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抄録 

本研究では学校教育で行うことができる簡易的ポリフェノール分析法を検討した．分析法にはマ

イクロプレートやろ紙を用いたフォーリン－チオカルト法で行った．本反応系における反応時間を

検討した．本分析法の評価は目視評価と色情報の解析により行った．その結果，マイクロプレート

法，ろ紙法のどちらでも，10分の反応時間でも十分に呈色した．また，マイクロプレート法では没

食子酸濃度が0 µg/mLから100 µg/mLの範囲で目視による評価と色情報の解析による評価が可能で

あった．ろ紙法においては，没食子酸濃度が80 µg/mLから600 µg/mLでの目視評価が可能であった．

このことから，本簡易分析法においても，一定程度のポリフェノール含量を把握することができ，

実験の簡易化から学校教育での利用が可能であると考える． 
 

１． 緒言 

 近年の学校教育において，実践的・体験的な活

動が重要視されており，学校現場で活用できる実

験教材の開発が求められている．化学教育や環境

教育，家庭科教育において比色分析や目視定量を

実験教材として利用するための研究が多数報告さ

れている[1][2][3][4]．しかしながら，学校教育で実施

する為には学習者の学習状況や学習環境に即した

実験法の改良が必要となる．学校現場で実施可能

であると考えられる分析化学的実験としてはフォ

ーリン－チオカルト法を利用した比色分析がある．

フォーリン－チオカルト法はフェノール試薬中の

リンタングステン酸がポリフェノールとの酸化還

元反応により，青色の 765 nm に吸収極大を持つタ

ングステンモリブデンブルーを形成する．これを

比色定量することにより総ポリフェノール含量を

測定する方法である．実験操作が比較的簡単であ

り，青色に呈色することから学習者の興味も引き

やすく，教材への応用が期待される．また，ポリ

フェノールの分析は理科教育だけではなく，家庭

科教育の食生活領域でも利用できる．しかしなが

ら，反応時間が 30 分から 2 時間であり，実際に授

業で取り扱うには反応時間が長すぎるという欠点

を持つ．        
細川ら[5]や菊池ら[6]はマイクロプレート上で呈

色反応を行い実験のスモールスケール化を行った

実験教材を提案している．また，Tiina[7]らはペー

パーデバイス上でフォーリン－チオカルト法を行

っている．これらの手法を本研究に適用し，フォ

ーリン－チオカルト法の実験法の改善を行うこと

を目的とし，マイクロプレートとろ紙を用いるこ

とで，反応時間の短縮と試薬量の低減を試みた．

また，学校現場での利用を想定し，目視評価と色

情報の解析による評価法を検討した． 
 

２． 実験 
2.1. 試薬 

本研究に用いた試薬は特にことわらない限り，全
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て和光純薬（現フジフィルム和光純薬株式会社）

