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１．動機・目的 

 2021年、私達は光環境の違いで藍の葉に含まれるindigoの量が異なるかを調べた。結果、光環境による明

確な差は確認することは出来なかった。さらに、クロロフィルとindigoの吸収波長が近く、正確なindigoの

量を測れなかった。私たちは、“タデアイの葉からクロロフィルのみ抽出することができれば、タデアイの葉

から得られる正確なindigoの量を求めることができるのではないか“という疑問をもった。 

2022年は、タデアイの葉からクロロフィルだけを抽出することと葉から得られるindigoの量を正確に測る

方法を確立させることを目的とした。 

２. 実験準備 

 （１）試料および機器 

 試料となるタデアイの葉は、昨年実験室内で水耕栽培した葉を冷凍した。その後、二週間自然乾燥を行い、

水分を飛ばした。ミキサーで葉を刻み、乳鉢と乳棒で葉を粉砕した。冷凍を行うために使用した冷凍庫は、家

庭用冷蔵庫に属している冷凍庫を使用した。以後、冷凍したタデアイの葉は「冷凍葉」と表記する。 

吸収スペクトルは、島津分光光度計Sefi IUV1240を用いて測定をした。 

３. 実験方法 

 （１）indigoの検量線の作成 

 indigo標準溶液として、0.010gのindigoを秤量し、0.10mg/mLのジメチルスルホキシド（以下、DMSO）溶

液100 mLを調整した。この標準溶液を希釈し、0.0010から0.0050mg/mLに調整した。吸光度で溶液の吸収ス

ペクトルを測定した。各スペクトルから波長618 nmの検量線を作成した。微量のindigoを秤量するため、溶

液の調整から測定を４回繰り返し、これらの平均値から検量線を作成した。 

 （２）99.5％エタノールでクロロフィルを抽出 

 溶媒をエタノールとして、ソックスレー抽出器で１回、２回、３回、４回と抽出を行う回数を変えて冷凍葉

からクロロフィルを抽出した。クロロフィルを抽出した葉に DMSOを２mL加え、５分間 indigoを抽出した。

1.5mLのマイクロチューブに溶液を入れ、10分間遠心分離した。上澄み液を 10倍希釈し、吸収スペクトルを

測定した。 

 （３）60%アセトン～40%アセトンでクロロフィルを抽出 

 500mLビーカに 50mL水を入れ、水の温度を 60℃に保った。丸底フラスコに 80%アセトンと冷凍葉 0.10gを

入れ、60℃に保った水に浸け５分間湯煎した。（今回の実験では全体溶液を20mLとし、60%アセトン：12mL 水

８mLとした。）1.5mLのマイクロチューブに溶液を入れ、５分間遠心分離した。この溶液の吸光度を測定した。

この操作を50％アセトン（アセトン：10mL 水10mL）と40％アセトン（アセトン：８mL 水12mL)に変えて行

った。 

 （４）80%DMSO～40%DMSOでクロロフィルを抽出 

 300ｍLビーカに50mL水を入れ、水の温度を80℃に保った。コニカルビーカに80%DMSOと冷凍葉0.10gを入

れ、80℃に保った水に浸け５分間湯煎した。（今回の実験では全体溶液を20mLとし、80%DMSO：16mL 水：４mL 

とした。）1.5mLのマイクロチューブに溶液を入れ、５分間遠心分離した。この溶液の吸光度を測定した。この

操作を70%DMSO（DMSO：14mL 水：６mL)、60%DMSO（DMSO：12mL 水：８mL)、50%DMSO、（DMSO：10mL 水：10mL）、

40%DMSO（DMSO：８mL 水：12mL） 

 



（５）indigoの定量 

 300mLビーカに50mL水を入れ、水の温度を80℃に保った。コニカルビーカに100%DMSOと冷凍葉0.50gを入

れ、80℃に保った水に浸け15分間、30分間、45分間、60分間湯煎した。（今回の実験では全体溶液を 100mL

とし、100%DMSO：100mL 水０mL とした。）1.5mLのマイクロチューブに溶液を入れ、５分間遠心分離した。こ

の溶液の吸光度を測定した。この操作を60％DMSO（DMSO：60mL 水：40mL）の水溶液に変えて行った。 

4. 実験結果 

（１）indigoの検量線の作成 

表１  indigo標準溶液の618nmにおける吸光度 

濃度[mg/mL] 0.0010 0.0020 0.0030 0.0040 0.0050 

サンプル１ 0.0923 0.1919 0.2832 0.3759 0.4554 

サンプル２ 0.0874 0.1844 0.2770 0.3658 0.4546 

サンプル３ 0.0983 0.1866 0.2935 0.3652 0.4800 

サンプル４ 0.0795 0.1779 0.2815 0.3639 0.4617 

平均 0.0894 0.1852 0.2838 0.3677 0.4629 

 

