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摘要：采用高效液相色谱法测定酱菜中脱氢乙酸的含量，建立数学模型，分析不确定度来源，并对测定结果的
不确定度进行了计算和评定，得出样品中脱氢乙酸的含量为０．１２２ｇ／ｋｇ，其扩展不确定度为０．００３ｇ／ｋｇ，ｋ＝２。
评定结果表明：对检测结果不确定度影响最大的是由标准曲线拟合求得的浓度，其次是测定的重复性。因此，
在实验过程中操作人员应严格按照操作规程，检查分析影响因素，减小这些不确定度分量，从而提高测量结果
的准确性。
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　　酱菜是将新鲜的蔬菜经腌渍、微生物发酵或酱渍
加工而成的各种蔬菜制品［１］，因味道鲜美、营养丰富而
深受人们的喜爱，逐渐成为人们饭桌上不可或缺的调
味副食品［２－３］。脱氢乙酸是一种低毒高效的食品防腐
剂［４－５］，常用于面包、糕点、果蔬汁、发酵豆制品、腌渍
的蔬菜等食品中［６］。但是大量地使用脱氢乙酸将会影
响人体的肾脏、肝脏［７］，甚至可能引发癌症［８］，同时
ＧＢ　２７６０－２０１４《食品安全国家标准 食品添加剂使用
标准》［９］中也明确指出了脱氢乙酸在一些食品中的最
大使用量，其中在腌渍的蔬菜中脱氢乙酸的最大使用

量为１．０ｇ／ｋｇ［１０］。因此，我们对食品中脱氢乙酸的使
用进行日常监管及对检测结果的准确性判断显得尤为
重要［１１］。

本实验依据ＧＢ　５００９．１２１－２０１６《食品安全国家标准
食品中脱氢乙酸的测定》［１２］、ＪＪＦ　１０５９．１－２０１２《测量不确
定度评定与表示》［１３］和ＣＮＡＳ－ＧＬ００６－２０１９《化学分析中
不确定度的评估指南》［１４］中规定的基本方法和程序，
采用高效液相色谱法对酱菜中脱氢乙酸的含量进行了
测定，分析酱菜中脱氢乙酸含量的不确定度来源，并对
其测定结果的不确定度进行了计算和评定，从而为酱
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菜中脱氢乙酸含量测定方法的可行性和准确性提供了
参考依据。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

酱菜：市售；脱氢乙酸标准品：批号Ｂ０００３４５２，纯
度９９．９％，北京曼哈格生物科技有限公司；乙酸铵：色
谱纯，Ａｌａｄｄｉｎ公司；甲醇：色谱纯：ＨｉＰｕｒｅ　Ｃｈｅｍ 公
司；硫酸锌和氢氧化钠：分析纯，国药集团化学试剂有
限公司。
１．２　仪器与设备

ＬＣ－２０Ａ高效液相色谱仪（配二极管阵列检测
器）　日本岛津公司；ＭＥ２０４Ｅ电子天平　梅特勒－托
利多公司；ＫＱ－５００ＤＥ超声波清洗器　昆山超声仪器
有限公司；ＬＤ５－２Ｂ离心机　北京雷勃尔离心机有限
公司。
１．３　实验方法

参照ＧＢ　５００９．１２１－２０１６《食品安全国家标准 食
品中脱氢乙酸的测定》第二法液相色谱法。
１．３．１　标准溶液配制

准确称取脱氢乙酸标准品１０ｍｇ，用１ｍＬ氢氧化钠
溶液（２０ｇ／Ｌ）溶解在１０ｍＬ容量瓶中，用水定容，配制成
１０００μｇ／ｍＬ浓度的标准贮备液。分别吸取脱氢乙酸贮
备液０．００５，０．０１，０．０２，０．０５，０．１，０．２ｍＬ于１０ｍＬ容量瓶中，
用水定容，配制成０．５，１．０，２．０，５．０，１０．０，２０．０μｇ／ｍＬ的标准
工作液。
１．３．２　样品前处理

称取已粉碎的试样２ｇ，置于５０ｍＬ离心管中，加入
约１０ｍＬ水、５ｍＬ硫酸锌溶液（１２０ｇ／Ｌ），用氢氧化钠
溶液（２０ｇ／Ｌ）调ｐＨ至７．５，转移至２５ｍＬ容量瓶中，用
水稀释至刻度，摇匀。置于离心管中，超声提取１０ｍｉｎ，
４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液过０．４５μｍ有机滤
膜，供高效液相色谱测定。
１．３．３　色谱条件