のものを用いた．没食子酸一水和物に関しては一

級試薬を用いた． フェノール試薬はナカライテス

ク株式会社のものを用いた． 
 

2.2. 装置 

撮影にはデジタルカメラ（IXY130 Canon）を用

いた．  
 

2.3. 実験操作 
（1）試薬調製 

試薬は次のように調製した[8]．10 %(v/v)フェノ

ール試薬は蒸留水で希釈し，調製したものを使用

した．7.5 %(w/v)炭酸ナトリウム溶液は炭酸ナトリ

ウム無水物を蒸留水で溶解し，7.5 %（w/v）に調

製したものを使用した．標準溶液はポリフェノー

ルの代替物質として没食子酸を用い，没食子酸一

水和物を蒸留水で希釈し，1,000 μg/mL に調製した

ものを原液として，各濃度に希釈して用いた．  
 

（2）マイクロプレートによるポリフェノールの

分析（マイクロプレート法） 
反応時間の検討については，2.3（1）の没食子

酸標準溶液を 100 µg/mL に調製したものを用いた． 

濃度変化の検討については，2.3（1）の没食子

酸標準溶液を 0 µg/mL，20 µg/mL， 40 µg/mL， 60 

µg/mL， 80 µg/mL， 100 µg/mL， 200 µg/mL， 400 

µg/mL， 600 µg/mL の 8 段階に調製したものを用

いた．反応は没食子酸溶液 20 µL，10 %(v/v)フェノ

ール試薬100 µLを96穴マイクロプレート（96-Well 

Cell Culture Plate，Thermo Fisher Scientific）に入れ

た．ここに速やかに 7.5 %(w/v)炭酸ナトリウム溶

液 100µ L を入れ，反応させた．暗所，室温で反応

させ，任意の時間ごとにデジタルカメラでマイク

ロプレート上の呈色反応をストロボオフで撮影し

た．背景に白紙を使用した． 
 

（3）ろ紙によるポリフェノールの分析（ろ紙法） 

反応時間の検討については，2.3（1）の没食子

酸標準溶液を 100 µg/mL に調製したものを用いた． 
濃度変化の検討については，0 µg/mL，20 µg/mL， 

40 µg/mL， 60 µg/mL， 80 µg/mL， 100 µg/mL， 200 

µg/mL， 400 µg/mL，600 µg/mL の 8 段階に調製し

たものを用いた．反応は没食子酸溶液 20 µL，

10 %(v/v)フェノール試薬 100 µL をろ紙（定性ろ紙 

 

 
図 1．マイクロプレート法における呈色反応

の経時変化（没食子酸濃度 100 µg/mL） 

（a）：マイクロプレート上での呈色反応の経時変化 

（b）：マイクロプレートのデジタル画像から取得し

た RGB 値の経時変化 

 

No.2 55 mmφ，ADVANTEC）に滴下した． 

ここに速やかに 7.5 %(w/v)炭酸ナトリウム溶液

100 µL を滴下し，反応させた．暗所，室温で反応

させ，任意の時間ごとにデジタルカメラでろ紙上

の呈色反応をストロボオフで撮影した． 
 

（4）解析 

撮影した画像はパソコンに取り込み，Windows

のアプリ，ペイントを用いて RGB 値を取得した

（RGB 値は対応する光が R は赤色（700 nm）での

値，G は緑色（546.1 nm）の値，B は青色（435.8 nm）

の値とされている）．その後，Excel にて RGB 値の

種々の解析を行った．本研究では教材として用い

ることを想定している為，簡易的な色情報の取得
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を行った．ペイントは RGB 値の取得が容易である