 

図１ indigo標準溶液の濃度と吸光度の関係（618nm） 

 

表１のサンプルを使用して検量線を作成した（図１）。作成した検量線には、高い直線性があった。私たち

が使用した電子天びんは、0.001g量り取れる。４回計測した結果ほぼ同じ検量線を得られた。 



 
図２ indigo溶液の検量線（エラーバーは20％） 

                        

私たちが使用した電子天びんは±２mgまでの誤差が生じるものである。これにより、最大20%の誤差が生じ

ている可能性がある。そのため、±２mg、すなわち20%の誤差が生じる場合の検量線を作成した（図２）。 

(２)100%エタノールでクロロフィルを抽出 

ソックスレー抽出器で１回、２回、３回、４回と抽出を行う回数を変えたスペクトルを示した（図３）。665nm

の吸収は、葉中に含まれるクロロフィルによるものである。99.5％エタノールではクロロフィルを溶かし出す

とindigoも溶け出た。また、抽出を行う回数を増やすとクロロフィルとindigoが徐々に減少した。 

 

図３ 10倍希釈した抽出液の吸収スペクトル（溶媒 DMSO） 

 

（３）60%アセトン～40%アセトンでクロロフィルを抽出 

60%アセトン、50%アセトン、40%アセトンでクロロフィルを抽出したスペクトルを示した（図５）。665nmの

吸収は、葉中に含まれるクロロフィルによるものである。40%アセトンではクロロフィルを抽出することがで

きなかった。50％アセトンではクロロフィルだけ抽出することができたが、冷凍葉に含まれるクロロフィルを

すべて抽出することができなかった。60%アセトンでは 50%アセトンよりも多くクロロフィルを抽出すること

ができたが、同時にindigoも抽出されてしまった。 



 

図４ 抽出液の吸収スペクトル（溶媒 アセトン) 

 

（４）80%DMSO～40%DMSOでクロロフィルを抽出 

80%DMSO～40%DMSO でクロロフィルを抽出したスペクトルを示した（図 5）。80%DMSO ではクロロフィルを抽

出することができたが、同時にindigoも抽出されてしまった。80%DMSO と70%DMSO～60%DMSOで抽出を行った

時を比べるとクロロフィルは、ほとんど抽出されず、indigoだけを抽出することができた。特に、60%DMSOで

はクロロフィルがほぼ溶けていなかった。50%DMSO～40%DMSOではクロロフィルとindigoは抽出されなかった。 

 

図５ 抽出液の吸収スペクトル（溶媒：DMSO） 

 

（５）indigoの定量 

60％DMSO、100％DMSOでクロロフィルを抽出した吸収スペクトルを示した（図６、図７）。indigoの極大吸

収である618nmの吸光度は、100％DMSOからindigoを抽出した試料には多くindigoが含まれていた。665 nm 

の吸収は、葉中に含まれるクロロフィルによるものである。 



 

図６ 60%DMSOで冷凍葉0.50g抽出 

 

図７ 100%DMSOで冷凍葉0.50g抽出 

 

次に 618 nm の吸光度か冷凍葉1.0 g あたりから得られる indigo の量を算出し、表にまとめた(表２、表

３)。60％DMSOの場合と100％DMSOの場合で抽出したindigoの量を比べると30分以降は2.0倍程度の差があ

った。 

表２ 冷凍葉1.0gあたりから得られたindigo量（溶媒の濃度：60%DMSO） 

試料名 15分 30分 45分 60分 

indigo量 

[mg/g-冷凍葉] 
1.11 1.46 1.73 1.77 

 

表３ 冷凍葉1.0gあたりから得られたindigo量（溶媒の濃度：100%DMSO） 

試料名 15分 30分 45分 60分 

indigo量 

[mg/g-冷凍葉] 
3.68 3.77 3.60 3.56 

 

