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高效液相色谱法测定话梅中阿力甜的 

不确定度评定 

沈俊炳* 

(诏安县质量计量检验检测所, 诏安  363500) 

摘  要: 目的  评定高效液相色谱法测定话梅中阿力甜的不确定度。方法  根据 GB 5009.263-2016《食品安

全国家标准 食品中阿斯巴甜和阿力甜的测定》测定话梅中的阿力甜含量, 按照 JJF 1059.1-2012《测量不确定

度评定与表示》、CNAS-GL 05:2011《测量不确定度要求的实施指南》及 CNAS-GL 06:2018《化学分析中不确

定度的评估指南》, 建立相关测量模型, 对不确定度来源进行分析, 对分析得出的不确定度分量进行逐个量化, 

最终进行测定结果的不确定度评定。结果   在 99%置信区间下 , k=2.576, 话梅中阿力甜的含量为

(0.0823±0.0059) g/kg。结论  阿力甜标准溶液配制引入的不确定度和最小二乘法拟合标准曲线求试样含量引

入的不确定度是最主要的不确定度来源。 
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Uncertainty evaluation of determination of alitame in preserved plum by 
high performance liquid chromatography 

SHEN Jun-Bing* 

(Zhao’an Institute of Quality Inspection and Metrological Verification, Zhao’an 363500, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty of determination of alitame in preserved plum by high 

performance liquid chromatography. Methods  Alitame in preserved plum was determined according to GB 

5009.263-2016 National food safety standard-Determination of aspartame and alitame in food. The relevant 

measurement model was established according to JJF 1059.1-2012 Evaluation and expression of uncertainty in 

measurement, CNAS-GL 05:2011 Guidance on the application of the requirements for measurement uncertainty and 

CNAS-GL 06:2018 Guidance on evaluating the uncertainty in chemical analysis. The sources of uncertainty were 

analyzed, the components of uncertainty were quantified, and the uncertainty of measurement results was evaluated 

finally. Results  In the 99% confidence interval, k=2.576, the content of alitame in preserved plum was (0.0823± 

0.0059) g/kg. Conclusion  The main sources of uncertainty are the uncertainty introduced in the preparation of alitame 

standard solution and the determination of sample content by fitting standard curve with least square method. 

KEY WORDS: alitame; preserved plum; high performance liquid chromatography; uncertainty 
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1  引  言 

阿力甜, 即 L-α-天冬氨酰-N-(2,2,4,4-四甲基-3-硫化三

亚甲基)-D-丙氨酰胺(分子式为: C
14

H
25

N
3
O

4
Sꞏ2.5H

2
O), 是

一种人工合成的甜味剂[1]。在通常情况下, 阿力甜的甜度

约为蔗糖的 2000 倍, 且具有优越的加工稳定性, 早已广泛

应用于各个食品加工领域[2,3]。目前, 随着阿力甜的使用越

来越多, 在各类食品中的检出率比例越来越高, 因此, 提

高阿力甜检测质量已经迫在眉睫。不确定度是表述被测量

之值的分散性的重要参数, 是一个与测量结果密切相关的

参数[47]。由于不确定度既可以直观表述测量结果的可信度, 

又可以对测量结果的质量进行有效评定, 现已经越来越受

到关注[812]。但目前对阿力甜测定不确定度分析的报道尚

不多见[13]。 

本研究按照 GB 5009.263-2016《食品安全国家标准 食

品中阿斯巴甜和阿力甜的测定》[14]测定话梅中的阿力甜(在

GB 2760-2014《食品安全国家标准 食品添加剂使用标准》[15]

