
 ·实验教学· 

FRAP分光光度法测定饮品中还原性
物质的实验教学设计

宿    艳，杨    成，张洪一，王润泽，李    朔，刘昕圆

（大连理工大学 基础化学实验中心，大连 116024）

摘要：邻二氮菲分光光度法测定微量铁是经典的仪器分析实验，但其涉及的知识点和实验操作技能有限，无法满足新

时期人才培养的需求。该文介绍了利用铁离子还原/抗氧化能力法（FRAP 法）评价饮品中还原性物质含量实验，通过绘制吸

收曲线和标准工作曲线等实验环节，全面提高学生综合运用各种分析方法和实验操作技术的能力，培养学生创新思维能力

和处理实际问题能力，帮助学生深刻体会分析化学在人类生活中的实际应用，为学生将来从事科研工作奠定坚实的基础。
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The Experimental Teaching Design for the Determination of Reducing
Substances in Beverages by FRAP Spectrophotometry

SU Yan, YANG Cheng, ZHANG Hongyi, WANG Runze, LI Shuo, LIU Xinyuan
（Experiment Center of Chemistry, Dalian University of Technology, Dalian 116024, China）

Abstract: Despite that the determination of trace iron by o-phenanthroline spectrophotometry is a classical instrumental analysis
experiment,  it  fails  to meet  the demands of  talent  training in the new era due to limited knowledge and operation skills.  This paper
introduces  the  experiment  of  using  Ferric  Reducing  Antioxidant  Power  (FRAP)  to  evaluate  the  content  of  reducing  substances  in
beverages. Drawing absorption curve and standard working curve and other experiment links are conducive to improving the abilities
of  students  to  comprehensively  use  various  analytical  methods  and  experimental  operation  technology,  cultivating  their  innovative
thinking  and  ability  to  deal  with  practical  problems,  providing  a  better  understanding  of  the  practical  application  of  analytical
chemistry in human life, and laying a solid foundation for their scientific research in the future.
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根据教育部《关于实施基础学科拔尖学生培

养计划 2.0的意见》，大连理工大学制定了基础学

科拔尖学生培养计划，构建具有大工特质、中国

特色、世界水平的基础学科拔尖人才培养体系。

作为一门重要的基础必修课程，我校分析化学实

验课程以传统的验证性实验为主，在加深学生对

各种分析方法的理解，培养学生扎实的基本操作

技能等方面起到了至关重要的作用。但是，在培

养学生的创造性思维和主动学习、探索式学习等

方面存在明显不足，学生的学习热情和自主探索精

神严重缺失，与创新人才的培养目标背道而驰，

难以适应新形势下对人才培养的要求，因此迫切需

要增加一些可供学生选做的研究性实验项目[1−4]。

邻二氮菲分光光度法测定微量铁的实验是经

典的仪器分析实验，国内高校多采用该实验进行

分光光度法的授课。但是该实验存在以下问题：

涵盖知识点较少；涉及到的实验基本操作覆盖面

较小；分析对象、选用手段、采用设备没有体现

与时俱进的特点；实验学时安排的可控性不够灵

活，无法满足新时期学生创新实践能力培养的需  
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求。因此，研发设计一些新的实验项目，既可以

