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铁强化酱油中乙二胺四乙酸铁钠的测定

1 范围

本标准规定了铁强化酱油中乙二胺四乙酸铁钠(NaFeEDTA)的测定方法。

本标准适用于铁强化酱油中乙二胺四乙酸铁钠的测定。

本 标 准 第
一

法 的 检 出 限 为 0 . 0 3 0 u 酽 m L , 当 取 样 为 2 . 5 m L 时 , 最 低 检 出 浓 度 为 6 。0 u g / m L , 最 佳

线 性 范 围 为 0 . 2 u g / m L ~ ⒛ u g / m L 。 第 二 法 的 最 低 检 出 限 为 0 . 2 4 u g / m L , 当 取 样 为 3 . O  m L 时 , 最 低

检 出 浓 度 为 4 0 u g / m L , 最 佳 线 性 范 围 为 4 。0 u g / m L ~ 2 4 u 酽 m L 。

第
一法 高 效 液相 色谱法

2 原理

铁强化酱油试样,经甲醇沉淀后,过滤,稀释,用反相离子对高效液相色谱法将乙二胺四乙酸铁钠中

的FeEDTAˉ与试样中的杂质分离,经紫外检测器 254nm波长处检测,根据色谱峰保留时间定性,标准

曲线法峰面积定量。

3 试剂

本方法中所用试剂,除另有规定外,均为分析纯试剂,水为蒸馏水或同等纯度水。

3.1 甲醇:色谱纯。

3.2 40%四丁基氢氧化铵水溶液(TBAOH)。

3.3 甲酸稀溶液:将88%甲酸用水稀释 10倍进行配制。

3.4 乙 二 胺 四 乙 酸 铁 钠 标 准 物 :纯 度 (以 NaFeEDTA· 3H20计 )≥ 99.0%。

3.5 75%甲醇溶液:将体积为750mL的甲醇加到体积为250mL的水中,混匀。

3.6 乙二胺四乙酸铁钠标准储备溶液:准确称取乙二胺四乙酸铁钠标准物0.1g,置人 50mL棕色容

量瓶中,用水溶解并稀释至刻度,摇匀,此溶液浓度为 2000ug/mL。于冰箱中避光保存,推荐 15日内

使用。

3.7 乙二胺四乙酸铁钠标准中间溶液:准确吸取乙二胺四乙酸铁钠标准储备溶液 2.50mL,置于

50mL棕色容量瓶中,用75%甲醇溶液定容,摇匀,此溶液浓度为100ug/mL。于冰箱中避光保存,推荐

15日内使用。

3.8 乙 二 胺 四 乙 酸 铁 钠 标 准 使 用 溶 液 :分 别 吸 取 乙 二 胺 四 乙 酸 铁 钠 标 准 中 间 溶 液 1。O mL、2。O mL、

4.O mL、6.0mL、 8.0mL、 10.0mL于 50mL容 量 瓶 中 ,用 水 定 容 至 刻 度 ,摇 匀 后 ,即 得 到 乙 二 胺 四 乙 酸

铁 钠 标 准 系 列 ,分 别 含 NaFeEDTA· 3H20为 2.0ug/mL、 4.0ug/mL、 8·0ug/mL、 12·0ug/mL、

16·0ug/mL、 zO。0ug/mL。 临 用 时 配 制 。

4 设备与仪器

4.1 实验室常用设备。

4.2 高效液相色谱仪:具有紫外检测器。

4.3 酸度计。
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5 分析步骤

5.1 试样处理

吸取铁强化酱油试样 2.50mL,置于 50mL棕色容量瓶中,加75%甲醇溶液定容,摇匀。于避光处
静置 50min后,滤纸过滤。吸取滤液 5.00mL,置于 50mL棕色容量瓶中,用水定容至刻度,摇匀,用
0.45um滤膜过滤,即得试样液,供仪器测定用。

5.2 高效液相色谱分析

色谱条件(参考条件)

分 析 柱 : Z o r b a x  C : 柱 4 . 6

流动相:吸取 40%四 ,加水 130mL,再用甲酸稀
溶液将 pH调至 3.30,将此 用水稀释至刻度,摇匀,脱

气后使用。

5 . 2 . 1 , 3  紫
外 检 测 器

5 . 2 。 l 。4  进 样 量 : ⒛

5 . 2 . 1 . 5  流
速 : 1 。o

5.2.2 标准曲线

分别用 3.8中 纵坐标绘制标
准曲线,或计算回

5.2.3 试样分析

取试样液zo

5 . 2 . 3 . 1  定 性 :

5 . 2 . 3 . 2  定
量 : 得或根据回归

方程计算其含量。

6 结果计算

试样中乙二胺四

⋯ · ⋯ · ¨ · ¨ · ¨ · ¨ · ¨ ·

( 1 )

式中:

X——试样中乙二胺四乙

X1——由标准曲线上查到的 升(ug/mL);

y1——试样液定容体积,单位为毫

V——试样的体积,单位为毫升(mL);

计算结果保留三位有效数字。

精密度

在重复条件下获得的两次重复测定结果的相对差值不得超过算术平均值的10%。

分离色谱图

铁强化酱油试样液中的分离色谱图见图1。

X  1 5 0  m m , 5  p m "

