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微乳液相色谱法测定酱油中乙二胺四乙 
酸铁钠含量 

林仁权*, 夏海鸣, 戚荣平, 孟  琪, 桑  娴 
[杭州市拱墅区疾病预防控制中心(杭州市拱墅区卫生监督所), 杭州  310022] 

摘   要 : 目的   建立微乳液相色谱法测定酱油中乙二胺四乙酸铁钠(ethylenediaminetetraacetic acid ferric 

sodium salt, NaFeEDTA)含量的分析方法。方法  样品经简单的稀释和离心, 通过 0.22 μm 微孔滤膜进行过滤, 

即可直接上机, 以Waters BEH C18柱(2.1 mm×150 mm, 1.7 µm)为色谱柱, 以 3.64 g/L十六烷基三甲基溴化铵水溶

液-50 g/L 乙腈-8 g/L 乙酸乙酯-6.8 g/L 磷酸二氢钾水溶液为流动相, 流速为 0.30 mL/min, 检测波长为 254 nm, 柱

温为 30 ℃, 使用外标法进行定量测定。结果  在选定实验条件下, NaFeEDTA 质量浓度在 0.50~35.00 µg/mL

范围内具有良好的线性关系(r≥0.999), 检出限为 50 mg/kg。考察了 NaFeEDTA 回收率, 其平均回收率分别

为 92.7%~97.7%。结论  该方法操作简单、重现性好, 可用于酱油中 NaFeEDTA 含量的检测。 

关键词: 乙二胺四乙酸铁钠; 微乳液相色谱法; 十六烷基三甲基溴化铵; 酱油 

Determination of ethylenediaminetetraacetic acid ferric sodium salt  
content in soy sauce by microemulsion liquid chromatography 

LIN Ren-Quan*, XIA Hai-Ming, QI Rong-Ping, MENG Qi, SANG Xian 
[Gongshu Center for Disease Prevention and Control (Gongshu Health Supervision Institution), Hangzhou 310022, China] 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of ethylenediaminetetraacetic acid ferric 
sodium salt (NaFeEDTA) by microemulsion liquid chromatography. Methods  After simple dilution and 
centrifugation of the sample, it could be filtered through a 0.22 μm microporous membrane and directly loaded onto a 
Waters BEH C18 column (2.1 mm×150 mm, 1.7 µm) was the chromatographic column. The microemulsion mobile 
phase was 3.64 g/L cetyltrimethylammonium bromide-50 g/L acetonitrile-8 g/L ethyl acetate-6.8 g/L potassium 
dihydrogen phosphate. The flow rate was 0.30 mL/min and the detection wavelength was 254 nm. The column 
temperature was 30 ℃ temperature. External standard method was used for quantitative determination. Results  Under 
the selected experimental conditions, the mass concentration of NaFeEDTA had a good linear relationship (r≥0.999) 
within the range of 0.50–35.00 µg/mL, the limits of detection were 50 mg/kg. The recovery rates of NaFeEDTA were 
investigated, with average recovery rates ranging from 92.7% to 97.7%. Conclusion  This method is easy to operate 
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and has good reproducibility. The method can be used for the detection of NaFeEDTA content in soy sauce. 
KEY WORDS: ethylenediaminetetraacetic acid ferric sodium salt; microemulsion liquid chromatography; 

cetyltrimethylammonium bromide; soy sauce 
 
 

0  引  言 

铁是以功能铁和贮存铁的形式存在于人体内, 主要有

血红蛋白铁、肌红蛋白铁、含铁酶、铁蛋白、含铁血黄素等, 
成年人体内约有 4~5 g 铁, 它影响人体的代谢、免疫和白细

胞的杀伤力。铁缺乏症是指人体缺乏足够的铁元素, 从而导

致身体无法正常运作的一种疾病, 是全球性的营养缺乏性

疾病。全球共有 20 多亿人口缺铁, 摄食铁强化食品通常被

认为是改善铁营养状况有效且低成本的路线, 是目前解决

这一问题最有效可行的办法。传统铁营养强化剂的应用难题

在于生物利用度和稳定性不能兼顾, 易引起不良感官变化

等问题 , 而乙二胺四乙酸铁钠 (ethylenediaminetetraacetic 
acid ferric sodium salt, NaFeEDTA)是一种性质稳定的络合