满足对分光光度法实验教学的需求，使学生掌握

该分析方法及相应的实验操作基本技能；同时又

能让学生在学习过程中，深刻体会分析方法在人

类生活、环境保护和工业生产中的实际应用[5−8]。

随着亚健康人群的增加，人们开始关注饮品

中维生素 C、茶多酚等抗氧化性物质对人的生理

健康的作用[9−10]。物质还原性定量测定的方法有很

多，如 FRAP法、ABTS自由基法、CURAP法、

DPPH自由基法、ORAC法等，上述方法已经成为当

今社会物质还原性定量测定的主要评价方法[11−14]。

FRAP法是 ferric  ion  reducing  antioxidant  power的
缩写，即“铁离子还原/抗氧化能力法”，是重要

的评价标准之一 [12−15]，该种方法是在低 pH条件

下，通过三价铁离子氧化样品中的还原性物质得到

亚铁离子，利用亚铁离子与 TPTZ（tripyridyltriazine，
三吡啶基三嗪）生成蓝紫色复合物来测量样品的

抗氧化能力，广泛应用于食品与保健品的抗氧

化能力分析中。具有灵敏度高，选择性好，与

生理环境相似，线性范围宽，仪器结构简单等

特点。 

1    实验部分
 

1.1    实验原理

饮品中的还原性物质可将 Fe3+还原为 Fe2+，生

成的 Fe2+与 TPTZ（2,4,6-三（2-吡啶基）三嗪）配合，

生成有色配合物，在可见光区通过光度测定，可

以得到还原性物质的含量。TPTZ与 Fe2+的配合物

为蓝紫色，最大吸收波长为 626 nm，摩尔吸光系

数 k626  =  1.6×10
4 L·mol−1·cm−1。由于 Fe3+与 TPTZ

的配合物为无色，在可见光区无吸收峰，因此不

影响 Fe2+与 TPTZ配合物的光度测量。 

1.2    主要仪器与试剂 

1.2.1    主要仪器

ReadMax 1900型光吸收全波长酶标仪（上海闪

谱生物科技有限公司）、超声清洗台、玻璃比色皿、

1 mL移液枪、100 μL移液枪、20 μL移液枪、容

量瓶、量筒、离心管、96孔透明微孔板。 

1.2.2    主要试剂

2,4,6-三（2-吡啶基）三嗪（简写为 TPTZ，阿拉

丁）；无水三氯化铁（分析纯，天津大茂化学试剂

厂）；硫酸亚铁铵（分析纯，天津大茂化学试剂

厂）；维生素 C（分析纯，生工生物工程（上海）股份

有限公司）；（NH4）2Fe（SO4）2·6H2O（分析纯，国药

集团化学试剂有限公司） 

1.2.3    溶液配制

1） FRAP工作液 A液（TPTZ溶液 0.4 g·L−1）：

准确称取 40 mg TPTZ溶于 100 mL 40 mmol·L−1 的

盐酸溶液中，超声助溶。

2） FRAP工作液 B液（Fe3+溶液 0.4 g·L−1）：准

确称取 40 mg无水三氯化铁溶于 100 mL 40 mmol·L−1

的盐酸溶液中。

3） 铁标准溶液（10 mmol·L−1 新配置）：准确称

取 392.1 mg （NH4）2Fe（SO4）2·6H2O溶于少量去离

子水，转移至 100 mL容量瓶中，定容。

4） 维生素 C标准溶液（10 mmol·L−1 新配置）：

准确称取 176.1 mg抗坏血酸溶于少量去离子水，

转移至 100 mL容量瓶中，定容。 

2    实验步骤

具体的实验方案如图 1所示。
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图 1    实验流程图

  
2.1    绘制吸收曲线并选择测量波长

用移液枪准确移取 20 μL的 10 mmol·L−1 铁标

准溶液于 1 cm比色皿中，再加入 FRAP工作液

A、B液各 1 mL，摇匀。以去离子水作为参比溶

液，在 450~800 nm范围内，进行光谱扫描，得到

吸收曲线。本实验中选用吸收曲线的峰值波长作

为测量波长。 

2.2    Fe2+标准曲线的绘制

用移液枪分别移取 0、20、40、60、80、100
μL的 10  mmol·L−1 铁 标 准 溶 液 于 6个 1.5  mL
离心管中，再依次加入 1 000、980、960、940、
920、900 μL的去离子水，摇匀。移取上述溶液

20 μL分别于酶标板的 6个孔中，再依次加入 FRAP
工作液 B液和 A液各 90 μL（其光程为 0.67 cm），

于摇床上摇匀 10 min。在选定的波长下测定各

标准溶液的吸光度，平行测定三组，绘制标准

曲线。 
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2.3    维生素 C标准曲线的绘制

用移液枪分别移取 0、 20、 40、 60、 80、
100 μL的 10 mmol·L−1 维生素 C标准溶液于 6个

1.5 mL容量瓶，再分别加入 1 000、980、960、940、
920、900 μL的去离子水，摇匀。移取上述溶液

各 20 μL于酶标板的 6个孔中，再分别加入 FRAP
工作液 B液和A液各 90 μL，于摇床上摇匀 10 min。
在选定的波长下测定各标准溶液的吸光度，平行