中规定, 在蜜饯话梅类的最大允许添加量为 0.3 g/kg), 按照

JJF 1059.1-2012《测量不确定度评定与表示》[16]、CNAS-GL 

05:2011《测量不确定度要求的实施指南》[17]及 CNAS-GL 

06:2018《化学分析中不确定度的评估指南》[18], 建立相关

测量模型, 对其不确定度来源进行分析, 对分析得出的不

确定度分量进行逐个量化, 最终进行测定结果的不确定度

评定, 旨在为提高测定结果的准确度和为测定结果的质量

控制提供理论依据。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

Agilent-1260 高效液相色谱仪(配二极管阵列检测器, 

美国 Agilent 公司); MS105DU 电子天平(0~42 g, 瑞士

Mettler Toledo 公司); ME204TE 电子天平(0~220 g, 瑞士

Mettler Toledo 公司); MCMV500MCN 食品料理机(德国

Bosch公司); KQ2100E超声波清洗器(昆山市超声波仪器有

限公司); 3-16L离心机(德国 Sigma公司); Researchplus移液

器(0.1~1mL, 德国 Eppendorf 公司)。 

阿力甜标准品(纯度≥98.5%, 加拿大 Toronto Research 

Chemicals 公司); 甲醇(色谱纯, 德国 Merck 公司)。 

实验用水均使用 Milli-Q Advantag 超纯水系统所制备

的超纯水; 话梅试样购置本地超市。 

2.2  实验方法 

2.2.1  标准溶液配制 

参考 GB 5009.263-2016《食品安全国家标准食品中阿

斯巴甜和阿力甜的测定》[14]中 3.3 标准溶液配制的规定, 

准确称取 0.025 g((精确到 0.0001 g))阿力甜标准品, 用水溶

解并转移至 50 mL 容量瓶定容至刻度, 即为阿力甜标准储

备溶液(0.5 mg/mL)。阿力甜标准系列工作溶液即阿力甜标

准储备溶液用水稀释为 100、50、25、10、5 μg/mL 的阿力

甜标准系列工作溶液。 

2.2.2  样品制备 

按 GB 5009.263-2016《食品安全国家标准 食品中阿

斯巴甜和阿力甜的测定》5.1 试样制备及前处理中 5.1.4 蔬

菜及其制品、水果及其制品、食用菌和藻类的规定进行[14]。 

2.2.3  色谱条件 

色谱柱 : Agilent Zorbax SB-C18(4.6 mm×250 mm,    

5 μm); 柱温: 30 ℃; 流动相: 甲醇-水(40:60, V:V); 流速: 

0.8 mL/min; 进样量 : 20 μL; 检测器 : DAD; 检测波长:  

200 nm。梯度洗脱程序: 0~8 min, 0~40%甲醇, 8~16 min, 40%

甲醇, 16~24 min, 40%~0 甲醇, 24 min 后回到初始状态等待

下一次进样。   

2.2.4  标准曲线制作和试样测定 

按 GB 5009.263-2016《食品安全国家标准 食品中阿

斯巴甜和阿力甜的测定》5.3 标准曲线的制作和 5.4 试样

溶液的测定的规定进行。 

2.2.5  数学模型的建立 

试样中阿力甜含量的计算公式为:  

 X= ρ×V
m×1000 式(1) 

式中:  

X——试样中阿力甜的含量, g/kg;  

ρ——由标准曲线计算出进样液中阿力甜的浓度 , 

μg/mL;  
V——试样的最后定容体积, mL;  

m——试样质量, g;  

1000——由 μg/g 换算成 g/kg 的换算因子。 

3  结果与分析 

3.1  不确定度来源分析 

经过对实验方法和 2.2.5 中的数学模型进行分析, 影

响阿力甜测定结果的不确定度来源主要有以下 4 个方面: 

(1) 阿力甜标准溶液配制引入的不确定度; (2) 试样制备引

入的不确定度; (3) 试样重复测定产生的不确定度; (4) 最

小二乘法拟合标准曲线求试样含量引入的不确定度。 

3.2  不确定度分度量化 

3.2.1  阿力甜标准溶液配制引入的不确定度 us 

(1) 阿力甜标准品纯度引入的不确定度 us1 分析 

本实验使用的阿力甜标准品购自加拿大 Toronto 

Research Chemicals 公司, 根据加拿大 Toronto Research 

Chemicals 公 司 提 供 的 相 关 证 书 , 阿 力 甜 的 纯 度 为

98.5%±0.5%, 因此可按矩形分布 k=√3, 计算出相对标准

不确定度:  

us1=
0.005

0.985×√3
 = 0.0029。 
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(2) 阿力甜标准品称量引入的不确定度 us2 分析 

本实验使用经检定合格的瑞士 Mettler Toledo 公司的

MS105DU 电子天平进行阿力甜标准品称量。称量质量为

250 mg, 最大允许误差±0.05 mg, 因此可按矩形分布 k=√3, 

计算出相对标准不确定度:  