型铁营养强化剂, 易溶于水、铁锈味较小、胃肠刺激小[1–2]

且人体吸收率高 [3–5], 还可以促进内源性铁源的吸收。

NaFeEDTA 安全无毒副作用, 被认为是目前最具发展前景

的铁营养补充剂[6], 2002 年被批准在酱油中使用[7–9], 食用

铁强化酱油成为改善铁营养状况的有效途径[10]。 
GB 14880—2012《食品安全国家标准 食品营养强化剂

使用标准》标准中规定: 营养强化剂铁在酱油中使用量为

180~260 mg/kg, 折算成 NaFeEDTA 为 1357~1960 mg/kg。食

品中元素铁的检测方法如原子吸收法、原子发射光谱法、

质谱法、溶出伏安法等, 无法对 NaFeEDTA 和焦磷酸铁、

硫酸亚铁等各种铁强化剂进行直接检测各化合物。

NaFeEDTA 是 Fe3+与 EDTA 所形成络合物的钠盐, 在中性

和弱酸性溶液中通常以 Na+和 FeEDTA–形式存在[11]。目前, 
强化酱油中 NaFeEDTA 的定量测定的方法报道较多, 主
要包括分光光度法[12–13]、毛细管区带电泳法[14–15]、极谱

法[16–17]、离子色谱法[18–19]、高效液相色谱法[20–24]等, 其中

高效液相色谱法目前存在不足: (1)在水相中添加离子配体, 
而添加离子对试剂的流动相平衡较慢, 稳定时间长, 否则

化合物保留时间会有偏移; (2)使用离子对试剂不适合使用

梯度洗脱。 
微乳液相色谱法(microemulsion liquid chromatography, 

MELC)是一种新的色谱形式, 是使用微乳为流动相的一种反

相液相色谱法。微乳是由表面活性剂、助表面活性剂、油相

和水相按适当比例混合而成的, 具有无色透明、各向同性、

低黏度等特点, 属于热力学稳定体系。与传统高效液相色谱

法方法相比, MELC 流动相含有机物少, 对环境比较友好。常

使用的表面活性剂有十二烷基硫酸钠(sodium dodecyl sulfate, 
SDS)、十六烷基三甲基溴化铵 (cetyltrimethylammonium 

bromide, CTAB)、聚氧乙烯月桂醚和十二烷基二甲基甜菜

碱[25], 且所使用的表面活性剂 CTAB 属于季铵化合物, 具
有生物降解性, 可以通过不同途径进行降解[26]。在 MELC
中具有固定相、水相和微乳流支相 3 个界面和 3 个分配系

数, 因此可以获得较高的灵敏度和选择性, 直接进样就可

以定量测定不同复杂基质的样品, 解决了许多难以解决的

分离测定问题。近年来, MELC 已应用于多组分的分离、

药物及杂质的分离与生物样品分析检测 [27–29], 但关于

MELC 在复杂基质酱油检测中的应用却鲜有报道。 
酱油是中国传统的调味品, 由粮食发酵制成, 制作时

用大豆、小麦或麸皮, 加入水、食盐酿造, 经细菌发酵而

生成, 其色泽呈红褐色, 有独特酱香, 滋味鲜美, 其成分

也极为复杂, 有食盐、氨基酸、糖类、香料、色素、防腐

剂和有机酸等。在传统高效液相色谱法中, 样品不经过前

处理, 易导致严重的干扰并损害色谱柱。而在 MLEC 中的

表面活性剂具有极强的增溶能力, 支持各类样品直接进样

测定, 从而简化样品制备过程[30]。MLEC 允许生物样品不经

过除蛋白质、富集、浓缩等样品前处理过程, 用流动相稀释

过滤后直接注入色谱系统[31]。这是由于溶质、固定相、水

相和微乳流动相之间的多种相互作用对许多化合物产生了

独特的选择性。一方面, 微乳流动相的增溶作用可以使溶质

以更快的速度在更短的时间洗脱; 另一方面, 在 MELC 中, 
溶质之间的分离能力主要取决于溶质在 3 相之间的分配差

异大小[32]和微乳流动相的极性大小, 这种相互作用使保留

机制复杂化 , 提高了分离效率 , 对于复杂样品可以使用

MELC 简化样品的前处理过程。因此, 本研究采用流动相直

接稀释酱油样品, 运用 MELC 测定酱油中 NaFeEDTA 含量, 
以期为酱油中 NaFeEDTA 的检测提供简单有效手段。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