色谱柱ＺＯＲＢＡＸ　Ｅｃｌｉｐｓｅ　Ｐｌｕｓ　Ｃ１８柱 （４．６ｍｍ×
２５０ｍｍ×５．０μｍ）；柱温：３０℃；流动相：甲醇＋０．０２ｍｏｌ／Ｌ
乙酸铵溶液（１０＋９０，体积比）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：１０
μＬ；检测波长：２９３ｎｍ。
１．４　数学模型的建立

样品中脱氢乙酸含量的计算公式为：

Ｘ＝
（Ｃ－Ｃ０）×Ｖ×１０００
ｍ×１０００×１０００

。

式中：Ｘ 为样品中脱氢乙酸的含量，ｇ／ｋｇ；Ｃ 为样
品溶液中脱氢乙酸的质量浓度，μｇ／ｍＬ；Ｃ０ 为空白样
品溶液中脱氢乙酸的质量浓度，μｇ／ｍＬ；Ｖ 为样品溶
液总体积，ｍＬ；ｍ 为样品的质量，ｇ。

２　结果与分析

２．１　不确定度来源分析
根据实验方法所建立的数学模型并结合相关信

息，分析影响测定结果的不确定度，其主要来源于样品
的称量、样品溶液的定容、标准溶液的配制、容量瓶的
校准、标准曲线的拟合、样品的重复性分析等过程。

通过分析以上各不确定度分量，并合成相对标准
不确定度。在９５％的置信水平下，得到扩展不确定
度，最终量化高效液相色谱法测定酱菜中脱氢乙酸含
量的不确定度。
２．２　不确定度各分量的评定
２．２．１　样品称量过程中引入的不确定度

称量过程的重复性和天平的准确性是样品称量过
程中不确定度的主要来源，其中样品称量过程中的重
复性所引入的不确定度分量已包含在各种因素造成的
重复性影响修正值不确定度分量中。

根据电子天平的检定证书，天平的分辨率为０．１ｍｇ，
称样量ｍ≤５０ｇ时，最大允许误差为±０．５ｍｇ，称取样品
２ｇ，按均匀分布，则不确定度为：

ｕ１（ｍ）＝
０．１／２
　槡３

＝０．０２８９ｍｇ，

ｕ２（ｍ）＝
０．５
　槡３
＝０．２８９ｍｇ。

则称重的相对标准不确定度为：

Ｕｒｅｌ（ｍ）＝
　
ｕ１（ｍ ）２＋ｕ２（ｍ ）槡 ２

２×１０００ ＝０．０００１４５。

２．２．２　样品定容过程中引入的不确定度
样品定容过程中的不确定度主要是容量瓶的准确

性和温度变化两个方面引入的。
２．２．２．１　容量瓶的准确性引入的不确定度

经计量校准，本次实验所用的２５ｍＬ容量瓶合格，根
据校准证书可得其容量的允许误差为±０．０３ｍＬ，按均匀
分布，则相对标准不确定度为：

Ｕｒｅｌ（Ｖ１）＝
０．０３
２５×

　槡３
＝０．０００６９３。

２．２．２．２　温度变化引入的不确定度
玻璃器具出厂校准温度与实验室使用温度的差异

是温度变化引入的不确定度，已知玻璃器具的校准温度
为２０℃，本实验室实际使用温度变化范围为±３℃，水
的膨胀系数为２．１×１０－４／℃，则不确定度分量为：

Ｕｒｅｌ（Ｔ１）＝
２５×３×２．１×１０－４

槡２５× ３
＝０．０００３６４。

２．２．２．３　定容过程中引入的相对标准不确定度

Ｕｒｅｌ（Ｖ）＝
　
Ｕｒｅｌ（Ｖ１）２＋Ｕｒｅｌ（Ｔ１）槡 ２＝０．０００７８３。

２．２．３　由标准曲线求得结果引入的不确定度
脱氢乙酸标准物质的纯度、标准溶液的配制过程

和拟合标准曲线非线性所引入的不确定度是标准曲线
求得结果引入的不确定度主要来源。
２．２．３．１　脱氢乙酸标准物质纯度引入的不确定度
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由标准物质证书可知，本实验所用的脱氢乙酸标
准物质的纯度为９９．９％，其相对扩展不确定度为２％，
ｋ＝２，则标准物质引入的相对标准不确定度为：

Ｕｒｅｌ（ｓｔｄ）＝
２％
２ ＝０．０１

。

２．２．３．２　标准溶液配制过程中称量标准物质引入的不
确定度

由本实验所用电子天平的检定证书可知，天平的
分辨率为０．０１ｍｇ，称样量 ｍ≤５ｇ时，最大允许误差
为±０．０５ｍｇ，称取标品９．６８ｍｇ，按均匀分布，则不确
定度为：

