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中文摘要中文摘要中文摘要中文摘要 

Folin-Ciocalteu 比色法是最普遍應用於檢測抗氧化總多酚含量的方法，定量上常

以沒食子酸當量作為總多酚相對含量的表示。本研究討論 Folin-Ciocalteu比色法

中碳酸鈉添加對檢測總多酚的影響。結果表明，沒食子酸在鹼性環境下具有化學

的不穩定性，當 20%碳酸鈉添加的步驟在 Folin-Ciocalteu試劑之前，沒食子酸因

鹼而形成不可逆的化合物，直接影響到 Folin-Ciocalteu 試劑的還原反應效率，進

而對總多酚定量檢測造成顯著的干擾。 
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前前前前    言言言言 

多酚類化合物是植物二次代謝產物，為天然植物中萃取的多羥基酚類衍生物，近

年廣受歡迎。 

 

Folin-Ciocalteu 比色法測定總多酚，是以 Folin 及 Denis 的方法[1]改進，Folin- 

Ciocalteu 試劑中的鎢鉬酸可以將總多酚化合物定量，自身被還原(Mo6+變為

Mo5+)，生成藍色化合物，顏色的深淺與總多酚含量呈正相關。Folin-Ciocalteu試

劑與酚類化合物在酸性穩定，必須在鹼性條件下反應方可顯色，比色體系中碳酸

鈉是顯色的重要因子[2]。Folin-Ciocalteu 試劑偵測總多酚，具有檢測方便、操作

簡單、再現性好等優點，累積了大量的數據，成為研究總多酚抗氧化的慣用的方

法[3]。 

 

Folin-Ciocalteu比色法測定總多酚含量，常以沒食子酸(gallic acid)作為標準品，進

而比對，沒食子酸在苯環接有三個酚羥基團 (phenolic OH groups)及一個羧基
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(carboxyl group)。 

 

Folin-Ciocalteu 比色法測定總多酚，添加 Folin-Ciocalteu 試劑及鹼(碳酸鈉)使得反

應順利進行。文獻上使用 Folin-Ciocalteu 方法測定總多酚的含量，加入 Folin 

Ciocalteu試劑及鹼的順序，卻有幾種不同的方式進行：(1) Folin-Ciocalteu試劑與

鹼一起添加並反應[4-9] (2)先加 Folin-Ciocalteu試劑混合 1分鐘[10-12]或 5分鐘[12，13]

後，再加鹼反應  (3)先加鹼 [14]或加鹼後 2 分鐘 [15-19]或 5 分鐘 [20]後，再加

Folin-Ciocalteu 試劑反應。文獻所使用的藥品，加入順序不同，造成實驗者無法

依循，而 Folin-Ciocalteu比色法的加入藥品的順序，是否會造成實驗結果的差異？

文獻上從未討論。Folin-Ciocalteu 比色法測定總多酚，已是常用的分析方法，而

總多酚常用於抗氧化分析的解釋，方法的正確與否，將嚴重影響抗氧化的數據解

釋。 

 

本研究目的在討論 (1)鹼的加入對沒食子酸的影響 (2) Folin-Ciocalteu試劑與鹼的

順序對總多酚的檢測影響。以沒食子酸的模式，探討 Folin-Ciocalteu比色法中鹼

的添加順序對總多酚偵測的影響，並訂定出正確的方法。 

 

材料與方法材料與方法材料與方法材料與方法 

材料材料材料材料 

(1) 藥品：Folin- Ciocalteu 試劑、沒食子酸 (gallic acid)與碳酸鈉均為 Sigma 公司

產品。 

 

(2) 儀器：分光光度計(PerkinElmer Lambda35 UV/Vis spectrometer)。 

 

實驗方法實驗方法實驗方法實驗方法 

(1) 鹼對沒食子酸吸收光譜的影響 

取 0.25 mL的 1,000 μg/mL沒食子酸，0.5 mL 的 20 %、2%、0.2%、0.02%、

0.002%及 0.0002%的碳酸鈉，加 4.25 mL 的蒸餾水，在常溫下反應 25 分鐘

後 ，以分光光度計於 200-800 nm偵測吸光度。沒食子酸終濃度為 50 μg/mL。 

 

(2) 添加 Folin-Ciocalten 試劑與碳酸鈉的順序對沒食子酸量測的影響 

以修改 Folin–Ciocalteu方法[21]測試方法，取 0.25 mL的沒食子酸及同體積的 

Folin-Ciocalten 試劑、0.5 mL 20 %碳酸鈉及 4 mL的蒸餾水，沒食子酸的最終

濃度為 0、20、60及 100 μg/mL。在常溫下反應 25分鐘後，以分光光度計於

730 nm偵測吸光度。 
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Folin-Ciocalten 試劑與碳酸鈉的添加方式如下： 

a. 以沒食子酸先加碳酸鈉後再添加 Folin-Ciocalten 試劑。 

b. 以沒食子酸先加 Folin-Ciocalten 試劑後，混合 5分鐘，再添加碳酸鈉。 

 