测定三组，绘制标准曲线。 

2.4    饮品中还原性物质含量测定

将各种饮品待测样稀释 10倍，取稀释后的待

测样 20 μL于酶标板中，再分别加入 FRAP工作

液 B液和 A液各 90 μL，于摇床上摇匀 10 min。
在选定的波长下测定各标准溶液的吸光度，平行

测定三组。 

3    实验结果与讨论
 

3.1    配合物测量波长的确定

如图 2所示为 Fe2+-TPTZ配合物在 400~800 nm
范围内的吸收曲线，由图可见此配合物的最大吸

光度在 626 nm处，由于在此处测量时可获得较高

的灵敏度，因此本实验选择 626 nm作为定量分析

的测定波长。
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图 2    Fe2+-TPTZ的吸收曲线

  
3.2    配合物摩尔吸光系数的确定

如图 3所示为 Fe2+的标准工作曲线，经计算

得到 Fe2+-TPTZ的摩尔吸光系数约为 1.6×104，大

于 104，为中高灵敏度，表明该方法测定配合物的

灵敏度很高。通过摩尔吸光系数的测定，可以帮

助学生更为深入的理解朗伯比尔定律，也就是摩

尔吸光系数越大表明吸光物质对某波长光的吸光

能力越强，采用分光光度法测量物质浓度时的灵

敏度也就越高。
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图 3    Fe2+-TPTZ的标准工作曲线
  

3.3    Fe2+标准曲线与维生素 C当量标准曲线的建立

还原性物质的评价方法通常有 Fe当量和维生

素 C当量两种，本文分别建立 Fe2+当量和维生素

C当量的标准工作曲线如图 4所示。绘制标准曲

线的 Fe2+和维生素 C的浓度均为 0、0.2、0.4、0.6、
0.8、1.0 mmol·L−1，每个样品平行测量三组数据，

取平均值。以吸光度值作为纵坐标，浓度作为横

坐标，作图，由结果可知 1mol的VC相当于 1.6 mol
的铁。计算回归方程及 R2 值，为保证标准曲线具

有较好的线性相关性，R2 应大于 0.995。由于本实

验采用酶标仪测量吸光度，因此所有样品的吸光

度测定可在几十秒之内快速完成，有效提高了

测试速度，且避免了紫外可见分光光度计繁琐的

操作。
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图 4    Fe2+和 VC的当量标准曲线
  

3.4    不同饮品中还原性物质的测定

如图 5所示，本文选择饮料 A、饮料 B、饮

料 C、饮料 D、饮料 E和饮料 F共 6种市售饮

品，测得吸光度后，分别将其带入 Fe2+当量和维

生素 C当量标线的回归方程，经换算获得待测饮

品母液中还原性物质的 VC当量。实验结果表

明，饮料 E和饮料 F这两种人为添加维生素 C的

饮品中所含的 VC当量相对较大，表明饮品中含

有相对较高的还原性物质。 
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图 5    几种常见市售饮品的 VC当量
 

此外，本文还研究了普洱茶、红茶、绿茶、

白茶 4种茶叶的还原性物质的浸出与浸泡次数的

关，结果如图 6所示。由图可知，绿茶含有的还

原性物质最多，但随着浸泡次数的增加绿茶还原

性物质的浓度衰减较快，普洱茶含有的还原性物

质最少。本实验结果可以有效指导人们日常饮

茶、泡茶，提高了学生做实验的兴趣。
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图 6    几种常见茶叶的还原性物质含量与浸泡次数关系
 
 

4    结束语

本文将饮品中还原性物质测定实验应用在

本科实验教学中，通过本实验可以使学生学会综

合运用分光光度法、氧化还原反应、配合物理论

等各种分析方法和实验技术，知识点涵盖更全

面；可以使学生掌握酶标仪使用、比色皿使用、

移液枪使用、容量瓶使用等各种分析化学实验基

本操作技能；可以使学生具备合理选择实验方法

处理实际问题的能力，开阔学生的科研视野，培

养学生的创新思维和能力，为学生将来从事科研

研究工作奠定坚实的基础，满足新时期素质教育

的需要。
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