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高效液相色谱法测定腌渍蔬菜罐头中 
乙二胺四乙酸二钠的含量

马驰远，郭 平，陈 林，王 玲，卢 芳，罗 艳

（江西出入境检验检疫局综合技术中心，国家水产品检测重点实验室，江西 南昌 330038）

摘  要：建立高效液相色谱法测定腌渍蔬菜罐头中乙二胺四乙酸二钠含量的检测方法。试样中目标组分采用纯水提

取，三氯化铁络合，PXA混合阴离子固相萃取柱净化，高效液相色谱检测，外标法定量。乙二胺四乙酸二钠的络合

物质量浓度在1.0～100.0 µg/mL范围内时，线性关系良好，其相关系数为0.999 95，检出限为0.09 mg/kg，定量限为

0.31 mg/kg，添加量在0.03～0.3 g/kg范围内，平均加标回收率为99.09%～103.95%，相对标准偏差为0.4%～3.3%。

该方法准确度高、重复性好，适合腌渍蔬菜罐头中乙二胺四乙酸二钠含量的检测。
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Abstract: A method for the determination of ethylenediamine tetraacetic acid disodium salt content in canned pickled 

vegetables was developed using high performance liquid chromatography (HPLC). The target analyte was extracted with 

pure water. The extract was then derivatized with FeCl3, cleaned up by PXA mixed anion solid phase extraction, detected 

with HPLC detector and quantified by the external standard method. Under the optimal conditions, the calibration curve 

of ethylenediamine tetraacetic acid disodium salt derivatives was linear in the range of 1.0–100.0 µg/mL with correlation 

coefficient of 0.999 95. The limit of detection (LOD) was 0.09 mg/kg and the limit of quantitation (LOQ) was 0.31 mg/kg. 

The average recoveries of spiked samples ranged from 99.09%–103.95%, with relative standard deviations (RSDs) between 

0.4% and 3.3% at spiked levels of 0.03–0.3 g/kg. The method is accurate, repeatable and suitable for the determination of 

ethylenediamine tetraacetic acid disodium salt in canned pickled vegetables.
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乙二胺四乙酸二钠在GB 2760—2014《食品添加剂使

用标准》中作为食品添加剂[1]，允许在饮料、果酱、果

脯、复合调味料等食品中作为稳定剂、防腐剂、抗氧化

剂、凝固剂使用，可防止或延缓食品褪色、浑浊、酸败，

具有良好的抗菌活性，被广泛地应用于加工食品中[2]。但

是食入过多的乙二胺四乙酸二钠，会影响人体健康，造
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成微量元素的损失，从而诱发一系列的疾病[3]。因此，国