 

 

結果與討論結果與討論結果與討論結果與討論 

鹼對沒食子酸吸收光譜的影響鹼對沒食子酸吸收光譜的影響鹼對沒食子酸吸收光譜的影響鹼對沒食子酸吸收光譜的影響 

Folin-Ciocalteu比色法測定總多酚含量，常以沒食子酸(gallic acid)作為比對的標準

品。以沒食子酸作為標準，在未加碳酸鈉的情況下，其 pH值為酸性，溶液是透

明澄清，在添加碳酸鈉的過程，隨著碳酸鈉的濃度增加，pH增加。添加 0.02%、

0.002%及 0.0002%碳酸鈉處理，溶液的顏色是透明澄清，但添加 0.2%、2%及 20%

碳酸鈉的處理，溶液是呈現綠色。以添加 0.2% 碳酸鈉的處理，在反應完成後，

再以盬酸調整 pH至 2.34， 溶液的顏色轉為粉紅色。 

 表一、沒食子酸添加碳酸鈉後各處理的 pH值及顏色的變化。 

 

 

沒食子酸及其添加 0.02%、0.002%與 0.0002%碳酸鈉處理後的吸收光譜如圖一，

沒食子酸與添加低濃度的碳酸鈉處理，其吸收光譜相似，在 260 nm處都有極強

的吸收峰。 

 

圖二是沒食子酸添加 0.2%、2%與 20%碳酸鈉處理後的吸收光譜，與圖一不同，

在 260 nm的吸收峰明顯偏移及改變。添加 0.2%以上的碳酸鈉，其 pH值大幅增

加，溶液為綠色。 
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 圖一、沒食子酸與添加 0.02%、0.002%及 0.0002%碳酸鈉各處理的吸收光譜。 

 

 圖二、沒食子酸與添加 20%、2%及 0.2%碳酸鈉各處理的吸收光譜。 

 

將沒食子酸及其添加 0.2%碳酸鈉呈綠色反應溶液，再以盬酸調整 pH至 2左右，

其吸收光譜如圖三。沒食子酸水溶液在降低 pH後，其吸收光譜不變，表示在酸

性下沒食子酸穩定。但沒食子酸經 0.2%碳酸鈉處理後，以鹽酸調整其 pH至 2.3

時，其吸收光譜和未經鹼處理的樣本光譜明顯的不同。添加 0.2%碳酸鈉處理後

的沒食子酸水溶液，pH超過 9，雖再以盬酸調整 pH至酸性，但溶液仍呈粉紅色， 

表示沒食子酸在強鹼反應後，雖以鹽酸調整回酸性，但溶液中已非全然都是沒食

子酸。推論沒食子酸受強鹼的影響，可能產生新的化合物。 
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 圖三、沒食子酸與添加 0.2%碳酸鈉處理，以盬酸降低 pH至 2的吸收光譜。 

 

添加試劑的添加試劑的添加試劑的添加試劑的順序對沒食子酸順序對沒食子酸順序對沒食子酸順序對沒食子酸量測量測量測量測的影的影的影的影響響響響 

圖四探討添加 Folin-Ciocalten 試劑與碳酸鈉的順序對總多酚量測的影響，檢測總

多酚定量常以沒食子酸作標準，以作為總多酚含量的相對當量表示。以沒食子酸

先添加 Folin-Ciocalten試劑後，混合 5分鐘，再添加碳酸鈉處理的量測值，在 730 

nm 下的吸光值都比較高。以沒食子酸先添加碳酸鈉後再加 Folin-Ciocalten 試劑

的處理，其量測值都偏低。圖四是兩種處理在各種沒食子酸的濃度時的吸光值及

其吸光值增加的倍率的比較。先加 Folin-Ciocalten試劑的處理，在各種沒食子酸

濃度下的吸光值反應，較先加碳酸鈉處理者其吸光值均增加 200%以上，表示

Folin-Ciocalten試劑與碳酸鈉的添加順序明顯影響總多酚定量的感度。 
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圖四、Folin-Ciocalten 試劑與碳酸鈉的添加順序對沒食子酸量測的影響。 

 

討討討討    論論論論 

酸酸酸酸、、、、鹼對沒食子酸的穩定性影響鹼對沒食子酸的穩定性影響鹼對沒食子酸的穩定性影響鹼對沒食子酸的穩定性影響 

沒食子酸水溶液為透明的酸性溶液，當沒食子酸溶液的 pH降至近 2時，及添加

0.02%碳酸鈉處理後，溶液亦澄清透明，此二處理的吸收光譜圖相似。如圖一所

示，沒食子酸在酸性環境下，沒食子酸的化學性質是很穩定的。 

 