ｕ１（ｗ）＝
０．０１／２
　槡３

＝０．００２８９ｍｇ，

ｕ２（ｗ）＝
０．０５
　槡３
＝０．０２８９ｍｇ。

则标准品称量的相对标准不确定度为：

Ｕｒｅｌ（ｗ）＝
　
ｕ１（ｗ）２＋ｕ２（ｗ）槡 ２

９．６８ ＝０．００３００。

２．２．３．３　标准溶液配制过程中所用容量瓶准确性引入
的不确定度

本实验采用１０ｍＬ　Ａ级容量瓶配制标准溶液，其
允许误差为±０．０２０ｍＬ，假设为均匀分布，则相对标
准不确定度为：

Ｕｒｅｌ（Ｖ２）＝
０．０２０
１０×

　槡３
＝０．００１１５。

２．２．３．４　标准溶液配制过程中温度变化引入的不确
定度

水的膨胀系数为２．１×１０－４／℃，本实验室使用温
度与校准温度变化范围为±３℃，则不确定度分量为：

Ｕｒｅｌ（Ｔ２）＝
１０×３×２．１×１０－４

槡１０× ３
＝０．０００３６４。

２．２．３．５　标准曲线的拟合引入的不确定度
本实验采用６个浓度水平点的脱氢乙酸标准溶

液，每一浓度点测定２次，测定结果见表１。
表１　脱氢乙酸的标准曲线测定结果

Ｔａｂｌｅ　１Ｔｈｅ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｓｔａｎｄａｒｄ
ｃｕｒｖｅｓ　ｏｆ　ｄｅｈｙｄｒｏａｃｅｔｉｃ　ａｃｉｄ

浓度Ｃ
／（μｇ／ｍＬ）

峰面积Ｙ１
／（ｍＡＵ·ｓ）

峰面积Ｙ２
／（ｍＡＵ·ｓ）

峰面积平均值Ｙ
／（ｍＡＵ·ｓ）

线性方程

０．５　 ７６０５　 ７０４６　 ７３２６
１．０　 １６８３２　 １７３９５　 １７１１４
２．０　 ３７０１１　 ３７５７７　 ３７２９４
５．０　 １０４０４４　 １０３２７１　 １０３６５８
１０．０　 ２１９３８１　 ２１９９０２　 ２１９６４２
２０．０　 ４３０６０８　 ４２７０６０　 ４２８８３４

ｙ＝２１７６６．４３ｘ－
４０２３．２８

　　本实验对样品测定液进行了６次测定，由直线方程求
得各次测量值，计算其平均质量浓度为Ｃ＝９．８３４μｇ／ｍＬ，
其相对标准不确定度为：

Ｕｒｅｌ（ｑ）＝
ＳＲ
Ｃ×Ｂ１

　

１
Ｐ＋

１
ｎ＋

（Ｃ－Ｃ
－
）２

∑
ｎ

ｉ＝１
（Ｃｉ－Ｃ

－
）２槡
。

式中：ＳＲ为标准溶液峰面积的标准偏差，ＳＲ＝
　
１
ｎ－２∑

ｎ

ｉ＝１
［Ｙｉ－（Ｂ１Ｃｉ＋Ｂ０）］槡 ２＝３２４２．３０２；Ｃ 为样品

溶液的平均质量浓度（μｇ／ｍＬ），Ｃ＝９．８３４μｇ／ｍＬ；Ｂ１
为工作曲线的斜率，Ｂ１＝２１７６６．４３；Ｐ 为样品平行测
定次数，Ｐ＝６；ｎ为标准溶液测定次数，ｎ＝２×６＝１２；
Ｃ为标准系列溶液的平均质量浓度（μｇ／ｍＬ），Ｃ＝
６．４１７μｇ／ｍＬ；Ｃｉ 为标准溶液的质量浓度（μｇ／ｍＬ），

∑
ｎ

ｉ＝１
（Ｃｉ－Ｃ）２＝５６６．４１７。

将以上各计算值带入公式，得标准曲线拟合的不
确定度：

　　Ｕｒｅｌ（ｑ）＝
３２４２．３０２

９．８３４×２１７６６．４３
１
６＋

１
１２＋

（９．８３４－６．４１７）２

５６６．４１７槡
＝０．００７８８。

即得由标准曲线求得结果引入的合成相对标准不
确定度为：

Ｕｒｅｌ（Ｃ）＝ Ｕｒｅｌ（ｓｔｄ）２＋Ｕｒｅｌ（ｗ）２＋Ｕｒｅｌ（Ｖ２）２＋Ｕｒｅｌ（Ｔ２）２＋Ｕｒｅｌ（ｑ）槡 ２

＝０．０１３１。

２．２．４　各种因素造成的重复性引入的不确定度
在整个处理过程中，因样品前处理的不确定度有

温度、时间、加入试剂的量、提取效率、容器附着的量等
引入的不确定度分量，可通过平行测定来评估不确定
度分量。

在重复性条件下，对样品进行了６次独立测试，脱氢乙
酸含量分别是０．１２２，０．１２３，０．１２３，０．１２１，０．１２２，０．１２３ｇ／ｋｇ，则
脱氢乙酸含量的平均值为０．１２２ｇ／ｋｇ，则样品测试的重复性
所引入的相对标准不确定度为：

