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得獎感言 

經過這次全國賽之後，讓我們對科學展覽會的了解，更上了一層，每位選手

和每件參賽作品都非常的出色，還有化學闖關競賽，每個關卡都設計的很周詳，

也很具有挑戰性，雖然大家在場上是競爭對手，但是大家互相學習，充實自己對

化學的了解，是一件很棒的事。 

進行科學研究，讓我們了解到許多事，原來科學家們在發明東西或改良東西

時，都花上了很長的時間，挫折也會很多，也不知會不會成功，但他們都很努力

想去完成，團隊合作也是非常重要的，在一起做實驗時，互相討論，觀察數據，

才有成果，科學研究是一項很艱辛的任務，一定要有努力，才會有好成果，我們

相信未來，我們會朝著新的方向，繼續努力。 

鼓勵其他的選手能加油，雖然科學研究很艱辛，但是在跟大家進行研究時，

不管是對你還是其他人，都能讓自己更上一層樓，也能了解到科學研究的精神，

能讓你在未來的人生道路上，用認真的態度去學習。 

做了快接近 1年半的實驗，從基礎開始練習，到熟練，才開始實驗，一步一

步來，做了大量數據，決定下一步該怎麼做，到成功改良試劑，開發出試紙，非

常的辛苦，常常做到晚上，但我們都是為了拿下勝利，沒有付出就不會有好成果，

常常遇到挫折，都是老師鼓勵我們，讓我們努力做下去，老師也很辛苦，陪著我

們做實驗，和我們進行討論，看著我們拿下冠軍，能跟大家進行科學實驗真的很

棒。 
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這張相片是我們比賽完拍的，作為留念。 
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摘要 

    本研究主要以『總磷之比色定量─維生素 C 法』的反應試劑，來改良 Folin-Ciocalteu 試劑。

以鉬酸鈉配製成磷鉬酸酚混合呈色劑取 5mL，10% Na2CO3 溶液 4mL 與沒食子酸在室溫下反應

10 min，測其在波長 320 nm 及 700 nm 吸光值，320 nm 沒食子酸水溶液標準檢量線在 0.06 ~ 

10μg/mL 範圍內  y = 0.3025x + 0.0061 ，R2=0.9994，檢量線確認回收率為 100.28%，

RSD=2.34%(n=3)；工作波長 700 nm，沒食子酸標準檢量線在 0.1 ~ 16μg/mL 範圍內 y = 0.0446x 

- 0.0021 ，R2=0.9997，檢量線確認回收率為 99.91%，RSD=3.04%(n=3)。以此方法進行精油及

飲料的總酚含量測定，添加標準品回收率均可在 90~110%間，表示此方法可適用精油及飲料

試樣分析測定。本研究的磷鉬酸酚呈色劑配製相當簡單快速且價格便宜，非常適合學生於課

堂學習總酚含量測定。並以此開發出多酚快速檢測試紙，配合標準比色卡可快速測得水溶液

試樣中的總多酚含量。 

 

壹、研究動機 

    在學校實驗課看到同學在做精油的總酚含量測定實驗時，看到他們在離心管中添加反應

試劑後進行定量分析，隨口問了他們，怎不要用量瓶定容操作呢？「這 Folin-Ciocalteu 試劑不

便宜耶」引起我們對 Folin-Ciocalteu 試劑的好奇，從相關的研究得知，常以 Folin-Ciocalteu 試

劑來檢測總多酚含量。Folin-Ciocalteu 比色法測定總多酚含量[4]時，利用 Folin-Ciocalteu 試劑中

的磷鎢鉬酸與總多酚化合物反應，磷鎢鉬酸被還原，生成藍色化合物，藍色的深淺與總多酚

含量呈正相關。 

H3PO4‧ 12WO3

H3PO4‧ 12MoO3

磷鉬酸酚試劑

多酚物質

(還原劑)

鎢藍複合物

鉬藍複合物

藍色溶液  

    在日常生活中，「多酚」時常在廣告上看到這一名詞，它是廣泛存在天然食品中的一種天

然抗氧化劑，也和維持健康代謝有關聯，因此，多酚類物質含量的多寡總是被渲染。然而，

Folin-Ciocalteu 試劑的價格並不便宜，如要自行製備 Folin-Ciocalteu 試劑其方法繁瑣耗時[4]，因

此，本研究想尋找可替代 Folin-Ciocalteu 試劑的方法，以讓此生活化的分析檢測能在高中職階

段課程實施。 

    在高二的分析化學[2,3]中學習到以酸性的鉬酸銨可定性檢測正磷酸根的存在，由實驗得知

鉬酸銨與正磷酸根反應後生成黃色的磷鉬酸銨沉澱，由實驗觀察我們也發現黃色沉澱越多表

示磷酸根含量越高。並在「總磷之比色定量」分析實驗中[1]，學習到以鉬酸銨及酒石酸銻鉀與

正磷酸鹽作用，再經維生素 C 還原為藍色複合物鉬藍[7]，其顏色的深淺與正磷酸鹽含量成正

相關。由「Folin-Ciocalteu 比色法測定總多酚含量」與「總磷之比色定量」中，我們發現有以

下的共通點： 

1.  都是六價鉬(Mo6+)被還原 

2.  都有還原劑(抗氧化劑) 