酱油样品全部为市售产品。 
NaFeEDTA 标准品(纯度 98.4%, 北京坛墨质检科技

股份有限公司); 甲醇、乙睛(色谱纯, 德国 Merck 公司); 乙
酸乙酯、正己烷、正庚烷(色谱纯, 天津市四友精细化学品

有限公司); 磷酸二氢钾(分析纯, 西陇科学股份有限公司); 
CTAB、SDS、磷酸、氢氧化钠(分析纯, 国药集团化学试剂

有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

ACQUITY UPLC H-Class 超高效液相色谱仪(配备二

极管阵列检测器)、Waters BEH C18 柱(2.1 mm×150 mm, 
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1.7 µm)(美国 Waters 公司); BSA223S 电子天平(精度 1 mg, 
德国赛多利斯公司); TG16-WS 台式高速离心机(上海卢湘

仪离心机仪器有限公司); 0.22 μm 微孔过滤膜(上海安谱实

验科技股份有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  样品制备 
精确称取约 1 g 的酱油(精确到 1 mg), 置于 100 mL 容量

瓶中, 加入流动相溶液, 混匀, 转移至离心管中, 6000 r/min
离心 15 min后, 上清液经 0.22 µm的微孔滤膜过滤后进样。 

按照 GB 5009.249—2016《食品安全国家标准 铁强化

酱油中乙二胺四乙酸铁钠的测定》样品前处理, 称取混匀

后试样 2.50 g(精确到 1 mg), 置于小烧杯中加甲醇水溶液

(3:1, V:V)溶解, 多次洗涤烧杯并移入 50 mL 棕色容量瓶中, 
加甲醇水溶液至刻度, 摇匀。于避光处静置 50 min 后, 滤
纸过滤。吸取滤液 5.00 mL, 置于 50 mL 棕色容量瓶中, 用
水稀释至刻度, 摇匀, 过 0.22 µm 微孔滤膜过滤后备用。 
1.3.2  标准溶液配制 

1000 mg/L NaFeEDTA 标准溶液的制备: 准确称取标

准物质 NaFeEDTA 100.0 mg 于 100 mL 棕色容量瓶内, 加
水溶解并定容至刻度, 混匀, 制成质量浓度为 1000 mg/L
的标准储备液, 备用。 

标准工作溶液的制备: 吸取一定量的标准储备液于

10 mL 容量瓶中, 用纯水定容, 逐级稀释配制成质量浓度为

0.5、1.0、5.0、10.0、20.0、35.0 μg/mL 的混合标准工作溶液。 
1.3.3  仪器条件 

色谱柱: Waters BEH C18 柱(2.1 mm×150 mm, 1.7 µm); 
柱温: 30 ℃; 流速: 0.30 mL/min; 流动相: 3.64 g/L CTAB水