内外对乙二胺四乙酸二钠制定了严格的添加限量要求。

目前，国内外关于食品中乙二胺四乙酸二钠的检测

方法主要有高效液相色谱法、离子色谱法和高效液相色

谱-串联质谱法等[4-21]。样品前处理多见采用CuCl2衍生，

三氯甲烷液液萃取净化等方法[22-24]。但由于GB 2760—

2014中覆盖种类广，样品中杂质干扰大，已无法满足现

有标准限量要求。为此有必要研究新的乙二胺四乙酸二

钠的检测方法，来满足适合大多数食品种类的限量要

求，并为该方法的应用提供依据。

由于乙二胺四乙酸二钠络合物稳定常数较小，易与

稳定常数大的金属离子进行反应，形成稳定状态金属络

合物。因此本实验采用试样经水提取后，提取液加入三

氯化铁进行络合，形成乙二胺四乙酸合铁阴离子，再通

过PXA混合型阴离子固相萃取柱净化，高效液相色谱检

测，外标法定量。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

腌渍蔬菜罐头：辣椒酱罐头、腌制盐白菜罐头、腌

制黄瓜罐头均为市售。

甲醇（分析纯） 默克股份两合公司；盐酸、磷

酸、三氯化铁（均为分析纯） 西陇化工股份有限公

司；甲酸（分析纯） 上海安普科学仪器有限公司；四

丁基溴化铵（分析纯） 西亚化工股份有限公司；乙酸

钠（分析纯） 上海国药化学试剂有限公司；乙二胺四

乙酸二钠标准品（CAS：6381-92-6） 北京海岸鸿蒙标

准物质技术公司；水相滤膜（0.45 μm） 天津奥特赛

恩仪器有限公司；纯水（一级水） 实验室制备。

1 2 6 0 高效液相色谱仪（配备二极管阵列检 

测器） 美国安捷伦科技有限公司；BSA2202S电子天平  

赛多利斯科学仪器（北京）有限公司；Neofuge1600R

离心机 上海力申科学仪器有限公司；VORTE 3涡旋

振荡器 德国艾卡仪器设备有限公司；SB25-12DT超

声波清洗机 宁波新芝生物科技股份有限公司；FE 20 

FIVEEASY PLUS pH计 梅特勒-托利仪器（上海）有

限公司；ELGA Option Q15超纯水机 威立雅水处理技

术（上海）有限公司。

1.2 方法

1.2.1 溶液的配制

0.05 mol/L三氯化铁溶液：称取0.81 g三氯化铁，溶

于90 mL水中，加入0.10 mL浓盐酸，转移到100 mL容量

瓶中，用水定容至刻度，混匀。

5%甲酸-甲醇-水溶液：取5 mL甲酸、20 mL甲醇用

水定容至100 mL。

四丁基溴化铵-乙酸钠混合溶液（pH 4.0）：称取

6.45 g四丁基溴化铵、2.46 g 乙酸钠，加1 000 mL水超声

溶解，加入磷酸调节pH值至4.0±0.1。

乙二胺四乙酸二钠标准溶液：准确1.010 1 g乙二胺

四乙酸二钠固体标准品（纯度≥99.0%），用水溶解并定

容至100 mL棕色容量瓶中，得质量浓度为10 mg/mL的标

准储备溶液，此溶液转移至储液瓶中4 ℃条件下储存。

乙二胺四乙酸二钠标准系列溶液：吸取100 μL乙

二胺四乙酸二钠标准溶液加900 μL水稀释成质量浓度为

1 mg/mL的标准中间溶液。再用水将标准中间溶液稀释为

0.5、2.0、5.0、10.0、50.0 μg/mL的系列标准工作液。

1.2.2 样品制备与保存

固体样品用粉碎机粉碎，混合均匀后装入洁净容器内

密封并做好标识。其中如含糖量高的样品，需要经过冷冻

处理后，再进行粉碎。试样于－4 ℃以下冰箱内保存。

1.2.3 仪器条件

色谱柱：DIKMA Plus-C18柱（250 mm×4.6 mm，

5.0 µm）；流动相：V（甲醇）∶V（四丁基溴化铵-乙酸

钠混合溶液（pH 4.0））=15∶85；流速：0.8 mL/min；柱

温：35 ℃；波长：254 nm；进样量：10 µL。

1.2.4 样品前处理

1.2.4.1 提取

称取试样5.00 g，置于50 mL离心管中，加入25 mL

水，涡旋混匀，超声20 min，7 500 r/min离心5 min，取

上清液置于50 mL玻璃比色管中。剩余残渣重复提取一

次，离心后合并上清液，加水定容至50 mL。吸取5 mL

上清液于15 mL离心管中，待络合。

1.2.4.2 络合

向上述提取溶液中加入0.5 mL经酸化后0.05 mol/L三

氯化铁溶液，调节pH值为5.0±0.1，涡旋混匀1 min，超

声20 mim，7 500 r/min离心5 min，待净化。

1.2.4.3 净化

依次用5 mL甲醇、5 mL水活化PXA混合型阴离子固

相萃取柱，将待净化液全部上样过柱，依次用5 mL水、

5 mL甲醇淋洗，抽干，用5 mL 5%甲酸-甲醇-水溶液洗

脱，抽干，收集洗脱液定容至5 mL，0.45 μm滤膜过滤，

供高效液相色谱仪测定。

2 结果与分析

2.1 色谱条件的选择

乙二胺四乙酸二钠的衍生物常用的色谱柱为C18液

相色谱柱。因此选择XDB-C18（150 mm×4.6 mm，

5 μm）、SB-C18（150 mm×4.6 mm，5 μm）、Plus-C18

（250 mm×4.6 mm，5 μm）3 种柱子进行实验，如图1

所示。
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1. 乙二胺四乙酸铁钠。

图 1 SB-C18（A）、XDB-C18（B）和Plus-C18（C）柱的

乙二胺四乙酸铁钠色谱图

Fig. 1 SB-C18 (A), XDB-C18 (B) and Plus-C18 (C) chromatograms of 

EDTA-NaFe

结果表明：XDB-C18、SB-C18不能将干扰物与待测目

标物组分有效的分离，Plus-C18能有效分离目标物。因此

选用Plus-C18色谱柱。

2.2 流动相的选择
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1. 0.075 mol/L的磷酸二氢钾（pH 2.3）-甲醇（90∶10，V/V）； 