3.  都有正磷酸根 
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從上述三點共通點，本研究從鉬酸鹽、磷酸鹽及沒食子酸(還原劑)三方面進行研究改良

Folin-Ciocalteu 試劑。 

貳、研究目的 

一、 混合呈色試劑之研究 

(一) 改變鉬酸鹽的作用量，並找出合適的作用濃度範圍 

(二) 改變氫氧化鈉的作用量，並找出合適的作用濃度範圍 

(三) 改變正磷酸鹽的作用量，並找出合適的作用濃度範圍 

(四) 改變酸的作用濃度，並找出合適的作用濃度範圍 

二、 呈色反應的研究 

(一) 探討碳酸鈉的濃度對呈色的影響 

(二) 探討混合呈色試劑、碳酸鈉及沒食子酸的添加順序 

(三) 探討呈色反應對時間的穩定性 

(四) 沒食子酸的線性範圍 

三、 混合呈色試劑的適用性研究 

(一) 應用於精油總酚含量檢測 

(二) 與市售 Folin-Ciocalteu 試劑比較 

四、 自製多酚快速檢測試紙 

(一) 多酚試紙檢測極限及沒食子酸標準比色卡製作 

(二) 市售飲料多酚含量的檢測 

(三) 探討多酚檢測試紙的保存穩定性 

叁、研究器材 
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肆、研究過程與方法 

一、 標準檢量線之製作 

(一) 混合呈色試劑：依序加入 40mg/mL 鉬酸銨(或 50mg/mL 鉬酸鈉)溶液 20mL，並加

入 2mg/mL 磷酸氫二鈉溶液 20mL，混合均勻之後，再加入 2.5M 之硫酸溶液 10mL。. 

(二) 取 5mL 混合呈色劑於 50 毫升量瓶中，分別加入 0~10 不同體積 50ppm 沒食子酸

標準溶液，混勻靜置 10 分鐘後，加入 2mL 20%碳酸鈉溶液，分別於 10、20 及 30

分鐘時以分光光度計測定各呈色液於 700 與 320nm 波長之吸光度，以沒食子酸濃

度與吸光度計算求得標準檢量線。 

二、 混合呈色試劑之研究 

(一) 改變鉬酸鹽的作用量，並找出合適的作用濃度範圍 

1. 分別秤取 0~3 克鉬酸銨(鉬酸鈉)，同檢量線實驗步驟配置混合呈色試劑。 

2. 取 5 mL 沒食子酸標準溶液於 50mL 量瓶中，加入適量的試劑水。 

3. 取 5mL 混合呈色試劑加入各 50mL 量瓶中混合，靜置 10 分鐘後，再加入 2mL

的 20%碳酸鈉溶液，定量至刻度，混合均勻後，靜置 10、20、30 分鐘。 

4. 以分光光度計測定 700nm 與 320nm 波長之吸光度。 

5. 代入沒食子酸標準檢量線，求得標準品回收率。 

(二) 改變氫氧化鈉的作用量，並找出合適的作用濃度範圍 

1. 分別取 0~20 mL 3M NaOH 溶液，同檢量線實驗步驟配置混合呈色試劑。 

2. 同(一)2~5 步驟。 

(三) 改變正磷酸鹽的作用量，並找出合適的作用濃度範圍 

1. 秤 1g 的磷酸氫二鈉，溶於去離子水 250mL。 

2. 分別取 0~20 mL 磷酸氫二鈉溶液，同檢量線實驗步驟配置混合呈色試劑。 

3. 同(一)2~5 步驟。 

(四) 改變酸的作用濃度，並找出合適的作用濃度範圍 

1. 分別取 0~5 mL 5M H2SO4 溶液，同檢量線實驗步驟配置混合呈色試劑。 

2. 同(一)2~5 步驟。 

三、 呈色反應的研究 

(一) 探討碳酸鈉的濃度對呈色的影響 

1. 配製 10%碳酸鈉溶液。 

2. 同檢量線實驗步驟配置混合呈色試劑。 

3. 取 5 mL 沒食子酸標準溶液於 50mL 量瓶中，加入適量的試劑水。 

4. 取 5mL 混合呈色試劑加入各 50mL 量瓶中混合，靜置 10 分鐘後，再加入 2~10mL 

10% Na2CO3 溶液，定量至刻度，混合均勻後，靜置 10、20、30 分鐘。 

5. 以分光光度計測定 700nm 與 320nm 波長之吸光度。 

6. 代入沒食子酸標準檢量線，求得標準品回收率。 

(二) 探討混合呈色試劑、碳酸鈉及沒食子酸的添加順序 
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1. 如檢量線實驗步驟之溶液配製。 