が，指定範囲の色情報の平均値を検出できるわけ

ではない．その為，色情報の取得の際には同地点

にポインターを合わせ，色情報を取得することが

望ましい．なお，本研究における全ての測定は 5

連で行った． 
 

３． 結果と考察 

3.1.  マイクロプレート法における呈色反応の

経時変化 
マイクロプレートにて没食子酸濃度が 100 

μg/mL の呈色反応の経時変化を図 1 に示した．図 1

（a）の反応直後では，反応液がまだ緑色から黄色

を示している部分があり，反応があまり進行して

いない．5 分経過後でもやや反応液は緑色の部分

が残っているが，10 分経過後では緑色から黄色の

部分はほとんど確認できなかった．また，図 1（b）

のデジタル画像から得られた RGB 値の経時変化

について，呈色の最大吸収波長（765 nm）に近い

R 値（700 nm の光を検知）の変化に着目してみる

と， 反応直後から 5 分後にかけて値が減少し，そ

の後の変化はほとんど見られなかった．この結果

は目視による結果と一致している．これらの結果

から，10 分での反応時間でも一定程度の比色分析

や目視評価に適用できる可能性が考えられた．そ

こで，今後の実験は反応時間 10 分で行うこととし

た． 
 

3.2.  ろ紙法における呈色反応の経時変化 

 ろ紙法における没食子酸濃度 100 µg/mL での呈

色反応の経時変化を図 2 に示した．まず，目視で

の呈色反応の観察を行った．図 2（a）の炭酸ナト

リウム水溶液滴下直後からろ紙の中央部が青色に

変化した．紙デバイス上でのフォーリン－チオカ

ルト法の研究では Tiina[7]らの報告があるが，本研

究のようなろ紙法においても，ろ紙上で呈色反応

の変化が観察できる． また，反応直後から 5 分後

にかけては，フォーリン－チオカルト試薬の黄色

がかなり残っているが， 10 分経過後より，青色

の発色がはっきりと確認された．中心部の青色は

ほとんど変化がなかった． 

発色が明確に観察された中心部の RGB 値を取

得し，経過時間との関係を検討した．その結果が 
図 2（b）である．中心部の RGB 値はいずれの反

応時間においてもほとんど変化は見られなかった．

微弱な変化があるのは，撮影時の光源の影響や色

情報取得の際の誤差であると考えられる．以上の

ことから，ろ紙法においても 10 分以上の反応時間

で良好に呈色していることが確認できた．そこで，

今後の実験を反応時間 10 分で行うこととした． 

 

 

図 2．ろ紙法における呈色反応の経時変化（100 

µg/mL） 

（a）：ろ紙上での呈色反応の経時変化 

（b）：ろ紙のデジタル画像から取得した RGB 値の経

時変化 

 

3.3.  没食子酸濃度を変化させた場合でのマイ

クロプレート法における呈色反応の目視評価と色

情報の解析 

 マイクロプレート法における没食子酸濃度を 0 
µg/mL，20 µg/mL， 40 µg/mL， 60 µg/mL， 80 µg/mL， 

100 µg/mL， 200 µg/mL， 400 µg/mL， 600 µg/mL 

と変化させた場合の呈色変化について図 3 に示す．

反応時間は 10 分で行った．図 3（a）は実際にマイ

クロプレート上で反応させた際の画像である．0 
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µg/mL から 100 µg/mL までは，目視で呈色の違い

を確認することができた．しかしながら，高濃度

の 200 µg/mL から 600 µg/mL では呈色の変化を確

認することができなかった． 
 次にマイクロプレート上の RGB 値を取得し，没

食子酸濃度に対してプロットしたものが図 3（b）

である．その結果，0 µg/mL から 100 µg/mL まで

は R 値では，y=-1.298x+193.87（R2=0.996），G 値

では，y=-1.1071+194.46（R2=0.9915），B 値では，

y=-0.9903x+197.11（R2=0.9881）を示し，どの値も

直線的に低下した．このことから，RGB 値では 0 

µg/mL から 100 µg/mL までの範囲でポリフェノー

ル含量の目視評価とデジタル画像解析による評価

が可能であることが示唆されたが，より吸光分析

に近い条件で分析や評価を行う場合は，回帰直線

の決定係数（R2）が最も高く，フォーリン－チオ

カルト法の最大吸収波長 765 nm に近い R 値（700 

nm）を使用することが望ましいと考える．また，

Mohamed ら[9]の方法に準じて， RGB 値からユー

クリッド距離（色差）を計算し，没食子酸濃度に

対してプロットしたものが図 3（c）である．なお，

ユークリッド距離（ED）は（1）式[9]で求めた． 
ED={(Rs-Rb)2 + (Gs-Gb)2 + (Bs-Bb)2}1/2              （1） 

Rs，Gs，Bs：それぞれの値におけるサンプル又は

没食子酸溶液の値を表す． 
Rb，Gb，Bb：それぞれの値におけるブランク溶液

の値を表す．ユークリッド距離は 0 µg/mL から 100 

µg/mL までは y=1.8873x（R2=0.9914）で直線的に

増加した．このことから，マイクロプレート法で

は 0 µg/mL から 100 µg/mL の範囲において目視に

よる評価と RGB 値の解析によるポリフェノール

含量の評価が可能である． 
 

3.4.  没食子酸濃度を変化させた場合でのろ紙

法における呈色反応の目視評価と色情報の解析 

 没食子酸濃度変化させた場合でのろ紙法におけ

る呈色反応の変化を図 4 に示す．図 4（a）はろ紙

法における呈色変化の画像である．0 µg/mL から

60 µg/mL までは目視による判別が困難であったが，

80 µg/mL から青色に呈色し，600 µg/mL にかけて

青色が濃色になっていくのが目視で確認できた．

図 3（b）はろ紙法におけるデジタル画像から RGB

値を取得し， 没食子酸濃度に対してプロットした

ものである．0 µg/mL から 60 µg/mL までは RGB

値の変化がほとんど見られず，目視での観察の変 

 

