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分光光度法测定蛋白饮料中蛋白质含量的 

不确定度评定 

赵盼盼*, 周新星, 叶奕振 

(宁波御坊堂生物科技有限公司, 宁波  315012) 

摘  要: 目的  对分光光度法测定蛋白饮料中蛋白质含量的不确定度进行评定。方法  根据 JJF 1059.1-2012

标准要求, 以测定蛋白饮料中蛋白质含量为例, 分析不确定度的主要来源并定量, 计算相对合成标准不确定

度, 从而评定扩展不确定度。结果  蛋白饮料中蛋白质含量为 5.66 g/100 g, 扩展不确定度为 0.20 g/100 g (95%, 

k=2)。测量结果的不确定度主要来源于分光光度法标准曲线的拟合, 测量重复性与氨氮标准溶液的影响次之, 

而样品的称量和样品的定容带来的影响可忽略不计。结论  该评价方法及结果能提高实际工作中蛋白质检测

的准确性。 
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Evaluation of uncertainty in determination of protein content by 
spectrophotometry determination in protein beverage 

ZHAO Pan-Pan*, ZHOU Xin-Xing, YE Yi-Zhen 

(Ningbo Yufangtang Biological Technology Co., Ltd., Ningbo 315012, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty of the determination of protein content in protein drinks. 

Methods  According to the JJF 1059.1-2012 standard requirement, the main source of uncertainty was analyzed by 

quantitative determination of protein content in protein beverages, and the relative synthetic standard uncertainty was 

calculated to evaluate the extended uncertainty. Results  The concentration of protein was 5.66 g/100 g and the 

expanded uncertainty was 0.20 g/100 g (95%, k=2). The uncertainty of the measurement results mostly came from the 

standard curve fitting, the influence of measurement repeatability and ammonia nitrogen standard solution was the 

second, while the influence of constant volume and sample weighing could be ignored. Conclusion  The evaluation 

method and results can improve the accuracy of protein detection in practical work. 
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1  引  言 

一切测量结果都不可避免地会有不确定度。测量不确

定度是根据所用到的信息, 表征赋予被测量值分散性的非

负参数[1]。不确定评定可以作为检测质量评价的一个重要

指标, 也可以反映检测数据可信的程度。本公司生产的蛋

白饮料由于添加了一定含量的低聚肽粉, 所以含有较高的

蛋白质含量, 因此要对蛋白质含量进行准确地检测。测定

蛋白质采用 GB 5009.5-2016《食品安全国家标准食品中蛋

白质的测定》[2]标准, 标准中有 3 个方法, 第 1 法是常规方
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法-凯氏定氮法, 适用于各种食品的蛋白质检测, 第 2 法是