2.四丁基溴化铵-乙酸钠混合溶液（pH 4.0）-甲醇（80∶20，V/V）。

图 2 不同流动相标准品的色谱图

Fig. 2 Chromatogram of EDTA-NaFe standard eluted with different 

mobile phases

在乙二胺四乙酸二钠的检测中流动相的选择，参考

SN/T 3855—2014《出口食品中乙二胺四乙酸二钠的测

定》和SN/T 1018—2001《出口食品罐头中乙二胺四乙酸

含量检验方法》中的流动相组成。其中SN/T 3855—2014

中高效液相色谱法的流动相为0.075 mol/L的磷酸二氢钾

（pH 2.3）-甲醇（90∶10，V/V），SN/T 1018—2001方

法中以四丁基溴化铵-乙酸钠混合溶液（pH 4.0）-甲醇

（80∶20，V/V）作为流动相。为此分别采用以上2 种方法

中的流动相进行实验，结果如图2所示。

由图2可以发现，四丁基溴化铵-乙酸钠混合溶液

（pH 4.0）-甲醇（80∶20，V/V）更适合作为本实验中乙

二胺四乙酸二钠的流动相，为此展开优化流动相与有机

相比例，最终得出流动相为四丁基溴化铵-乙酸钠混合溶

液（pH 4.0）-甲醇（85∶15，V/V）。

2.3 最大吸收波长

本实验将乙二胺四乙酸二钠的络合物经190～600 nm

全波长扫描，最大吸收波长结果如图3所示。
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图 3 乙二胺四乙酸二钠的络合物全波长扫描3D（A）与等吸收（B）图

Fig. 3 Full wavelength scanning 3D map and isoabsorbance plots of 

ethylenediamine tetraacetic acid disodium salt derivatives

从图3可以看出，乙二胺四乙酸二钠络合物的最大吸收波

长在250～260 nm之间，因此本实验将检测波长设为254 nm。

2.4 净化方式的选择
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图 4 辣椒酱固相萃取（A）和三氯甲烷液液萃取（B）色谱图

Fig. 4 Chromatograms for chili sauce extracted by solid phase 

extraction and chloroform liquid-liquid extraction
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SN/T 1018—2001采用提取液与三氯甲烷等液液分配

净化，经研究后发现，受样品本底干扰大，对结果造成

较大影响。因此根据待测物性质，研究出适合大多数食

品种类的净化方式非常有必要。

选用腌渍的辣椒酱进行检测，首先采用三氯甲烷

进行液液萃取净化方式，发现样品中被测目标物均有不

同程度的检出，为此自制一些样品模拟阴性样品进行检

测。实验发现采用三氯甲烷液液萃取进行净化，阴性辣

椒酱乙二胺四乙酸二钠检出，疑有杂峰干扰，通过优化

仪器条件发现效果并不理想，依旧存在杂峰干扰，为此

考虑改进或增加净化步骤。结果如图4所示。

由图4A可以看出，样品为阴性，并且色谱图中添加

回收峰形较好，与杂质峰完全分离。图4B中自制辣椒

酱在实验过程中其他步骤相同的情况下采用三氯甲烷

净化阴性样品被检出，而经过固相萃取柱净化检测样

品为阴性。说明在本实验中固相萃取比三氯甲烷液相

萃取净化效果更好，更具选择性，减少杂峰干扰，从

而提高了样品检测方法的准确度。因此本实验净化方

式为固相萃取。

2.5 固相萃取柱的选择

通过对乙二胺四乙酸盐衍生物的结构进行了分析研

究，认为该化合物仍然以EDTA-Fe－形式存在，可以尝

试用阴离子交换色谱柱进行分离测定。为此，分别选择

WAX混合型弱阴离子交换柱、SAX强阴离子柱、PXA混

合型阴离子柱进行了固相萃取柱的净化实验。图5为3 种

固相萃取柱上样洗脱效果图。
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图 5 3 种SPE柱上样洗脱效果图