us2= 
0.05

250×√3
 = 0.0001。 

(3) 阿力甜标准溶液移取定容引入的不确定度 us3 分析 

本实验配制阿力甜标准溶液使用容量瓶进行溶液定

容, 使用移液器进行溶液移取, 其所引入的不确定度分量

主要有 3个: (1) 使用的容量瓶和移液器体积校准不确定度

引入的不确定度 us3(1); (2) 使用的容量瓶和移液器重复性

引入的不确定度 us3(2); (3) 阿力甜标准溶液配制过程中温

度与检定标准温度(20 ℃)不同引入的不确定度 us3(3)。 

us3(1): JJG 196-2006《常用玻璃量器检定规程》[19]中规定

了经检定合格的容量瓶的容量允差; JJG 64-2006《移液器检定

规程》[20]中规定了经检定合格的移液器的容量允许误差。按

三角分布 k=√6, 其标准不确定度计算公式为: us3(1)= 
Vi

√6
。 

us3(2): JJG 196-2006《常用玻璃量器检定规程》[19]中无

容量瓶的重复性标准误差的相关规定 , 故分别对所用的 

50 mL 和 10mL 容量 x 瓶充满 10 次并称量, 利用贝尔赛公

式 (sxk=ට 1

n1
∑ ሺxixതሻ2n

i=1 )计算标准偏差再计算标准不确定

度(us3(2)=
Sxk

√n
); JJG 64-2006《移液器检定规程》[20]中有规定

移液器的重复性误差的相关规定(移液器在 100、200、250

和 1000 μL 处的测量重复性分别为≤1.0%、≤1.0%、≤1.0%

和≤0.5%), 故可直接计算标准不确定度。按均匀分布 k=√3, 

其标准不确定度计算公式为: us3(2)=
Si

√3
。 

us3(3): 配制过程中温度在(20±5) ℃波动, 在 20 ℃时

纯水的体积膨胀系数为 0.00021/℃, (由于在 20℃时玻璃的

体积膨胀系数为 0.000025/℃, 远小于纯水的体积膨胀系数, 

故忽略其对不确定度的影响)。设配制过程中溶液温度与检

定标准温度的温差为 5 ℃, 按均匀分布 k=√3, 其标准不确

定度计算公式为: us3(3)=  0.00021×5×Vi

√3
。 

合成上述 3 个标准不确定度分量, 即得阿力甜标准溶

液 定 容 引 入 的 相 对 标 准 不 确 定 度 us3(Vr)(us3(Vr)= 

 
ටus3(1Vi)

2 +us3(2Vi)
2 +us3(3Vi)

2

Vi
), 计算结果见表 1。 

在阿力甜标准溶液配制过程中, 阿力甜标准储备溶

液(0.5 mg/mL)使用一个 50 mL 容量瓶定容。100、50、25、

10、5 μg/mL 的阿力甜标准系列工作溶液配制过程为: 分别

使用移液器移取 0.5 mg/mL 阿力甜标准储备溶液 2 mL 

(1000 μL 2 次)、1 mL(1000 μL 1 次)、0.5 mL(250 μL 2 次)、

0.2 mL(200 μL 1 次)、0.1 mL(100 μL 1 次)至 5 个 10 mL 容

量瓶中, 并用纯水定容, 即为 100、50、25 、10、5 μg/mL

的阿力甜标准系列工作溶液。因此, 整个配制过程中使用

1 次 50 mL 容量瓶、5 次 10 mL 容量瓶、3 次移液器 1000 μL

处、2 次移液器 250 μL 处、1 次移液器 200 μL 处、1 次移

液器 100 μL 处, 即阿力甜标准溶液配制过程中器具引入的

相对标准不确定度 us3:  

us3=ටus3(V50)
2 +5us3(V10)

2 +3us3(V1)
2 +2us3(V0.25)

2 +us3(V0.2)
2 +us3(V0.1)

2  

=0.0198。 

阿力甜标准溶液配制引入的相对标准不确定度:  

us=ටus1
2 +us2

2 +us3
2 =0.0200。 

3.2.2  试样制备引入的不确定度 ut 

(1) 试样称量引入的不确定度 ut1 分析 

本实验使用经检定合格的瑞士 Mettler Toledo 公司的

ME204TE 电子天平进行试样称量。称量质量为 3 g, 最大

允许误差±0.5 mg, 因此可按矩形分布 k=√3, 计算出相对

标准不确定度:  

ut1=
0.0005

3×√3
=0.0001。 

(2) 试样定容引入的不确定度 ut2 分析 

本实验试样定容使用 25 mL 容量瓶, 并用 50%甲醇水

溶液定容。参照 3.2.1.3 的方法, 计算出相对标准不确定度

为 ut2=0.0021(25 mL 容量瓶的容量允差为±0.03 mL; 10 次

称量的标准偏差 Si=0.0063; 在 20 ℃时纯水的体积膨胀系

数为 0.00021/℃, 甲醇的体积膨胀系数为 0.00118/℃, 50%

甲醇的体积膨胀系数取平均值 0.00070/℃)。 
 

表 1  容量瓶和移液器的相对标准不确定度 
Table 1  The relative standard uncertainty of volumetric flask and pipette 

器具 容量允差/容量允许误差 us3(1) us3(2) us3(3) 合成相对标准不确定度 us3(Vr) 