溶液-50 g/L 乙腈-8 g/L 乙酸乙酯-6.8 g/L 磷酸二氢钾水溶

液 ; 进样量为 10 μL; 检测器 : 二极管阵列检测器

(photo-diode array, PDA); 检测波长: 254 nm。 

1.4  数据处理 

数据采用 Origin pro 7.5 软件进行分析, 并制表、绘制

图形, 样品检测与加标实验, 每组实验设 3 个平行, 实验

结果均以平均值表示。 

2  结果与分析 

2.1  条件优化 

2.1.1  表面活性剂类型对色谱峰的影响 
用于制备微乳流动相的表面活性剂, 根据其种类可

分为阴离子、阳离子、非离子和两性离子等类型, 最常用

的阴离子表面活性剂是SDS, 阳离子表面活性剂是CTAB。

在 MELC 中, 表面活性剂对固定相的吸附改变了固定相的

理化性质, 可引起极性改变, 固定相与流动相、固定相与分

析物之间的分配系数改变等。本研究在色谱条件一样的情况

下, 分别考察了 SDS、CTAB 表面活性剂对色谱峰分离的影

响。从图 1 中可以看出, 当使用 SDS 时, 目标物色谱峰几乎

无保留, 很快被洗脱下来; 当使用 CTAB 作为表面活性剂时, 
目标物色谱峰有保留, 分离较好。这可能的原因是在使用阳

离子表面活性剂时, 带负电荷的溶质分子将会与带正电荷

的固定相发生静电相互作用而被保留, 分析物 NaFeEDTA
是Fe3+与EDTA所形成络合物的钠盐, 在中性和弱酸性溶液

中通常以 FeEDTA–形式存在, 带负电荷, 故能发生静电相

互作用而被保留, 所以选择 CTAB 进行后续实验。 
 

 
 

图1  不同表面活性剂对色谱峰分离的影响 
Fig.1  Effects of different surfactants on chromatographic  

peak separation 
 

2.1.2  表面活性剂浓度对色谱峰的影响 
在 MELC 中, 物质在微乳流动相、固定相和水三者间

进行分配, 表面活性剂的浓度一定要大于其临界胶束浓度, 
临界胶束浓度才能形成微乳液, 在较低浓度下, 分析目标物

的保留时间过大; 浓度过高时, 将使流动相的黏度增加, 导
致黏度效应, 柱压增高。CTAB 临界胶束浓度为 0.0013 mol/L, 
因此, 选择超过临界胶束浓度以上的 0.005、0.010、0.020
和 0.030 mol/L CTAB 进行实验。从图 2 可以看出, 随着

CTAB 浓度的增加, 分析物的保留时间明显缩短, 这可能

是随着 CTAB 浓度的增加, 被测物分配到微乳流动相的程

度也增加, 化合物迅速从固定相中释放出来, 从而减少了

溶质的保留时间, 因此在柱上的保留随之降低。综合考虑

柱压力和样品分析时间, 选定 CTAB 浓度为 0.010 mol/L, 
即为 3.64 g/L CTAB 水溶液。 
2.1.3  助表面活性剂类型对色谱峰的影响 

在 MELC 中, 因表面活性剂在固定相上的吸附减缓

了传质速率, 降低了色谱柱柱效。故 MELC 的分离效率一

般较小, 微乳流动相的溶解能力一般低于等体积有机溶剂, 
甚至有些溶质在微乳液存在下不溶, 这时需用添加助表面

活性剂。为了提高传质速率, 减少表面活性剂在固定相上

的吸附, 提高色谱柱柱效, 常添加的助表面活性剂有正丁

醇、异戊醇和乙腈等。本研究中选择了乙腈、正丁醇、异

戊醇作为助表面活性剂。图 3 显示了不同助表面活性剂对

色谱峰的影响, 从图 3 中可以看出, 当使用极性较小的助
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表面活性剂(异戊醇和正丁醇)时, 色谱峰拖尾, 分离效果

不佳。当使用极性较大的助表面活性剂(乙腈)时, 目标分析

物峰高而尖, 分析时间合适, 因此, 选择乙腈作为助表面

活性剂。 
 

 

 
 

注: 1. 0.030 mol/L; 2. 0.020 mol/L; 3. 0.010 mol/L; 4. 0.005 mol/L。 
图2  不同表面活性剂浓度对色谱峰分离的影响 

Fig.2  Effects of different concentrations of surfactants on 
chromatographic peak separation 

 

 
 