2. 將 5mL 呈色劑、5mL 沒食子酸標準溶液及 4 mL 10% Na2CO3 溶液以不同順序依

序添加，定量至刻度，混合均勻後，靜置 10、20、30 分鐘。 

3. 以分光光度計測定 700nm 與 320nm 波長之吸光度。 

4. 代入沒食子酸標準檢量線，求得標準品回收率。 

(三) 探討呈色反應對時間的穩定性 

以 5mL 沒食子酸標準溶液同檢量線實驗操作，分別於靜置後 10、20、30、40、

50、60、90 及 120 分鐘後，以分光光度計測定 700nm 與 320nm 波長之吸光度，

並代入沒食子酸標準檢量線，求得標準品回收率。 

(四) 沒食子酸的線性範圍 

以前述研究目的所得各添加成分最適合的作用濃度配製溶液及取用量，依檢量線

實驗對不同作用濃度範圍沒食子酸標準液進行操作，靜置 10 分鐘後以分光光度

計測定 700nm 與 320nm 波長之吸光度，以沒食子酸作用濃度對吸光度，以最小

平方法迴歸求得標準檢量線。 

四、 混合呈色試劑的適用性研究 

(一) 應用於精油總酚含量檢測 

1. 精秤 0.04g 精油，以乙醇溶解並定量至 50mL，此為精油試樣溶液。 

2. 分取 2mL 精油試樣溶液於三個 50mL 量瓶中，加入 5mL 磷鉬酸混合呈色劑(依

研究目的二所得配置)靜置 10 分鐘。 

3. 加入 4mL 10% Na2CO3 溶液，加水定量至刻度，靜置 10 分鐘後，以分光光度計

測定 700nm 與 320nm 波長之吸光度，代入沒食子酸標準檢量線求得相當沒食

子酸量。 

4. 精秤 0.05g 沒食子酸溶於乙醇溶液定量至 50mL 作為沒食子酸儲備液。取 2.5mL

沒食子酸儲備液，以乙醇稀釋至 50mL 作為沒食子酸標準溶液。 

5. 分取 2mL 精油試樣溶液於三個 50mL 量瓶中，分別加入 2mL 沒食子酸標準溶

液，再加入 5mL 磷鉬酸混合呈色劑(依研究目的二所得配置)靜置 10 分鐘。 

6. 加入 4mL 10% Na2CO3 溶液，加水定量至刻度，靜置 10 分鐘後，以分光光度計

測定各呈色液於 700 與 320nm 波長之吸光度，代入沒食子酸標準檢量線求得相

當沒食子酸量。 

7. 扣除精油試樣，計算添加標準品回收率。 

(二) 與市售 Folin-Ciocalteu 試劑比較 

以市售 2NFolin-Ciocalteu 試劑，每次取量 2.5 mL 及 5mL 20% Na2CO3 重複精油總酚

含量檢測步驟。 

五、 自製多酚快速檢測試紙 

(一) 多酚試紙檢測極限及沒食子酸標準比色卡製作 

1. 將濾紙裁剪成適當大小，浸泡在磷鉬酸酚試劑 24 小時。取出以熱風吹乾。 

2. 分別以 0~1000 ppm 沒食子酸標準溶液滴一滴於試紙上，1 分鐘後再滴一滴 3.5%

碳酸鈉溶液。 
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(二) 市售飲料多酚含量的檢測 

1. 以自製試紙檢測： 

將製作好的試紙滴一滴飲料，1 分鐘後再滴一滴 3.5%碳酸鈉溶液。 

2. 以光度法檢測： 

將市售飲料取 2mL 稀釋至 50mL 做為飲料試樣溶液。以 2 mL 飲料試樣溶液，

依精油總酚含量檢測步驟進行飲料中總酚含量檢測。 

(三) 探討多酚檢測試紙的保存穩定性 

1. 將製作好的試紙依光線隔絕及空氣隔絕進行測試，記錄至測試試紙些微變色時

間。 

2. 以添加化學試劑製作好的試紙依光線隔絕及空氣隔絕進行測試，記錄至測試試

紙些微變色時間。 

伍、研究結果與討論 

      在進行沒食子酸標準檢量線實驗時，本研究是以抗壞血酸法檢測水中總磷的比色

定量為基礎，利用鉬酸銨、硫酸及磷酸氫二鈉配製成的混合呈色試劑，但所得結果不

如預期，量瓶中溶液顏色偏綠色而非藍色，因此嘗試以氫氧化鈉將鉬酸銨溶液酸鹼值

調整至 pH=9 後再加熱沸騰 10 分鐘後冷卻再進行相同操作，呈色為藍色，且吸光度與

沒食子酸濃度也有線性關係。因此，我們認為溶液中的 NH4
+會干擾混合呈色試劑與還