 



５. 考察 

(１)99.5%エタノールでクロロフィルを抽出 

 99.5%エタノールからはクロロフィルだけを抽出することはできなかった。今回の実験では、ソックスレー

抽出器を使用したため、毎回純粋なエタノールでクロロフィルを抽出することができる。しかし、有機溶媒で

あるエタノールにはクロロフィルと indigoが溶解する。そのため、毎回純粋なエタノールでクロロフィルを

抽出すると、同時に多くの indigoも抽出されてしまったと考える。このことから、ソックスレー抽出器を使

用し、溶媒を99.5%エタノールでクロロフィルを抽出するとindigoも抽出されると推測される。 

（２）60%アセトン～40%アセトンでクロロフィルを抽出 

アセトンは両親媒性であり、アセトンのメチル基は親油性である。クロロフィルは親油性であるため、アセ

トンのメチル基と溶媒性し、アセトンに溶けると考えられる。また、アセトンの濃度を低くすると、クロロフ

ィルはアセトンに溶けにくくなる。このことから、アセトンのメチル基とクロロフィルが、溶媒和する割合が

減少していることが考えられる。 indigoはアセトンにわずかに溶けた。また、アセトンの濃度が低くなるに

つれて indigoはアセトンにほとんど溶けなくなった。このことから、アセトンの濃度を低くすると、indigo

の H 原子とアセトンの O 原子が溶媒和する割合が減少するためアセトンに溶けにくくなると考えることが出

来る。 

図８ アセトンの構造式 引用：wikipedia      図９ indigoの構造式 引用：wikipedia 

（３）80%DMSO～40%DMSOでクロロフィルを抽出 

クロロフィルはDMSOのメチル基と溶媒和し、溶液中に溶け出る。アセトンと同様にDMSOの濃度を低くする

と、クロロフィルが溶液中に溶け出る量が減少する。このことから、DMSOの濃度を低くすると、DMSOのメチ

ル基とクロロフィルが溶媒和する割合が減少していくと考えられる。 

また、DMSOのO原子は負に偏り、S原子は正に偏っている。このことから、indigoのH原子はDMSOのO原

子と溶媒和し、indigoのO原子はDMSOのS原子と溶媒和すると考えられる。また、DMSOの濃度を低くすると

indigoは DMSOに溶けにくくなる。このことから、DMSOの濃度が低くなると、DMSOと indigoが溶媒和する

割合が減少するためであると考えられる。 

indigo中の N原子と H原子が近く分子内で水素結合が起こっていると考えられる。加えて、分子間でも水素

結合していることが報告されている。そのため、水素結合を切断する溶媒を見つけることが出来れば、藍の葉

からより多くのindigoを抽出することが出来ると考えられる。 

私達は、indigoを溶かし出す時、酸を加えると、水素結合が切断され、溶液中により多く溶け出ると考えて

いる。 

図10 DMSOの構造式 引用：東京化成工業株式会社    図11 indigoの構造式 引用：wikipedia 

 

 



（５）indigoの定量 

 100%DMSOと60%DMSOではindigoの量に2.0倍差があった。この原因について、100%DMSOと60%DMSOでは溶

ける indigoの量に差があると考えられる。indigoの性質として、水に不溶で DMSOには溶解するため、DMSO

に水が含まれるとindigoを溶解する能力が低下する。このことより、60%DMSOには水が含まれるため100%DMSO

よりもindigoが溶解しないため、2.0倍の差が生まれたと推測される。 

６.結論 

 今回の実験からは 100%エタノール、60%アセトン～40%アセトン、80%DMSO～40%DMSOの溶液を使用してクロ

ロフィルだけを抽出することができなかった。しかし、60%DMSO で冷凍葉を抽出すると indigo だけを抽出す

ることができた。また、100%DMSOと60％DMSOでindigoを抽出すると2.0倍の差が生まれた。 

７.今後の展望 

 今年、100％DMSO で indigo を抽出した量と、去年行った光環境の違いによる indigo の量を比べると約

3.0mg/g 差があった。このことから、去年使用した藍の葉に含まれている indigo がすべて抽出されていない

可能性がある。よって、去年と同様に育てた藍の葉でもう一度indigoの量を計測する必要がある。 
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