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高效液相色谱法测定小麦粉中乙二胺四乙酸二钠
的方法优化 

关炳峰 1, 杜  瑞 1, 陈  红 1, 尹红娜 1, 陈世伟 2* 

(1. 河南省商业科学研究所有限责任公司, 郑州  450002; 2. 河南省食品药品评价中心, 郑州  450018) 

摘  要: 目的  优化高效液相色谱法测定小麦粉中乙二胺四乙酸二钠的分析方法。方法  以 C 18 为色谱柱, 甲

醇:四丁基溴化铵-乙酸钠混合溶液(pH 4.0)体积比为 5:95 为流动相, 三氯甲烷净化提取液, 三氯化铁衍生

EDTA-2Na。结果   乙二胺四乙酸二钠浓度在 2~100 μg/mL 范围内线性关系良好 (r2=0.99999), 检出限      

2.0 mg/kg, 定量限 7.0 mg/kg, 平均回收率在 89%以上。结论  本方法简便快捷、结果准确、重复性良好, 适

合测定小麦粉中乙二胺四乙酸二钠的含量。 

关键词: 高效液相色谱法; 乙二胺四乙酸二钠; 小麦粉; 流动相; 色谱柱 

Optimization of determination of disodium ethylene diamine tetraacetate in 
wheat flour by high performance liquid chromatography 
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ABSTRACT: Objective  To optimize the method for determination of disodium ethylenediamine tetraacetate in 

wheat flour by high performance liquid chromatography. Methods  C18 column was used as the chromatographic 

column, and the volume ratio of methanol: tetrabutylammonium bromide-sodium acetate mixed solution (pH 4.0) was 

5:95 as mobile phase. The chloroform was used to purify the extract, and EDTA-2Na was derived from ferric 

chloride. Results  The linear relationship was good when the concentration of disodium ethylenediamine 

tetraacetate was 2100 μg/mL (r2=0.99999), the detection limit was 2.0 mg/kg, the limit of quantification was     

7.0 mg/kg, and the average recovery rate was above 89%. Conclusion  This method is simple, rapid, accurate and 

repeatable, which is suitable for the determination of disodium ethylenediamine tetraacetate in wheat flour. 

KEY WORDS: high performance liquid chromatography; disodium ethylene diamine tetraacetic acid; wheat flour; 

mobile phase; chromatographic column 
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1  引  言 

小麦是全世界分布范围最广、种植面积最大、总产量

最高、贸易额最多的粮食作物, 是世界上 1/3 以上人口的

主食。我国是全球小麦产量和消费量最大的国家, 小麦是

仅次于水稻而居第二位的粮食作物, 在我国粮食总量平衡

中占有重要地位, 素有“中原粮仓”和“中国厨房”之称的河

南, 不仅小麦产量占全国总产量的 26%, 而且是全国最大

的小麦粉及面制品生产基地。因此, 小麦粉的食用安全性

对我国以及河南省的经济发展以及人民生活意义重大。 

仅面粉允许添加的食品添加剂就有面粉处理剂、抗氧

化剂、水分保持剂、膨松剂、酸度调节剂、稳定剂、凝固

剂、抗结剂等多种。这些食品添加剂都有严格的使用标准, 

但在生产过程中时常有超范围或超量使用的情况, 尤其是

在溴酸钾、过氧化苯甲酰、硫酸铝钾等相继被禁止在面粉

中使用后, 小麦粉中是否有未被监控的、未知的食品安全

危险物质值得注意[14]。我省在对以往的抽检样品中发现疑

似乙二胺四乙酸二钠的异常峰。 

乙二胺四乙酸二钠目前可以作为稳定剂、凝固剂、抗

氧化剂、防腐剂使用, 但是不能用在小麦粉中。若不按规

定或超限量使用乙二胺四乙酸二钠, 就会影响人的身体健

康, 导致人体中微量元素的流失, 对上呼吸道、眼睛、黏

膜产生影响, 可引起呕吐、腹泻、和急腹痛等症状[5-7]。因

此, 研究对小麦粉中乙二胺四乙酸二钠的检测研究就显的

尤为重要。目前, 食品中乙二胺四乙酸二钠的检测方法主

要包括 GB 5009.278-2016[8]和 SN/T 3855-2014[9], 但这 2 种

方法都不适用于小麦粉。 

因此, 本研究优化了高效液相色谱法测定小麦粉中

乙二胺四乙酸二钠含量的方法, 以期为相关部门的监管提

供技术参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

Agilent 1260 高效液相色谱仪, 附二极管阵列检测器

( 美 国 安 捷 伦 公 司 ); 色 谱 柱 : Hypersil GOLD SAX       

(4.6 mm×150 mm, 5 µm, 美国 Thermo Scientific 公司) ; 

Diamonsil Plus C18( 4.6 mm×250 mm, 5 µm, 迪马科技公司)。 

甲醇(色谱纯, 迪马科技公司);  浓盐酸、浓磷酸、三

氯化铁 FeCl3ꞏ6H2O (分析纯, 阿拉丁试剂有限公司); 乙二

胺四乙酸二钠二水合物标准品(99.5%,N11936-1G, 上海安

谱科学仪器有限公司)  