原劑的呈色反應。 

 
    在製備檢量線前，針對實驗反應所得藍色溶液進行全光譜掃描發現在波長 280 nm

有極強吸收，如圖 1 所示，當我們要選擇工作波長 320 nm 與 700 nm 時，因此同時進

行沒食子酸與維他命 E 乙醇溶液反應後的全光譜，發現維他命 E 與呈色劑反應後在

320 nm 也有很強的吸收，所以，我們認定在波長 320 nm 的吸收，是還原劑與磷鉬酸

試劑反應後所產生的吸收，最後，我們選擇 320 nm 與 700 nm 作為本研究的工作波長。 

    本研究決定工作波長為 320nm 及 700nm，但 320nm 工作波長從無人利用在總酚含
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量測定，然而從全光譜顯示在波長 320nm 的吸收強度極佳，為了更加確認在波長320nm

的吸光值完全為測試物質與呈色劑反應後所產生的，進行下表確認實驗，相同作用濃

度的沒食子酸與維他命 E，在未加入呈色劑時(實驗編號 4 及 5)，吸光值只為有加呈

色劑的 6%，而其他添加試劑在波長 320nm 的吸光值影響小於 2%，從圖 1 呈色劑加雙

氧水後再加碳酸鈉溶液所得的光譜和只用呈色劑加碳酸鈉反應的光譜比較，我們認為

是磷鉬酸酚被雙氧水還原後的紫外光區吸收，這和磷鉬酸酚試劑與沒食子酸和維他命

E 反應所得的光譜在此紫外光區相似，因此更加確定波長 320nm 的吸收是呈色劑與沒

食子酸(或維他命 E)加入碳酸鈉後經反應後生成物在紫外光區的吸收。而從圖 1 全光

譜，使用市售福林試劑與本研究自製的磷鉬酸酚試劑所得的吸收光譜有很明顯的不

同，我們認為是市售福林試劑中的磷鎢酸與沒食子酸所產生的鎢藍複合物。 

 

一、 混合呈色劑之研究 

    為了確認本研究所要使用的試劑成分的適合作用濃度範圍，以所製得檢量線為基

礎，每次改變一個試劑成分濃度為變因，以等量的標準溶液添加，進行回收率測試，

當回收率在 95~105%之間則為較佳的使用範圍。 

(一) 改變鉬酸鹽的作用量，並找出合適的作用濃度範圍 

1. 使用鉬酸銨 
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    當鉬酸銨的反應作用濃度低於 1.44 mg/mL 時，回收率很明顯的偏低，我

們認為有兩點原因，第一，鉬酸銨的量不足與和全部的沒食子酸作用完；第二，

由圖 2 可看出鉬酸銨作用濃度低於 1.44 mg/mL 時，呈色劑溶液的 pH>2.5，而

使得當沒食子酸與呈色劑混合時溶液的酸度不夠而反應不完全，當加入碳酸鈉

後讓沒食子酸呈現鹼性極不穩定[6]的狀態而無法和呈色劑完全反應造成回收率

偏低。 

    當鉬酸銨作用濃度大於 1.44 mg/mL 時，沒食子酸標準液的回收率可落在

95~105%之間，但當鉬酸銨作用濃度為 2.08 mg/mL 時，也就是取 2.6 克鉬酸銨

來配置混合呈色試劑溶液，10 分鐘呈色劑即開始沉澱析出，2.8 克鉬酸銨 5 分

鐘開始有析出，3.0 克鉬酸銨使用量則不及 1 分鐘立即析出，當鉬酸銨與添加

氫氧化鈉質量比值大於 2.8 時，配製的混合呈色劑即會沉澱析出。因此，由圖

2 我們認為鉬酸銨適合的作用濃度為 1.44~2.24 mg/mL，換算實驗配製添加量為

1.8~2.8 g。 

2. 使用鉬酸鈉 

 
    圖 3 為將鉬酸銨改為鉬酸鈉時，當鉬酸鈉作用濃度為 1.76~6.40 mg/mL 時，

沒食子酸標準品回收率實驗皆在 95~105%之間，換算實驗所添加的鉬酸鈉量為

2.2~8.0 g。 

    圖 4 為不同鉬酸鹽條件配製的呈色試劑溶液，當鉬酸銨不添加氫氧化鈉

時，加入正磷酸鹽與硫酸後立即產生黃色鉬黃沉澱，而在鉬酸銨溶液中加入適

量的氫氧化鈉煮沸後所配製的呈色試劑不會產生沉澱，由鉬酸鈉所配製的呈色

劑也不發生沉澱。 
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(二) 改變氫氧化鈉的作用量，並找出合適的作用濃度範圍 