图3  不同助表面活性剂对色谱峰分离的影响 
Fig.3  Effects of different co surfactants on chromatographic  

peak separation 
 

2.1.4  助表面活性剂浓度对色谱峰的影响 
为了得到助表面活性剂的合适浓度, 分别选择 5%、

10%乙腈为流动相进行实验。图 4 显示了流动相中不同浓

度的乙腈对色谱峰分离的影响。结果显示, 乙腈浓度越高, 
目标分析物出峰越快, 当乙腈质量分数为 10%时, 目标

分析物色谱峰与样品基质干扰峰接近; 当乙腈的体积分

数为 5%时, 此时与样品基质干扰峰分离较好, 分离度大

于 1.5。综合考虑样品分析时间及与干扰物的分离情况, 
最终确定助表面活性剂的比例为 5%, 即为 50 g/L 乙腈水

溶液。 
2.1.5  pH 对色谱峰的影响 

在色谱条件的优化中, 流动相的 pH 必须首先考虑。

这是因为不同分析物的理化性质不同, 在不同 pH 的流动

相中存在的形式不同。在中性条件下, 有部分 FeEDTA–在

流动相中发生水解反应以阴离子 FeEDTAOH2–的形式存在, 
引起组分的保留性质发生变化。因此, NaFeEDTA 的分离

需要在酸性条件下进行。在 MELC 中, 由于色谱柱固定相

表面被阳离子表面活性剂 CTAB 吸附而带正电荷 , 而
NaFeEDTA 在酸性条件下主要以 FeEDTA–离子形式存在, 
由于正负电荷之间相互吸引作用而被保留。在 pH 的优化

中, 本研究选择 pH 范围为 3.0~7.0, 微乳流动相按 1.3.3 进

行配制, 配制好的微乳流动相用 20%磷酸调节 pH, 设置了

5 个梯度, 分别为 3.0、5.0、6.0、7.0 和 4.3(不调 pH)。色

谱分离结果如图 5 所示, 在 pH 为 4.3 时, 目标分析物峰形

较好且分析保留时间适宜。因此, 选择流动相 pH 为 4.3。 
 

 
 

图4  不同助表面活性剂浓度对色谱峰分离的影响 
Fig.4  Effects of different concentrations of co surfactants on 

chromatographic peak separation 

 

 
 

注: a. pH=3.0; b. pH=4.3; c. pH=5.0; d. pH=6.0; e. pH=7.0。 
图5  pH对色谱峰分离的影响 

Fig.5  Effects of pH on chromatographic peak separation 
 

2.1.6  油相类别和浓度的优化 
微乳油相通常有乙酸乙酯、正己烷、正庚烷等, 增加
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油的含量, 流动相中有机相的比例增加, 溶质的保留时间

降低, 油相的类型改变也能改变溶质的保留时间。油相的

含量一般在 1.2%(体积分数 )内 , 油相其最佳含量约为

0.8%[33]。本研究使用正庚烷、正己烷时, 不能很好分离复杂

样品中目标分析物, 分离效果不好, 尝试采用乙酸乙酯时, 
取得较好结果, 因此选用常用浓度为 0.8%的乙酸乙酯, 即
为 8 g/L 乙酸乙酯。 
2.1.7  磷酸二氢钾的优化 

MELC 一般会使用 0.005~0.050 mol/L 的缓冲盐, 来
达到改善峰形和保留的目的, 磷酸二氢钾可以控制流动

相的 pH 并增大离子强度。本研究在流动相中分别添加了

0.005、0.015、0.025 mol/L 的磷酸二氢钾(图 6), 当其浓度

增加时 , 分析物的峰高略有增加 , 这可能是由于磷酸二

氢钾浓度的增加提高了溶液的离子强度, 降低了微乳液

表面的电势, 增强了溶质和微乳液的作用。磷酸二氢钾含

量过大时, 柱压增高明显, 经综合考虑, 本研究中磷酸二

氢钾的浓度选择 0.025 mol/L, 即为 6.8 g/L 磷酸二氢钾水

溶液。 

 

 
 