2.2  实验方法 

2.2.1  标准溶液的配制 

0.02 mol/L 三氯化铁溶液: 称取 0.54 g 三氯化铁, 溶

于 90 mL 水中, 转移至 100 mL 容量瓶中, 加入 0.03 mL

浓盐酸 , 加入超纯水定容至 100 mL, 混匀 , 备用。      

1.0 mol/L 磷酸溶液: 量取 68 mL 浓磷酸, 超纯水稀释, 定

容至 1000 mL, 混匀, 备用。乙二胺四乙酸二钠标准储备溶

液: 准确称取 100 mg 乙二胺四乙酸二钠二水合物标准品, 

用水溶解转移入棕色容量瓶中, 加入超纯水定容至 50 mL, 

得到质量浓度为 2.0 mg/mL的标准储备溶液, 4 ℃条件下储

存备用。 

2.2.2  样品处理方法 

称取面粉 2.5 g, 分别加水和三氯甲烷各 10 mL, 震荡

20 min 超声 20 min, 8000 r/min 离心 10 min, 移取上清液于

50 mL 离心管中。加入水 10 mL, 重复以上步骤, 收集上清

液[79]。合并上清液。 

衍生化: 上清液中加入 2 mL 三氯化铁混合, 然后水

定容, 超声 10 min, 过滤上机。 

2.2.3  液相色谱条件[10-14] 

色谱柱 C18(250 mm×4.6 mm, 5.0 µm); 流动相: 甲醇: 

四丁基溴化铵-乙酸钠混合溶液(pH4.0)体积比为 5:95; 流

速: 1.0 mL/min; 柱温: 35 ℃; 检测波长: 254 nm; 进样量: 

10 μL。 

3  结果与分析 

3.1  前处理条件的优化 

按照国标 GB 5009.278-2016[8]方法对面粉样品进行前

处理。面粉样品加水震荡 20 min,静止 30 min 后高速 

(12000 r/min)离心, 离心液过固相萃取柱。实验发现, 由于

面粉中含有大量的淀粉、蛋白等大分子有机物, 加水震荡

离心后会使大分子化合物析出, 从而导致 SPE 小柱堵塞, 

影响了实验结果准确性。参考相关文献资料[79]采用三氯甲

烷净化, 通过加标回收实验, 提取液经三氯甲烷液液萃净

化后, 回收率在 90%以上, 同时在三氯甲烷和水相两相交

界处会有大量白色粘稠物析出。结果显示, 与固相萃取小

柱净化相比, 采用三氯甲烷净化, 成本更低, 结果更准确。 

3.2  流动相的选择 

研究发现采用 GB 5009.278-2016 使用的流动相(85:15, 

V:V), EDTA 目标峰附近有一杂质峰, 杂质峰与 EDTA 分离

度为 1.5, 基线基本分离。但长时间运行, EDTA 峰和杂质

峰出峰时间发生变化, 会造成 EDTA 峰和杂质峰基线不分

离。通过优化流动相中有机相和水相比例(17:83、15:85、

12:88、10:90、8:92、5:95)发现: 水相比例不断增大, 杂质

峰和 EDTA 峰的出峰顺序、分离度均发生变化。高有机相

时, 杂质峰先出, EDTA 峰后出; 高水相时 EDTA 峰先出, 

杂质峰后出; 其中比例在 12:88(V:V)和 10:90(V:V)时, 目标

峰和 EDTA 峰均没有分开, 有机相水相比例在 12:88(V:V)

时 , 杂质峰先出 , EDTA 峰后出 ; 有机相水相比例为

10:90(V:V)时, EDTA 峰先出, 杂质峰后出。随着有机相比
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例减小, EDTA 和杂质峰分离度越来越大。若水相比例大于

95%, 色谱柱长时间运行会造成色谱柱填料塌陷, 缩短色

谱柱寿命。同时实验中也发现液相系统压力随着水相比例

增大而减小, 这主要是流动相中含有表面活性剂和高浓度

缓冲盐, 高有机相时, 会降低表明活性剂和缓冲盐溶解度, 

造成流动相粘度大, 体系压力大。因此最终选择流动相为: 

甲醇:离子对试剂-乙酸铵混合溶液(pH 3)的比例为 5:95。 

色谱图如图 1 所示。 

 

 
 