1. 使用鉬酸銨 

 
    圖 5 為鉬酸銨與氫氧化鈉不同添加量混合溶液 pH 值。由圖得知，當氫氧

化鈉作用濃度偏低時，回收率測試實驗的不穩定性相對的較高，當氫氧化鈉作

用濃度大於 0.38 mg/mL 時，實驗的穩定性漸佳。以氫氧化鈉作用濃度為

0.38~1.15 mg/mL 為適合作用範圍，相當實驗取用 3M NaOH 體積為 4.0~12.0 mL。 

(三) 改變正磷酸鹽的作用量，並找出合適的作用濃度範圍 

1. 對鉬酸銨 
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    當以不同量的磷酸氫二鈉進行配製磷鉬酸混合呈色劑溶液時，磷酸氫二鈉

添加量少，混合溶液為很淡的黃色溶液，如圖 6 正磷酸根作用濃度低於

10μg/mL 時，沒食子酸標準品回收率很明顯的偏低，高於 10μg/mL 時回收

率落在 95~105%之間波動，直到正磷酸根作用濃度大於 96μg/mL 時回收率急

劇的下降，因此，正磷酸根作用濃度的適合範圍 42.8~77.1μg/mL，相當於實驗

時添加 4 mg/mL 磷酸氫二鈉溶液 4.0~7.2 毫升。 

2. 對鉬酸鈉 

 
    相同的，在鉬酸鈉體系中，正磷酸根的作用濃度低於 5.4 μg/mL 高於

133.8μg/mL 時回收率偏低。如圖 7 結果所示，在鉬酸鈉系統中，正磷酸根適

合的作用濃度為 18.7~120.4μg/mL，相當於實驗時添加 4 mg/mL 磷酸氫二鈉溶
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液 1.4~9.0 毫升。 

    從圖 6 及圖 7 比較，兩種鉬酸鹽系統對於正磷酸根的適合作用濃度有所差

異，鉬酸鈉系統明顯的比鉬酸鹽系統的適合作用範圍還要寬，然而如將兩種鉬

酸鹽全轉換成 MoO3 時，鉬酸銨的作用濃度比鉬酸鈉還高 10%，也就是說，在

這個實驗中，每一個試劑成分的作用量都有其適合的範圍，過高或過低都會造

成準確度的差異，這也就是本研究的最主要的目的，找出每一個作用試劑的適

合作用濃度範圍。 

(四) 改變酸的作用濃度，並找出合適的作用濃度範圍 

1. 對鉬酸銨 

 
2. 對鉬酸鈉 
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    從圖 8 及圖 9 結果中，鉬酸銨系統因有使用氫氧化鈉鹼化而使得對硫酸的

最低需求作用濃度明顯的比鉬酸鈉系統還高，分為鉬酸銨>20mM、鉬酸鈉

>10mM，但當硫酸作用濃度高於 60mM 時，兩系統的回收率實驗急劇的變差，

代表著本反應對酸非常的敏感，過高或過低都會影響反應，進而影響到實驗的

準確性。 

二、 呈色反應的研究 

(一) 探討碳酸鈉的濃度對呈色的影響 

1. 使用鉬酸銨 

 

 

    在鉬酸銨系統中分別使用碳酸鈉及氫氧化鈉作為添加鹼，發現使用氫氧化

鈉時因鹼性太強而產生其它化合物而無法和呈色試劑進行反應產生藍色的化

合物。 



 12 

2. 使用鉬酸鈉 

 

    在兩個系統中，碳酸鈉適合的作用濃度範圍，分為鉬酸銨為 7.2~12.0 

mg/mL；鉬酸鈉為 6.4~24.0 mg/mL。相當於實驗時添加 10%碳酸鈉溶液體積分

為 3.6~6.0mL、3.2~12.0mL。從圖 10 及圖 12 可看出，當碳酸鈉作用濃度太低時，

呈色體系中的藍色化合物明顯的偏低(700 nm)，代表著碳酸鈉在這呈色體系中

是生成藍色化合物的重要因素。 

    在圖 10 及 12 中，當添加碳酸鈉量偏低時，波長 320nm 的吸收非常大，使

得回收率異常的高，這和圖 8 及圖 9 中，當硫酸的作用濃度高於 60mM 時，波

長 320nm 的回收率也急劇升高，代表著此反應系統在工作波長 320nm 對酸的

敏感度很高，為什麼在酸性偏高的情況下，在波長 320nm 的吸光值會增大的如

此之多，我們認為有可能在強酸下，沒食子酸先進行了其他反應，而反應後的

化合物在波長 320nm 的莫耳吸收常數非常的大，但卻也能和呈色劑進行反應，

在波長 700nm 仍有吸光值，只是反應性變差，求得的回收率偏低。 
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    由表 1 中，我們以各成分作用濃度為鉬酸鹽 2 mg/mL、氫氧化鈉 0.768 