Fig. 5 Elution efficiency from three SPE columns

标准品理论峰面积为1 200，从图5发现，WAX混合

型弱阴离子交换柱的保留效果不好，待测目标物的峰与

杂质峰混合，起不到净化的目的；通过图5可以看出，

SAX强阴离子柱和PXA混合型阴离子柱保留效果和净化

效果都比较理想，但SAX强阴离子柱在同等酸性洗脱条

件下很难洗脱，且耗时长；PXA混合型阴离子柱过柱快

且保留效果和净化效果都比较理想，为此采用PXA混合

型阴离子柱作为净化固相萃取柱。

2.6 线性的确定

乙二胺四乙酸二钠经络合后在方法所确定的实验条

件下，取一系列不同质量浓度的乙二胺四乙酸二钠的络

合物标准溶液，以仪器响应峰面积对乙二胺四乙酸二钠

的络合物的质量浓度进行线性回归，结果表明，高效液

相色谱法时，当乙二胺四乙酸二钠的络合物的质量浓度

在1.0～100.0 µg/mL范围内时，线性关系良好，其相关系

数r为0.999 95；当样品中的乙二胺四乙酸二钠的络合物

质量浓度超过上述线性范围时，可适当加大样品的稀释

倍数。

2.7 方法的检出限、回收率和精密度

方法的检出限和定量限根据GB/T 27404—2008《实

验室质量控制规范：食品理化检测》[25]和复合调味料中

对乙二胺四乙酸二钠的限量要求相结合，采用20 组空白

重复测定来确定本实验的检出限和定量限。空白重复响

应值如表1所示。

表 1 空白重复测定响应值（n=20）

Table 1 Response values for replicate blank samples (n = 20)

序号 响应值/mV 序号 响应值/mV

1 2.5 11 3.7

2 2.8 12 3.7

3 2.3 13 3.7

4 2.3 14 3.7

5 3.7 15 3.8

6 3.6 16 3.7

7 3.7 17 3.6

8 3.7 18 3.7

9 3.8 19 3.7

10 3.8 20 3.7

通过对表1中20 组空白重复测定响应分析可得，标准

偏差为0.52 mV，3 倍标准偏差为1.55 mV，10 倍标准偏差为

5.16 mV，方法检出限为0.09 mg/kg，定量限为0.31 mg/kg，完

全满足GB 2760—2014中乙二胺四乙酸二钠为0.01 g/kg的

检出限和0.03 g/kg的定量限。

本 实 验 以 腌 制 蔬 菜 为 样 品 ， 采 用 标 准 添 加

法对添加样品分别进行回收率和精密度实验。添

加量在0 . 0 3～0 . 3  g / k g范围内，平均加标回收率为

99.09%～103.95%，相对标准偏差为0.4%～3.3%。

表 2 回收率和精密度实验结果（n=6）

Table 2 Results of recovery and precision tests (n = 6)

样品
实际含量/
（g/kg）

添加量/
（g/kg）

实际检含量/
（g/kg） 回收率/% 相对标准

偏差/%

腌制
盐白菜

—

0.03 0.029 7 99.09 3.1

0.06 0.060 0 99.95 3.3

0.30 0.312 0 103.95 2.9

辣椒
酱罐头

—

0.03 0.030 0 100.12 1.0

0.06 0.060 9 101.57 2.1

0.30 0.299 0 99.63 0.4

注：—.未检出。
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由表2可得，实际样品中乙二胺四乙酸二钠未检出，

为阴性样，本方法的回收率和精密度能够满足现有标准

的要求。

3 结 论

本实验建立了适用于检测腌渍蔬菜罐头中乙二胺四

乙酸二钠含量的前处理方法和高效液相色谱检测方法，

乙二胺四乙酸二钠的络合物质量浓度在1.0～100.0 µg/mL 

范围内时，线性关系良好，其相关系数0.999 95，检

出限为0.09 mg/kg，定量限为0.31 mg/kg，添加量在 

0 . 0 3 ～ 0 . 3  g / k g 范 围 内 ， 平 均 加 标 回 收 率 为

99.09%～103.95%，相对标准偏差为0.4%～3.3%。解决

了不同食品基质中乙二胺四乙酸二钠的检测问题，为食

品安全检测提供了实际方法和技术支持。
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