图6  磷酸二氢钾浓度对保留时间的影响 
Fig.6  Effects of potassium dihydrogen phosphate  

on retention time 

 
综上所述 , 通过实验优化 , 得到了最佳的色谱条

件: 3.64 g/L CTAB 水溶液-50 g/L 乙腈-8 g/L 乙酸乙酯

-6.8 g/L 磷酸二氢钾水溶液为流动相、流动相 pH=4.3, 柱温

30 ℃。在最佳色谱条件下, 注入 10 µL 用流动相溶液配制的

质量浓度为 2.5 µg/mL 标准溶液, 在 0.30 mL/min 的流速下, 
在 254 nm 处得到的标准溶液色谱图, 如图 7 所示。 

2.2  回收率与精密度 

称取 6 份样品, 按 1.3 处理后进样检测, NaFeEDTA 测

得平均值为 92 mg/kg, 相对标准偏差 (relative standard 
deviation, RSD)为 2.5%, 保留时间均在 5 min 左右, 保留时

间 RSD 为 0.10%, 说明该方法的重复性良好。分别吸取

NaFeEDTA 标准液(100 mg/L) 0.50、1.00、2.00 mL 加入样

品中, 按方法进行前处理、检测, 计算回收率和 RSD。经

检测计算, 样品回收率在 88.0%~99.0%之间, 平均回收率

为 92.7%~97.7%。结果表明建立的方法回收率结果满意, 
详见表 1。 

 

 
 

图7  最佳色谱条件下标准溶液的色谱图 
Fig.7  Chromatogram of standard solution under optimal 

chromatographic conditions 

 
 

表 1  加标回收实验结果 
Table 1  Results of spiked recycling experiment 

加标量/(mg/kg) 回收率/% 平均回收率/% 

50 94.0 

92.7 50 96.0 

50 88.0 

100 95.0 

93.7 100 94.0 

100 92.0 

200 99.0 

97.7 200 98.0 

200 96.0 

 
2.3  线性关系及检出限 

在该方法的实验条件下, NaFeEDTA 在 0.50~35.00 µg/mL
范围内呈良好线性关系 , 通过计算峰面积 (Y)与质量浓

度(X, µg/mL)得线性方程为 Y=2132.476X–994.957, 相关

系数 r=0.9997。同时 , 根据标准得出最低检出浓度为

0.50 µg/mL, 计算得出方法的检出限为 50 mg/kg, 符合

检测的要求。 

2.4  实际样品测定 

购买不同品牌的市售酱油, 按 GB 5009.249—2016 和

本研究方法进行样品前处理, 对不同品牌酱油中强化铁进

行测定, 实验结果与国标法结果基本相符, 实验结果见表

2, 样品色谱图见图 8。 
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表 2  不同品牌酱油中 NaFeEDTA 测定结果 
Table 2  Results of NaFeEDTA in different brands of soy sauce 

酱油品牌 
NaFeEDTA 标 
示值/(mg/kg) 

GB 5009.249— 
2016/(mg/kg) 

本研究方法
/(mg/kg) 

RSDs
/% 

海天铁强化 
金标生抽 

1793 1810 1790 2.2

海天铁强化 
草菇老抽 

1842 1800 1820 3.3

长康加铁 
酿造酱油 

1693 1700 1670 2.8

厨邦小淘气 
铁强化酱油 

1643 1650 1650 1.7

 

 
 

图8  酱油样品色谱图 
Fig.8  Chromatogram of soy sauce samples 

 

3  结  论 

MELC 的优点是样品处理简单, 仅需将样品稀释后经

微孔滤膜过滤便可进样分析, 这样既可节省分析时间又可

减少样品的用量。经实验优化选择, 最终确定 3.64 g/L 
CTAB 水溶液-50 g/L 乙腈-8 g/L 乙酸乙酯-6.8 g/L 磷酸二氢

钾水溶液为流动相, 确保 NaFeEDTA 与酱油中复杂成分完

全分开, 分析时间短。MELC 直接进样的优点显而易见, 但
对分析物无富集浓缩过程, 仅适用于浓度较高的目标物分

析; 同时酱油样品可直接进样的机制还不是完全清楚, 推
测是由于微乳流动相中较高浓度的表面活性剂分子, 吸附

于固定相表面, 阻止了蛋白与固定相的结合, 确切的机制有

待进一步研究。总的来说, 本方法具有绿色环保、成本低、

样品处理简单等优点, 是一种值得推广的方法。 
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