mg/mL(鉬酸銨系統)、硫酸 50 mM(鉬酸鈉為 20mM)、正磷酸根 53.5 μg/mL(鉬

酸鈉為 69.55μg/mL)及碳酸鈉 8 mg/mL 為後續實驗時，各成分的作用濃度。配

製混合呈色劑各成分溶液配製方法如下： 

(1) 鉬酸銨溶液：秤取 5g 鉬酸銨加水 80mL 後加入 8mL 6M NaOH(aq)加熱煮沸 10

分鐘，冷卻後加水至 100mL。 

(2) 鉬酸鈉溶液：秤取 5g 鉬酸鈉加水至 100mL 溶解。 

(3) 正磷酸根溶液：秤取 1g 磷酸氫二鈉加水至 500mL 溶解。 

(4) 鉬酸銨系統混合呈色劑：依序取鉬酸銨溶液 20mL、正磷酸根溶液 20mL 及

10mL 2.5M H2SO4(aq)混合均勻。反應取量 5mL。 

(5) 鉬酸鈉系統混合呈色劑：依序取鉬酸鈉溶液 20mL、正磷酸根溶液 26mL 及

4mL 2.5M H2SO4(aq)混合均勻。反應取量 5mL。 

(6) 10% Na2CO3(aq)取量 4mL。 

(二) 探討混合呈色試劑、碳酸鈉及沒食子酸的添加順序 
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    由圖 13 可看出，呈色劑、沒食子酸及碳酸鈉的添加順序，必須讓呈色劑與

沒食子酸先行混合後才能再加入碳酸鈉；當碳酸鈉先與沒食子酸混合時，已先

讓沒食子酸呈現鹼性狀態，就算再加入酸性的呈色劑，也無法讓沒食子酸回復

到最原先狀態[6]；當呈色劑先與碳酸鈉混合時，酸性呈色劑先與鹼性碳酸鈉作用

而使得沒食子酸加入時碳酸鈉量不足，造成無法全部反應呈色。因此，本研究

後續則以下列順序添加：沒食子酸→呈色劑→碳酸鈉。 

(三) 探討呈色反應對時間的穩定性 

 
    如圖 14，在以定量沒食子酸標準溶液進行實驗時發現兩個工作波長對時間

的穩定性明顯的不同，在 320nm 工作波長，靜置 30 分鐘時標準液的回收率開始

低於 95%，但 700nm 的工作波長在靜置 60 分鐘時還高於 95%。因此，本研究最
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適合的偵測吸光值時間為所有試劑完全混合後靜置 10~20 分鐘，後續實驗則以

靜置 10 分鐘為工作時間。 

    在『總磷之比色定量─維生素 C 法』的反應試劑中的酒石酸銻鉀具有加速

反應及穩定呈色的功用，為了讓兩個工作波長的穩定性一致，嘗試以酒石酸銻

鉀等試劑進行實驗，結果如圖所示，發現當作用溶液中[NH4
+]>0.2ppm、[Sb3+]>2 

ppm、[Cu2+]>2 ppm 及[C2O4
2-]>3 ppm 均會對沒食子酸的回收率影響，其中銨根離

子的存在和本實驗初以鉬酸銨進行混合呈色劑配製時如添加氫氧化鈉量不足或

加熱煮沸時間不足時，均會造成配製試劑沉澱或極不穩定而影響呈色，證實在

製作檢量線時我們認為溶液中的 NH4
+會干擾混合呈色試劑與還原劑的呈色反

應。 

    除了上述四種添加試劑對呈色現象造成影響外，其餘添加試劑在作用濃度

小於 50ppm 對呈色反應的干擾不具影響，但對呈色的穩定性卻無幫助。 

 

(四) 沒食子酸的線性範圍 

一、 沒食子酸水溶液 
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    以表 2 各成分作用濃度進行沒食子酸工作濃度線性範圍測試實驗，結果如
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圖 16 及圖 17。在鉬酸銨系統中，工作波長 320 nm 及 700 nm，沒食子酸標準檢