000mL容量瓶中,加i

X1·  、7 50
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9 原理
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显色剂硫氰酸铵

,于波长 480nm

的试液做空白比

成无色络合物,对,计算乙二

Fe3+与显色剂

10 试剂

本方法中所

10.1 乙二胺四乙

10.2 75%甲醇溶液:

10.3 过硫酸铵。

10.4 无水乙醇。

10.5 盐酸溶液:量取盐酸 500

10,6 15%硫氰酸铵显色剂:称取硫 容量瓶中,加水 250mL,溶解后加丙酮

75mL,用水稀释至刻度,摇匀。

10.7 丙酮-水溶液:于500mL容量瓶中,加75mL丙酮,用水稀释至刻度,摇匀。

10.8 乙二胺四乙酸铁钠标准储备溶液:准确称取乙二胺四乙酸铁钠标准物0.1g,置人 50mL棕色容

量瓶中,用水溶解并稀释至刻度,摇匀,此溶液浓度为 2000ug/mL。于冰箱中避光保存,推荐 15日内

使用。

ll 仪器

ll。1 实验室常用设备。

1l.2 可见分光光度计。
3
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12 分祈步骤

12.1 标准曲线的制备

准确吸取乙二胺四乙酸铁钠标准储各溶液 O mL、1.O mL、2.0mL、3.0mL、4。O mL、5。O mL、

6.O mL分别置于50mL容量瓶中,加75%甲醇溶液定容,摇匀。精确吸取稀释后的不同浓度标准溶液

5.00mL分别置于50mL容量瓶中,加水 5。00mL,加显色剂 15。O mL,用无水乙醇定容,摇匀,以水为

空白调零点,在λ=480nm处分别测定其吸光度 A°;再分别精确吸取不同浓度标准溶液 5。00mL于

50mL容量瓶中,加盐酸溶液 5.0mL,加显色剂 15.0mL,用无水乙醇定容,摇匀,即得不同浓度的标准

溶 液 , N a F e E D T A · 3 H 2 O 浓 度 分 别 为 0 u g / m L 、 4 ·0 u g / m L 、 8 ·0 u g / m L 、 1 2 . 0 u g / m L 、1 6 。0 u g / m L 、

⒛·0ug/mL、24。0ug/mL。以水为空白调零点,在̂ =480nm处分别测定其吸光度 A。计算不同浓度

AA=A—A°,以浓度为横坐标、△A为纵坐标绘制标准曲线或计算线性回归方程。

12.2 试样处理

精密吸取铁强化酱油试样 3mL,置于 50mL容量瓶中,加75%甲醇溶液稀释并定容,于避光处静

置 30min后,滤纸过滤,取滤液 5.00mL四份,分别置于四个 50mL的棕色容量瓶中。

试样液 1配制:在其 中一个容量瓶中加水 5.00mL,过硫酸铵 0.100g,15%硫氰酸铵显色剂

15.0mL,加无水乙醇定容,摇匀。

试样液 2配制:于另一个容量瓶中加盐酸溶液 5.00mL,过硫酸铵 0.100g,15%硫氰酸铵显色剂

15.O mL,加无水乙醇定容,摇匀。

试样液 3配制:于另一个容量瓶中加水 5.00mL,过硫酸铵 0.100g,加15。O mL丙酮-水溶液,再用

无水乙醇定容,摇匀。

试样液 4配制:于另一个容量瓶中加盐酸溶液 5.00mL,过硫酸铵 0.100g,力I15。O mL丙酮-水溶

液,再用无水乙醇定容,摇匀。

12.3 测定

于 λ
=480nm处

测 定 试 样 液 1、2、3、4的 吸 光 度 ,分 别 为 A′样 、A样 、A′H+、AH+。

注:由于Fe。
+与硫氰酸铵生成的红色络合物对光、热不稳定,试验应在30℃以下并避光操作。

13 结果计算

试样中乙二胺四乙酸铁钠的吸光度值按式(2)计算。

A A 样
= A 样

^ A ′

样

~ ( A H + —
A ′ H + )   ⋯

⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ¨ ¨ ⋯ ⋯ ¨
( 2 )

式中:

A样~~试样液2的吸光度值;

A′样
~~试样液 1的吸光度值;

AH+——试样液4的吸光度值;

A′H+——试样液 3的吸光度值。

根据AA+值,从标准曲线上得到测定试样液中乙二胺四乙酸铁钠含量X2(ug/mL),供计算试样中

乙二胺四乙酸铁钠含量用。

试样中乙二胺四乙酸铁钠的含量按式(3)计算。

x = 竿 ×
赢  ⋯

⋯⋯ ⋯⋯ ⋯ ( 3 )

式中:

X——试样中乙二胺四乙酸铁钠的含量,单位为毫克每毫升(mg/mD;

X2——由式(2)计算后从标准曲线上得到的乙二胺四乙酸铁钠含量,单位为微克每毫升(ug/mL);
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V1——试样液定容体积,单位为毫升(mL);

V——试样的体积,单位为毫升(mL);

计算结果保留三位有效数字。

14 精密度

在重复条件下获得的两次重复测定结果的相对差值不得超过算术平均值的 10%。
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