µm, RG 

= 25, d = 10 µm, 50 mM 葡萄糖溶於 0.1 M 磷酸緩衝溶液( pH 7.0)。(c) 利用微流道

電沉積所得的葡萄糖氧化酵素-幾丁聚醣帶狀沉澱的掃描式電化學顯微鏡圖。沉積

程序與圖 5-3b 相同，但沉積溶液包含 5 mg/mL 葡萄糖氧化酵素。掃描條件: rT = 5.6 

µm, RG = 66, vT = 20 µm/s; ET = 0.6 V vs. Ag/AgCl, d = 30 µm, 10 mM 葡萄糖溶於

0.1 M 磷酸緩衝溶液(pH 7.0)。(d) 圖 5-2c 的控制組實驗。實驗溶液不包含葡萄糖

分子，其餘實驗條件相同。 
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5.3.3 利用微流道局部沉積幾丁聚醣 

利用脈衝電壓和SECM direct mode可方便彈性地局部沉積幾丁聚醣，但可被重

複製造的幾丁聚醣局部沉澱和均一的酵素包埋技術尚未達成，歸因於電極間氣泡

(H2和O2)的累積所造成非均勻的電場分佈。為改善重複性，我們亦嘗試利用前人所

提出的micropippet局部電沉積技術，但所得的實驗結果與聚吡咯(polypyrrole)電沉

積(Szunerits, et al., 2005)相似，由於聚合物液體於導體基板表面張力的限制，沉積

直徑難以縮小至100 µm以下。因而我們嘗試使用微流道限制聚合物液體流動(圖

5-3a)，如圖5-3b所示，僅使用直流偏壓(-3.0 V Au substrate vs. Pt wires)即可取得均

勻且重複性良好的幾丁聚醣電沉積，氣泡干擾問題可利用微流道與電極空間配置

獲得改善。 

嘗試使用與胺基會發生鍵結的螢光團分子，NHS-fluorescein，與幾丁聚醣沉積

反應，以共軛焦雷射掃描式顯微鏡觀察圖案化的幾丁聚醣沉積的表面是否仍有具

反應活性的胺基。如圖 5-3c 所示，與 NHS-fluorescein 反應的幾丁聚醣沉積和未反

應的幾丁聚醣沉積的共軛焦雷射掃描式顯微鏡反射式影像並無明顯的差異，但如

圖 5-3d 所示，從螢光影像可發現幾丁聚醣沉澱表面仍具有可與 NHS-fluorescein 反

應的胺基。幾丁聚醣沉澱表面仍具有活性的胺基酸官能基，可被利用與生物分子

共價鍵固定。 

圖 5-4 是利用 SECM feedback mode 觀察幾丁聚醣沉積，溶液中含有 ferrocene 

methanol 的媒介物(mediator)。UME 掃描於金基板上時，由於媒介物的循環(recycle)

現象使得氧化電流增加，而掃描於金基板上沉澱的幾丁聚醣時，幾丁聚醣沉澱限

制了媒介物的擴散與電子轉移，因而掃描式電化學顯微鏡觀察到較低的氧化電流。 
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圖 5-3 利用微流道局部電沉積幾丁聚醣。(a) 實驗架構。(b) 二帶狀幾丁聚醣沉積

的共軛焦雷射掃描式顯微鏡反射式圖。實驗條件: 外加定電壓 -3.0 V 於金基質電

極上相對白金線 (10 min); 實驗溶液: 1.5 %幾丁聚醣溶液(pH 5.7)。(c) 二帶狀幾丁

聚醣沉積與 NHS-fluorescein 反應後丁聚醣沉積的共軛焦雷射掃描式顯微鏡反射式

圖。(d) 二帶狀幾丁聚醣沉積與 NHS-fluorescein 反應後丁聚醣沉積的共軛焦雷射

掃描式顯微鏡螢光圖。 
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圖 5-4 利用 SECM feedback mode 觀察微流道電沉積的幾丁聚醣沉澱。(a) SECM 

feedback mode 的示意圖。R: 還原媒介物; O: 氧化媒介物。(b) 微流道電沉積的幾

丁聚醣沉澱的掃描式電化學顯微鏡圖。實驗條件: rT = 5.6 µm; RG = 66; vT = 20 µm/s; 