量線在 0.2 ~ 8.0 μg/mL 範圍 y = 0.2969x + 0.0043 ，R2=0.9998(320 nm)，檢量線

確認回收率為 102.68%，RSD=0.54%(n=3)；y = 0.0441x + 0.0011 ，R2=0.9972(700 

nm) ，檢量線確認回收率為 102.67%，RSD=1.49%(n=3)。 

    在鉬酸鈉系統中，工作波長 320 nm，沒食子酸標準檢量線在 0.06 ~ 

10μg/mL 範圍內 y = 0.3025x + 0.0061 ，R2=0.9994，檢量線確認回收率為

100.28%，RSD=2.34%(n=3)；工作波長 700 nm，沒食子酸標準檢量線在 0.1 ~ 

16μg/mL 範圍內 y = 0.0446x - 0.0021 ，R2=0.9997，檢量線確認回收率為

99.91%，RSD=3.04%(n=3)。 

二、 沒食子酸乙醇溶液 
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由於進行精油總酚含量測試會以乙醇做為溶解的溶劑，因此以乙醇為溶劑

來溶解標準品沒食子酸進行本研究開發磷鉬酸呈色劑線性範圍測試。在鉬酸銨

系統中，工作波長 320 nm 沒食子酸標準檢量線在 0 ~ 8.0μg/mL 範圍內 y = 

0.3549x + 0.0241 ，R2=0.9965，檢量線確認回收率為 101.55%，RSD=0.87%(n=3)；

工作波長 700 nm 沒食子酸標準檢量線在 0 ~ 7.0μg/mL 範圍內 y = 0.0478x + 

0.0054 ，R2=0.9963，檢量線確認回收率為 101.20%，RSD=0.78%(n=3)。。 

    在鉬酸鈉系統中，工作波長 320 nm 沒食子酸標準檢量線在 0~ 9.0μg/mL

範圍內 y = 0.3677x - 0.0669 ，R2=0.9965，檢量線確認回收率為 101.24%，

RSD=0.21%(n=3)；工作波長 700 nm 沒食子酸標準檢量線在 0 ~ 7.0μg/mL 範圍

內  y = 0.0531x - 0.0056 ， R2=0.9954 ， 檢 量 線 確 認 回 收 率 為 102.75% ，

RSD=1.03%(n=3)。 

    在兩種鉬酸鹽呈色劑的沒食子酸線性範圍中，以鉬酸鈉系統的混合呈色劑

在沒食子酸的水溶液偵測極限最廣，此系統適合分析茶飲中的多酚含量。 

三、 混合呈色試劑的適用性研究 

(一) 應用於精油總酚含量檢測 
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    表 3 為以同學蒸餾所得的八種天然精油、兩種水蒸氣蒸餾所得露水及兩種乙

醇浸泡萃取液，利用本研究開發所得的磷鉬酸酚呈色劑進行測定總酚含量結果，

除了檸檬桉、香茅及迷迭香精油在 320nm 工作波長測得的總酚含量明顯的較

700nm 工作波長的高，其餘幾種測得在兩個工作波長的總酚含量差異並不大，對

於這三種精油總酚含量在兩個工作波長的差異如此大的原因，我們認為可能應該

是三種精油中含有的還原性成分化合物，再加入磷鉬酸酚試劑後而增強了 320nm

工作波長所測得的吸收值，使得測得的總酚含量偏高很多。 

    由表 3 添加標準品回收率實驗均能落在 90~110%，這表示本分析方法適合用

來作為測定精油之總酚含量。 

(二) 與市售 Folin-Ciocalteu 試劑比較 
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    從表 4 市售與自製磷鉬酸呈色劑測定精油總酚含量，兩種呈色劑以相同的定

容容器進行總酚含量測定，並在相同工作波長 700nm 下測定的結果，市售的福林

試劑再進行精油總酚含量測定時，反應後溶液明顯呈混濁，如圖 20 所示，必須

經靜置或離心才能測吸光值，但兩呈色劑所得結果差異不大。 

    本研究改良的 Folin-Ciocalteu 試劑與市售 Folin-Ciocalteu 試劑之差異： 

1. 可於每次實驗前可快速配製，不必擔心購賣試劑保存的問題。 

2. 配置本研究 1N 呈色劑 500 mL 成本約為 50 元，但市售 2N 福林試劑 250mL

價格約為 1800 元。 

3. 呈色快速(靜置 10 分鐘，且不需離心)，適合學生進行總酚含量測定課程教學。 

4. 產生的廢液較常見總酚含量測定方法還多(改良：50mL；市售：8mL)。 

四、 自製多酚快速檢測試紙 

(一) 多酚試紙檢測極限及沒食子酸標準比色卡製作 
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    利用自製磷鉬酸酚試劑製成的多酚快速檢測試紙，在經實驗後，當滴一滴測