添加 0.2% 以上的碳酸鈉處理，使溶液偏向鹼性，此時溶液呈現綠色，吸收光譜

圖改變如圖二所示。吳等人[22] 研究指出，當 pH值為 7-10 時，沒食子酸在三小

時已降解完全，說明沒食子酸在鹼性與中性條件下並不穩定。Friedman及 Jürgens 

[23] 研究植物的酚類化合物，如咖啡酸 (caffeic acid)、兒茶素((-)-catechin)、表兒

茶素((-)-epigallocatechin)、阿魏酸(ferulic acid)、蘆丁(rutin)、綠原酸及沒食子酸等，

探討 pH對其穩定性的影響，其結果指出表明咖啡酸、綠原酸及沒食子酸等多酚

物質在高 pH，鹼性環境下不穩定，其光譜的轉變是不可逆。 

 

經沒食子酸加 0.2%碳酸鈉的鹼處理後，再以盬酸調整其 pH為 2.3時，比較其吸

收光譜與未調整 pH值的沒食子酸溶液，由圖三可知有明顯的不同，此時溶液呈

粉紅色，表示沒食子酸在強鹼下產生新的化合物，雖然降低 pH值，也無法完全

變回沒食子酸，是一不可逆的反應。 

 

沒食子酸在苯環接有三個酚羥基團 (phenolic OH groups)，並沒有碳-碳共軛雙

鍵，Friedman及 Jürgens[23] 認為酚羥基團可能是咖啡酸、綠原酸及沒食子酸在高

pH 下不穩定，光譜變化的主要關鍵。我們推測沒食子酸在強鹼環境下，可能經

由酚羥基團或羧酸間的酯化縮合，造成沒食子酸的聚合反應，形成新的化合物，

而這個過程是不可逆，也造成沒食子酸在鹼性環境下不穩定的現象。 

 

鹼的順序對鹼的順序對鹼的順序對鹼的順序對 Folin–Ciocalteu 方法方法方法方法測量測量測量測量沒食子酸的影響沒食子酸的影響沒食子酸的影響沒食子酸的影響 

酚類化合物與 Folin-Ciocalteu 試劑僅能在鹼性下反應。酚解離出一個質子(proton)

生成酚陰離子，酚陰離子及 Folin-Ciocalteu 試劑間，經電子移轉，可還原

Folin-Ciocalteu 試劑，反應形成藍色的化合物[3]。 

 

先加 20%碳酸鈉於沒食子酸溶液後再和 Folin-Ciocalteu 試劑反應，沒食子酸的三

個酚羥基團，在強鹼條件，可能經由分子間酚羥與羧酸基團的再聚合，產生不可

逆的化合物。因此，再和 Folin-Ciocalteu 試劑反應時，能夠解離成酚陰離子減少，
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產生還原反應的機會也相對減少；同時，反應形成藍色的化合物減少。以沒食子

酸先加 Folin-Ciocalteu 試劑混合作用 5分鐘後再加碳酸鈉的反應處理，分子間聚

合的情況相對較少，電子移轉及還原反應的機會相對較高，反應藍色的化合物也

較多。 

 

以 Folin-Ciocalteu 試劑量測總多酚，是研究總多酚抗氧化的慣用的方法[3]。Taga

等人 [19]以咖啡酸作為檢量的標準品，以先添加 20%碳酸鈉兩分鐘後再加

Folin-Ciocalteu 試劑作為檢測總多酚的方法。咖啡酸、綠原酸及沒食子酸等多酚

物質在高 pH，鹼性環境下不穩定[23]，因此，以咖啡酸先添加碳酸鈉是否會影響

Folin–Ciocalteu 方法中咖啡酸的定量效能，能須再進一步探討。但是，以沒食子

酸作為標準品時[15-18,20]，沒食子酸遇鹼不穩定，先添加碳酸鈉再加 Folin-Ciocalteu 

試劑的處理，在本研究中造成沒食子酸繼續反應，形成新的化合物，影響電子轉

移及 Folin-Ciocalteu 試劑還原反應，嚴重影響以沒食子酸做為定量基準之

Folin–Ciocalteu方法的測量效能，相同的，總多酚的定量檢測也受影響。 
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Effects of base-catalysis on determination of total 

polyphenols with Folin-Ciocalteu reagent 
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Jui-Ling Li, Shin You , Ji-Yuan Liang* 

Department Biotechnology, School of Health Technology, Ming-Chuan University, 

(Taoyuan, Taiwan, R.O.C.) 

 

Abstract 

Gallic acid is often used as the quantitative standards in Folin-Ciocalteu colorimetric 

method for determination of total polyphenols. The evaluation of total polyphenol 

content is equivalent to the relative content of gallic acid. The effects of sodium 

carbonate on total polyphenol analysis with Folin-Ciocalteu reagent were studied. 

The results showed that gallic acid is unstable in alkaline solution. When 20% sodium 

carbonate was added before the addition of Folin-Ciocalteu reagent in the assay, an 

irreversible compound had been produced. With the alteration of reaction 

conditions, the electric transferring capacity of Folin-Ciocalteu reagent was 

decreased during its reduction. Therefore, the quantitative analyses of total 

polyphenols and calibration of using gallic acid as standards were also shown to be 

affected significantly. 
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