50 mL 容量瓶(A 级) ±0.05 mL 0.0204 0.0014 0.0303 us3(V50)=0.0007 

10 mL 容量瓶(A 级) ±0.02 mL 0.0082 0.0027 0.0061 us3(V10)=0.0011 

移液器 100 μL 处 ±2.0% 0.0008 0.0006 0.0001 us3(V0.1)=0.0100 

移液器 200 μL 处 ±1.5% 0.0012 0.0012 0.0001 us3(V0.2)=0.0085 

移液器 250 μL 处 ±1.5% 0.0015 0.0014 0.0002 us3(V0.25)=0.0082 

移液器 1000 μL 处 ±1.0% 0.0041 0.0029 0.0006 us3(V1)=0.0051 
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试样制备引入的相对标准不确定度:  

ut=ටut1
2 +ut2

2 =0.0021。 

3.2.3  试样重复测定引入的不确定度 urep 

按 2.2.4 进行试样溶液的测定, 试样平行测定 8 次, 测

定结果及计算结果见表 2。 

根据 A 类不确定度评定, 计算出相对标准不确定度:  

urep=
Srep

xത×√n
=0.0021。 

3.2.4  最小二乘法拟合标准曲线求试样含量引入的不确

定度 uc 

按 2.2.4 进行标准曲线的制作, 将 100、50、25、10、

5 μg/mL 的阿力甜标准系列工作溶液各测定 3 次, 得到相

应的峰面积, 其结果见表 3。 

 
表 2  话梅中阿力甜含量重复测定结果(n=8) 

Table 2  Alitame content of the preserved plum sample parallel test (n=8) 

平行实验/(g/kg) 
平均值/(g/kg) 相对标准偏差/% 

1 2 3 4 5 6 7 8 

0.0825 0.0813 0.0824 0.0819 0.0827 0.0825 0.0830 0.0822 0.08231 0.05 

 
表 3  阿力甜标准系列工作溶液浓度和相应的峰面积 A (n=3) 
Table 3  Alitame standard concentration and corresponding 

peak area A (n=3) 

ci/(μg/mL) A1 A2 A3 Ā 

5 35746 36012 35890 35883 

10 72523 73666 72804 72998 

25 179816 180004 178524 179448 

50 362014 359007 364089 361703 

100 735489 746045 745179 742238 

 
根据表 3 的测定数据, 用最小二乘法拟合求出标准曲

线方程为: A=7429.2C3857.1, 相关系数: r=0.9999。计算出

标准曲线峰面积的残差标准差:  

S=ට∑ ሾAiሺaci+bሻሿ2n
i

n2
=4607.45。 

对试样进行 8 次平行测定, 测得试样测定液浓度为

16.46 μg/mL(试样中的阿力甜含量为 0.0823 g/kg)。标准曲

线拟合的标准不确定度:  

usc=
S

a
×ඨ1

p
+

1

n
+

(c0cത)2

∑ (cicത)2n
i=1

=0.3214 μg/mL。 

式中: S—标准曲线峰高的残差标准差; a—标准曲线方程

斜率; p—试样平行测定的次数; n—标准溶液工作液测定

的次数; c0—试样平均浓度; 𝑐̅—标准溶液工作液平均浓度; 

ci—标准溶液各个工作液浓度。 

即可得 uc=
usc

c0
=0.0195。 

3.2.5  计算相对合成标准不确定度及扩展不确定度 

综上, 将各个不确定度分量合成, 相对合成标准不确

定度如下:  

u=ටus
2+ut

2+urep
2 +uc

2=0.0280。 

不确定度各分量按正态分布处理, 取置信因子 k=2.576 

(置信区间 99%), 则扩展不确定度 U=c0×k×uc=1.18 μg/mL, 即

话梅中阿力甜的含量为[(0.0823±0.0059) g/kg, k=2.576]。 

3.3  不确定度分量比例 

通过对话梅中阿力甜测定过程中各个不确定度来源

进行分析, 并将各个不确定度分量按量化比例绘制成图, 

如图 1 所示。由图 1 可以看出, 阿力甜标准溶液配制引入

的不确定度 us和最小二乘法拟合标准曲线求试样含量引入

的不确定度 uc 对合成标准不确定度的贡献最大, 而试样制

备引入的不确定度 ut 和试样重复测定引入的不确定度 urep

对合成标准不确定度的影响较小。 

 

 
 

图 1  各个不确定度分量分布图 

Fig.1  Distribution diagram of each component uncertainty 

 

4  结  论 

本实验测定了话梅中的阿力甜含量, 并进行了不确定

度评定。分析出本实验的不确定度来源主要有 4 个方面: 阿

力甜标准溶液配制引入的不确定度、试样制备引入的不确定

度、试样重复测定产生的不确定度和最小二乘法拟合标准曲

线求试样含量。通过量化各个不确定度分量, 结果表明, 不

确定度来源主要是阿力甜标准溶液配制引入的不确定度和
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