 

 
図 3．マイクロプレート法における没食子酸濃度変化 

（a）：マイクロプレート上での呈色反応 

（b）： RGB 値の没食子酸濃度に対する変化 

（c）： RGB 値をユークリッド距離に変換した値の没

食子酸濃度に対する変化 
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化と一致している．80 µg/mL から 600 µg/mL にか

けては RGB 値の低下が顕著になった． 

次に，RGB 値をマイクロプレート法と同様にユ

ークリッド距離に変換したが，規則性は見られな 
かった（data were not shown）．このことから，ろ

紙法では 80 µg/mLから 600 µg/mLの範囲でポリフ

ェノール含量の目視での評価が可能であり，RGB
値についてもこの範囲で一定程度のポリフェノー

ル含量の評価が可能であると考えられた． 

 

3.5.  マイクロプレート法とろ紙法の教育的応

用に関する一考察 

 教育現場での応用を考えた場合，化学反応に対

する学習者の視覚的情報と科学的な解析法が一致

していることが，理解の促進に繋がると考える． 

本研究におけるマイクロプレート法，ろ紙法のい

ずれの方法も目視評価と RGB 値の解析が一致し

ていることから，容易に解析について理解できる

教材である．また，反応時間が 10 分でも評価可能

である為，通常の 1 単位時間での使用も可能であ

ると思われる．使用が期待される教科としては，

家庭科で食品の機能性を学ぶ題材として，理科で

は物質とエネルギーの題材として，総合的な学習

では家庭科や理科などの教科を関連させ，地域の

食材に含まれるポリフェノール含量の評価にも応

用可能である． 
 

４． 結論 
本研究ではマイクロプレートやろ紙を用いたポ

リフェノール含量の分析を一単位時間の授業で実

施可能かどうか検討した．その結果，マイクロプ

レート法，ろ紙法のどちらでも，10 分の反応時間

でも十分に呈色した．また，マイクロプレート法

では 0 µg/mL から 100 µg/mL の範囲で目視による

評価と RGB 値の解析によるポリフェノール含量

の評価を数値で表すことが可能であった．ろ紙法

においては，高濃度の 80 µg/mL から 600 µg/mL で

の目視評価が可能であった．RGB 値を没食子酸濃

度に対してプロットした場合は 80 µg/mL から 600 

µg/mL の範囲では目視評価と一致し，濃度の増加

とともに緩やかに値が減少した．以上より，本簡

易分析法においても一定程度のポリフェノール含

量を評価することができ，実験の簡易化から一単

位時間での実施が可能であると考える． 
 

 
図 4．ろ紙法における没食子酸濃度変化 

（a）：ろ紙上での呈色反応 

（b）： RGB 値を没食子酸濃度に対する変化 
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Abstract 

We investigated a simplified polyphenol analysis suitable to school education. The analysis uses 

microplates and filter paper, and its reaction system is based on the folin-ciocalteu method. We examined the 
optimal reaction time in the assay. The evaluation is then conducted both visually and by the image analysis. 

As a result, both the microplate method and the filter paper method showed sufficient coloration in the 

reaction time of 10 min. The color changed visually in the microplate method with the gallic acid 
concentration of 0 µg/mL to 100 µg/mL. The same visible changes were observed in the filter paper method 

according to the gallic acid concentration of 100 µg/mL to 600 µg/mL. The proposed simplified analysis can 

appropriately evaluate the approximate polyphenol content amount and it is easily available to the situation 
of school education.  
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