Ｕｒｅｌ（Ｘ）＝
ｕ（Ｘ）

Ｘ
＝
１
Ｘ

　

∑
ｎ

ｉ＝１
（Ｘｉ－Ｘ）２

ｎ（ｎ－１）槡 ＝０．００２９９。

２．３　相对标准不确定度的合成及扩展
２．３．１　各不确定度分量汇总

各相对标准不确定度分量见表２。
表２　相对标准不确定度分量表

Ｔａｂｌｅ　２Ｔｈｅ　ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

不确定度来源 类型 相对标准
不确定度

相对标准
不确定度分量

样品称量过程引入的
相对标准不确定度Ｕｒｅｌ（ｍ） Ｂ　 ０．０００１４５　 ０．０００１４５

样液定容过程中引入的相对标准
不确定度Ｕｒｅｌ（Ｖ） ０．０００７８３　 ０．０００７８３

容量瓶校准Ｕｒｅｌ（Ｖ１） Ｂ　 ０．０００６９３
环境温度变化Ｕｒｅｌ（Ｔ１） Ｂ　 ０．０００３６４
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续　表

不确定度来源 类型 相对标准
不确定度

相对标准
不确定度分量

标准曲线所得结果引入的相对标
准不确定度Ｕｒｅｌ（Ｃ） ０．０１３１　 ０．０１３１

标准物质Ｕｒｅｌ（ｓｔｄ） Ｂ　 ０．０１
标品称量Ｕｒｅｌ（ｗ） Ｂ　 ０．００３００
容量瓶校准Ｕｒｅｌ（Ｖ２） Ｂ　 ０．００１１５
环境温度变化Ｕｒｅｌ（Ｔ２） Ｂ　 ０．０００３６４
标准曲线拟合Ｕｒｅｌ（ｑ） Ａ　 ０．００７８８
各因素造成的重复性引入的相对
标准不确定度Ｕｒｅｌ（Ｘ） Ａ　 ０．００２９９　 ０．００２９９

２．３．２　合成相对标准不确定度
对上述各不确定度分量进行分析，合成相对标准

不确定度为：

Ｕｒｅｌ（ｙ）＝ Ｕｒｅｌ（ｍ）２＋Ｕｒｅｌ（Ｖ）２＋Ｕｒｅｌ（Ｃ）２＋Ｕｒｅｌ（Ｘ）槡 ２

＝０．０１３５。
２．３．３　相对扩展不确定度

取置信概率９５％，ｋ＝２，得高效液相色谱法测定
酱菜中脱氢乙酸的相对扩展不确定度为：
Ｕｒｅｌ＝ｋ×Ｕｒｅｌ（ｙ）＝２×０．０１３５＝０．０２７０。

２．３．４　扩展不确定度
由实验数据可知样品中脱氢乙酸含量为０．１２２ｇ／ｋｇ，

其扩展不确定度为：
Ｕ＝０．１２２×０．０２７０＝０．００３ｇ／ｋｇ。

２．３．５　结果表示
通过高效液相色谱法测定酱菜中脱氢乙酸含量，

测定结果为：
Ｘ＝（０．１２２±０．００３）ｇ／ｋｇ，ｋ＝２。

３　结论
参照ＧＢ　５００９．１２１－２０１６中的方法，采用高效液

相色谱法对酱菜中脱氢乙酸的含量进行了测定，并根
据ＪＪＦ　１０５９．１－２０１２和ＣＮＡＳ－ＧＬ００６－２０１９中规定
的方法和程序，对实验过程中影响脱氢乙酸含量的各
不确定度进行分析和评定。通过分析发现，对测定结
果影响最大的是由标准曲线所求得的浓度，其次是测
定的重复性。而样品称量和样液定容所引入的不确定

度较小。因此，在实验过程中我们应选择质量稳定、准
确度等级较高的标准品，严格把控标准品的配制过程，
其次可增加标准溶液的浓度点和测定次数，加强操作
人员的培训，检测仪器的校准等措施减小测定结果的
不确定度，从而提高检测结果的准确性。
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