ET = 0.4 V vs. Ag/AgCl; d = 10 µm; 1 mM ferrocene methanol 溶於 0.1 M 磷酸緩衝

溶液(pH 7.0)。 
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5.3.4 利用微流道局部包埋葡萄糖氧化酵素於幾丁聚醣中 

本節利用微流道的幾丁聚醣電沉積過程，觀察生物分子是否也可以同時被包

埋於幾丁聚醣中，如 5.3.2 節的實驗，於幾丁聚醣溶液中加入葡萄糖氧化酵素，並

利用微流道進行電沉積，其產生的葡萄糖氧化酵素-幾丁聚醣沉積則利用掃描式電

化學顯微鏡進行觀察，如圖 5-2c 所示，偵測到 homogeneous H2O2 氧化電流，可得

知葡萄糖氧化酵素被固定於幾丁聚醣中且維持活性，其固定化酵素的活性空間分

佈相較於 SECM direct mode 所產生沉積(圖 5-2b)更為均勻。圖 5-2d 是於未添加葡

萄糖的對照組實驗，沒有 H2O2 的氧化電流被偵測到。圖 5-5 比較分別使用微流道

和利用 SECM direct mode 所形成的葡萄糖氧化酵素-幾丁聚醣層的原子力顯微鏡

影像，比較圖 5-5a 和圖 5-5b 可發現生物活性層(bioactive layer)的表面平滑度，使

用微流道的沉積方式有明顯的改善。 
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圖 5-5 葡萄糖氧化酵素-幾丁聚醣沉澱的非接觸式原子力顯微鏡圖。(a) 利用微流

道沉積，圖 5-2c 所使用的沉積樣品。(b) 利用掃描式電化學顯微鏡沉積，圖 5-1d 

所使用的沉積樣品。 
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5.4 結論 

本研究所提出的局部沉積幾丁聚醣方法是基於微電化學環境的組態，利用電

極間所產生的 pH 梯度，使得幾丁聚醣局部電沉積。SECM direct mode 和微流道皆

可使得生物分子，如酵素，包埋於局部沉積的幾丁聚醣中於導體基材上。使用 SECM 

direct mode 可較簡單地彈性的形成葡萄糖氧化酵素-幾丁聚醣沉澱 microspot，其

再現性與局部幾丁聚醣沉澱的均一度問題，採用另一策略，利用微製造所製備通

道空間限制生物分子的分佈可獲得改善。 

本研究所提出的方法可利於基於空間分隔酵素分佈和電子轉移 site 設計的微

製造生物感測器的建立(Rosenwald, et al., 1998; Rosenwald, et al., 2000)，並預期可

用於雙或多酵素的生物微感測器的製造上。 
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第六章 總結 

本研究以電化學原理為基礎發展酚類感測的方法。利用開路電位法量測茶品

的氧化還原電位，可直接評估茶品的醱酵程度，不受限於須取得進行有氧醱酵之

前新鮮茶葉兒茶素濃度的生產資料，利於茶品的分類; 使用赤血鹽對單寧酸的預

氧化策略，有效地避免單寧電氧化的汙染問題，與二公定法有高度相關性且檢測

程序較簡易，利於茶品單寧酸成分線上流動分析電化學系統的開發; 使用黃血鹽

與酪胺酸酶催化的酚類氧化反應形成基質循環增幅鄰苯二酚、苯酚、雙酚 A 的檢

測極限，利於酚類污染物初步篩選線上系統的開發，建議未來可使用斷流(stopped 

-flow)法提高其增幅倍率; 發展局部電沉積幾丁聚醣應用於局部固定化酵素，建議

未來可用於發展新型雙酵素微結構的酚類生物感測器。 
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