試溶液後，如同光度分析法般，需再滴加碳酸鈉溶液才能快速顯色，製作標準比

色卡時，同以光度法 10%碳酸鈉滴加，發現在高濃度沒食子酸顯色沒有差異，因

此，改變碳酸鈉濃度實驗，最後以 3.5%碳酸鈉呈色快速且能有明顯色差，結果如

圖所示。並以 5~30ppm 沒食子酸標準溶液進行試紙的偵測下限，結果如圖 22 所

示，雖然 20ppm 已有些微的變色，但不是很明顯，因此在製作標準比色卡仍以

25ppm 為可測出多酚的下限。在製作試紙過程發現做好的試紙很容易由黃色變為

黃綠色最後變為藍色如圖 23 所示，因此，有必要探討試紙的保存穩定性。 

 
(二) 市售飲料多酚含量的檢測 
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    在利用自製多酚快速檢測試紙進行市售飲料的總多酚含量測定，經與標準

比色卡比對，所得結果在與光度法進行比較，兩種測定方法所得市售茶飲料中

的總多酚含量差異並不大，代表著我們以自行配製的磷鉬酸酚泡製所得的多酚

快速檢測試紙具有其實際的應用性。 

(三) 探討試紙的保存穩定性 
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    本實驗進行利用自製磷鉬酸酚呈色劑與市售 2N 福林試劑製作多酚快速檢

測試紙，利用吸塵器與塑膠袋封口機與空氣隔離，所得結果如表所示，三種試

紙暴露在空氣及光線下約 40~70 分鐘均些微變為黃綠色，隔離空氣但未避光約

60 分鐘變色，但如將試紙避光則在 3~6 天後試紙才會稍變為黃綠色，結果顯示，

避免光線的照射可以有效增加試紙的保存時間。 

 
    在前項實驗隔絕空氣及光線可以有效增長試紙的保存時間，本實驗以浸泡

或塗抹的方式嘗試是否可增長試紙的保存時間，在未避光的實驗試紙的保存時

間較前項實驗增加至 80~230 分鐘才會稍微變色，但避光的實驗並沒有明顯的改

變，因此，在使用輔助試劑延長試紙的保存時間仍有待進一步的研究。 
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陸、 結論 

一、 本研究改良的磷鉬酸酚呈色劑，最適合的作用濃度如下表： 

 

經改良的磷鉬酸酚試劑，可以不必如傳統的磷鉬酸酚試劑自行配製時的耗時，如以鉬

酸鈉配製時更可於實驗前配製，相當的方便快速。 

二、 進行總酚含量測試時，鹼的作用強度對呈色影響非常大，且反應的添加順序相當重

要，磷鉬酸酚混合呈色劑、試樣溶液及碳酸鈉水溶液三者的添加順序可以是(1)混合呈

色劑→試樣溶液→碳酸鈉，或(2)試樣溶液→混合呈色劑→碳酸鈉。 

三、 本研究改良的實驗方法，最佳測定反應溶液吸光值的時間為室溫靜置 10~20 分鐘，比

一般測試總酚含量的方法在室溫下均要靜置 0.5~1.5 小時[4]來的佳。 

四、 以自製磷鉬酸酚進行總酚含量檢測時，當作用溶液中[NH4
+]>0.2ppm、[Sb3+]>2 ppm、

[Cu2+]>2 ppm 及[C2O4
2-]>3 ppm 均會對反應的呈色造成干擾。 

五、 本研究針對 320nm 及 700nm 兩個工作波長進行不同鉬酸鹽配製的混合呈色劑與沒食

子酸標準水溶液與乙醇溶液最佳線性範圍如下表： 

 

其中以鉬酸鈉水溶液配製的混合呈色劑對沒食子酸的偵測極限最廣，再加以呈色劑配

製的便利性，我們認為以鉬酸鈉系統最好。 

六、 本研究方法進行精油及飲料的總酚含量測定時，添加標準品回收率均能落在 90~110%

間，代表本方法適合精油及飲料試樣的總酚含量測定。 

七、 本研究自製的磷鉬酸酚試劑比市售福林試劑價格便宜且方便配製、反應快速，且與檢

測試樣反應後並不會產生沉澱。 
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八、 以自製磷鉬酸酚做成的試紙進行多酚含量快速檢測，當檢測試樣多酚含量高於 25ppm

時即可檢測出，並以標準比色卡進行比對，可快速測得水溶性試樣中的總酚含量。 

九、 以自製磷鉬酸酚呈色劑做成試紙，進行飲料中多酚物質含量測定，並與分光光度法進

行比對，兩者所得結果差異不大，表示本研究開發的試紙具有檢測定量飲料中的多酚

含量。 
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【評語】091102  

1. 開發以磷鉬酸酚成分為主之酚類快速檢測試紙，應用於精油與

飲料中酚類含量之分析，並與傳統商業化之試紙比較，研究設

計與分析項目完整，具科學性與創新性。 

2. 建議在實驗過程中，考量數據量化呈現與精準度之控制，將可

提高研究結果之品質及未來改善實驗條件之參考依據。 
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