图 1  C18 色谱柱流动相条件优化 

Fig.1  Optimization of mobile phase condition for C18 column 
 

3.3  色谱柱选择 

分别考察了 C18、SAX 两款色谱柱, 其中 SAX 色谱柱

流动相中不需要加入离子对试剂 , 但流动相中需要加入  

10 g 左 右 磷 酸 二 氢 钾 缓 冲 盐 , 调 节 流 动 相

pH(pH=2.3/3.0/4.0)。结果发现: pH 为 2.3 时, EDTA 响应值

最大, 但后面有一个大的未知拖尾峰, pH 为 4.0 时响应值最

低, 主峰后没有未知拖尾峰, 见图 2。在实验室分析检测过

程中, C18 色谱柱适合绝大多数化合物的分析检测, 而适合

SAX 柱分析检测的化合物很少。因此实验室中最常见色谱

柱为 C18色谱柱; 选用 C18色谱柱分析检测 EDTA, 通过对流

动相进行优化, 可以满足。若选用 SAX 专用色谱柱分析检

测 EDTA, 则会增加实验室成本。同时, 为了提高检测效率, 

很多实验室都装备了超高效液相色谱, 目前市售的超高效

色谱柱主要为 C18 柱, 而 SAX 超高效柱相对比较少见。 

 
 

图 2  SAX 色谱柱的 pH 优化 

Fig.2  pH optimization of SAX chromatographic columns 
 

3.4  方法验证 

以乙二胺四乙酸二钠浓度(X/(mg/kg))为横坐标, 峰面

积(Y)为纵坐标绘制标准曲线, 计算线性方程及相关系数。

以信噪比 3 时对应的乙二胺四乙酸二钠的浓度计算方法检

出限, 以信噪比 10 时对应的乙二胺四乙酸二钠的浓度计

算方法检出限结果最低定量浓度, 结果为检出限 2.0 mg/kg, 

定量限 7.0 mg/kg。选取 4 个不含乙二胺四乙酸二钠的面粉

样品, 根据GB 2760-2014中乙二胺四乙酸二钠在部分食品

中的添加量及相关文献的研究, 确定添加水平分别为 10、

20、50、100 mg/kg, 每个添加水平平行 6 次, 平均回收率

均在 89%以上, 相对标准偏差((relative standard deviation, 

RSD)在 1%~4%之间, 结果见表 1。设置标准检测浓度为 2、

5、10、20、50、100 μg/mL, 得线性方程 Y=26.37X6.49, 

r2=0.99999, 结果表明该前处理方法重复性好, 结果准确

可靠, 适合小面粉中乙二胺四乙酸二钠含量的测定。 

称取不含乙二胺四乙酸二钠的小麦粉样品, 添加水

平为 50 mg/kg, 平行测定 50 次, 考察 EDTA 在流动相为甲

醇: 四丁基溴化铵-乙酸钠混合溶液(pH4.0)体积比为 5:95

条件下, EDTA 的稳定性和精密度。在 50 次重复条件下, 

EDTA、杂质峰保留时间都很稳定, 其中 EDTAD 的 RSD

值为 0.12%, 其结果如图 3。 

 
表 1  空白面粉样品中乙二胺四乙酸二钠加标回收率的测定(n=6) 

Table 1  Determination of the standard recovery rate of EDTA-2Na in blank flour samples (n=6) 

样品 加标水平/(mg/kg) 含量/(mg/kg) 回收率/% 平均回收率/% RSD/% 

A 10 9.73 97.3   

A 10 9.77 97.7   

A 10 9.79 97.9   

A 10 9.45 94.5 97 1.3 

A 10 9.61 96.1   

A 10 9.68 96.8   

A 10 9.78 97.8   
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续表 1 

样品 加标水平/(mg/kg) 含量/(mg/kg) 回收率/% 平均回收率/% RSD/% 

B 20 18.12 90.6   

B 20 18.14 92.4   

B 20 19.10 95.5   

B 20 17.90 89.5 93 3.1 

B 20 19.52 97.6   

B 20 18.49 92.5   

B 20 19.05 95.3   

C 50 41.35 82.7   

C 50 44.02 88.0   

C 50 45.61 91.2   

C 50 46.76 93.5 89 3.8 

C 50 44.52 89.0   

C 50 45.49 91.0   

C 50 45.50 91.0   

D 100 88.84 88.8   

D 100 89.56 89.6   

D 100 89.83 89.8   

D 100 90.81 90.8 90 1.6 

D 100 88.19 88.2   

D 100 91.73 91.7   

D 100 92.27 92.3   

 

 
 

图 3  乙二胺四乙酸二钠 50 针重复试验 

Fig.3  The repeated test of EDTA-2Na 
 

4  结  论 

本研究建立了采用 C18 色谱柱, 以甲醇:四丁基溴化铵-

乙酸钠混合溶液(pH 4.0)体积比为 5:95 为流动相, 三氯甲烷

净化提取液, 三氯化铁衍生 EDTA-2Na, 测定面粉中乙二胺

四乙酸二钠含量的高效液相法。设置乙二胺四乙酸二钠检测

浓度为 2、5、10、20、50、100 μg/mL, 得线性方程

Y=26.37X6.49, r2=0.99999, 检出限 2.0 mg/kg, 定量限   

7.0 mg/kg, 试验验证平均ꞏ回收率在 89%以上, 结果表明该

前处理方法重复性好, 方法简单, 结果准确可靠, 可为面粉

中乙二胺四乙酸二钠含量测定及建立相关检测标准提供参

考依据。 
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