乙酰丙酮分光光度法, 适用于各种食品的蛋白质检测,此

法消耗样品少, 并且一次可以检测多个样品, 第 3 法燃烧

法, 只适合蛋白质含量大于 10%以上的样品的检测。目前, 

凯氏定氮法是应用最广泛、最经典的蛋白质测定方法, 因

此已有不少关于经典方法-凯氏定氮法测定蛋白质含量不

确定评定的报道[213], 而分光光度法是最简单、最快速的

蛋白质测定方法, 但关于分光光度法测定蛋白质含量不确

定评定却较少[14], 目前仅仅局限在环境卫生领域, 由于笔

者已对分光光度法测定饮料中蛋白质含量进行了研究, 发

现分光光度法线性关系理想, 并且精密度、重现性、稳定

性良好、结果可靠, 与第一法凯氏定氮法相比, 测得的结

果基本一致[15], 因此本研究直接采用分光光度法测定蛋白

饮料中含量, 建立分光光度法的数学模型, 分析测量结果

的不确定度来源并进行定量分析, 以期提高检测数据的可

靠性, 提升专业技术水平, 以填补分光光度法测定蛋白质

在食品领域的空缺。 

2  材料与方法 

2.1  材料与仪器设备 

PerkinElmer Lambda 950 紫外可见分光光度计(美国

PerkinElmer 有限公司); AB204-N 电子天平(梅特勒-托利多

上海有限公司); DK-S28 电热恒温水浴锅(上海精宏实验设

备有限公司); 具塞比色管、消化瓶 (A 级, 天津市天科玻

璃仪器制造有限公司)。 

甲醛、乙酰丙酮、乙酸钠、硫酸铜、硫酸钾(分析纯, 国

药集团上海化学试剂有限公司), 硫酸铵、硫酸、乙酸(优级

纯, 国药集团上海化学试剂有限公司)。 

水 : 宁波市江东净源蒸馏水有限公司购买 , 采用

GB/T 6682-2008[16]标准中三级水项目进行验收, 符合要求

后使用。 

本实验选取的样品: 本公司生产的蛋白饮料, 此蛋白

饮料是指添加了低聚肽粉、海藻糖、果糖、低聚木糖、血

橙浓缩汁等配料, 并经称量、配料、灌装、灭菌、包装等

工艺制成的蛋白饮品。。 

2.2  实验方法 

在消化瓶中称取蛋白饮料 2.0000 g, 加入 0.1 g 硫酸

铜、1 g 硫酸钾及 5 mL 硫酸, 将瓶以 45 °斜支于石棉网上, 

瓶口加一漏斗。开始小火加热, 加热 0.5 h 左右, 冒黑烟, 

待黑烟没有(即炭化完全)后, 大火加热, 并保持消化瓶内

液体沸腾, 至液体呈蓝绿色后, 再继续加热 0.5~1.0 h。从

电炉上拿下, 放置至冷却, 缓慢加入 20 mL 水。后转移至

50 mL 容量瓶中, 并用少量的水分几次清洗消化瓶,  洗液

并入容量瓶中, 定容, 此为待测液。同时做试剂空白实验。 

称取硫酸铵 0.4720 g 加水溶解, 转移至 100 mL 容量

瓶, 定容备用, 此溶液为氮含量为 1000 μg/mL, 即为氨氮

标准储备溶液。取 10 mL 氨氮标准储备定容于 100 mL 容

量瓶中,备用, 此溶液氮含量为 100 μg/mL, 即为氨氮标准

使用溶液。分别取氨氮标准使用溶液 0、0.05、0.10、0.20、

0.40、0.60、0.80、1.00 mL 至 10 mL 比色管中, 再依次加

入 4.0 mL 乙酸钠-乙酸缓冲溶液及 4.0 mL 乙酰丙酮溶液, 

加水定容至刻度, 摇匀备用, 沸水浴 15 min, 放置冷却, 用

1 cm 吸收皿于 400 nm 波长下测定吸光值。以氮的含量为

纵坐标,以测得的吸光值为横坐标, 在电脑上绘制标准曲

线, 得出线性回归方程及 r2。 

样品蛋白质含量测定: 吸取 1 mL 的样品待测液与试

剂空白测定液加入至比色管, 下同标准溶液的检测, 测出

吸光值后代入回归方程,算出待测液与试剂空白液中蛋白

质的含量。 

2.3  数学模型 

蛋白质含量计算公式如下:  

X=
0( ) 50 50 100

1 5 1000 1000

C C F

m

    
   

 

式中X为饮料中的蛋白质含量(g/100 g); C待测液中蛋白质

含量(μg); C0 试剂空白测定液中蛋白质含量(μg); m 饮料质

量(g); F: 饮料为一般食品, 因此换算系数为 6.25。 

3  结果与分析 

3.1  不确定度分量的主要来源 

由蛋白质的检测步骤可以发现, 产生不确定度的主

要来源有以下几方面: 由氨氮标准溶液引入的不确定度 u1; 

由标准曲线拟合引入的不确定度 u2; 由定容的体积引入的

不确定度 u3; 由样品质量引入的不确定度 u4; 由测量重复

性引入的不确定度 u5。 

3.1.1  由氨氮标准溶液引入的不确定度 u1  

(1) 硫酸铵纯度引入的不确定度 u11  

硫酸铵试剂纯度为(99.0±1.0)%, 按矩形分布评定其

不确定度, 3k  , 则硫酸铵纯度的相对不确定准不确定

度为:  

u11
0.001

0.00577
0.1 3

 


 

(2) 硫酸铵称量引入的不确定度 u12  

所用电子天平的最大允差±0.0001 g, 按 B 类不确定

度评定, 可认为服从均匀分布, 标准不确定度为:  

0.0001
( ) 0.0000580

3
u m    g 

样品的称样量为 2.0000 g, 则相对标准不确定度为:  

U12=
( ) 0.000058

0.000123
0.4720

u m

m
   

(3) 定容引入的不确定度 u13  

称取 0.4720 g 硫酸铵加水溶解, 转移至 100 mL 容量
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瓶, 定容, 此 100 mL 容量瓶的标准不确定度来源包括: 

a. 容量瓶的检定  

经计量检定, 100 mL A 级容量瓶容量允差为±0.1 mL, 

按 B类不确定度评定, 用均匀分布换算成标准不确定度为:  

13a 100
0.1

( ) 0.058
3

u V    mL 

b. 容量瓶的重复性  

用 100 mL A 级容量瓶重复进行 20 次定容和称量, 试

验得出测定结果的标准偏差为 0.081 mL, 按 A 类不确定度

评定, 则充满液体至刻度的准确性引起的标准不确定度为:  

13b 100( ) 0.078u V  mL 

c. 定容时的温度  

由于容量瓶是在 20 ℃下检定校准, 假定定容时温度

在(20±5) ℃之间变动, 水的体积膨胀系数是 2.1×10-4/℃, 

按 B 类不确定度评定, 在 95%置信概率下, 按正态分布计

算, 则由温度引入的标准不确定度为:  

4
100

13c 100
100.0 5 2.1 10

( ) 0.0525
2 2

V
u V

   
    mL 

合并以上 a、b、c 可得 

2 2 2
13 100 13a 100 13b 100 13c 100( ) ( ) ( ) ( )u V u V u V u V   =0.110 mL 

则 标 准 溶 液 定 容 的 相 对 不 确 定 度 为 : 13u = 

13 100

100

( ) 0.110
0.00110

100.0

u V

V
   

(4) 标准溶液稀释引入的不确定度 u14a 与 u14b 

稀释引入的不确定度将 1000 μg/ mL 氨氮标准贮备溶

液按 1: 10(V/V)稀释 1 次, 得到 100 μg/ mL 氨氮标准使用

液。稀释过程借助 10 mL 移液管和 100 mL 容量瓶完成, 其

不确定度考虑检定、重复性和温度 3 个方面, 则 100 mL 容

量 瓶 引 入 的 不 确 定 度 参 照 2.1.1 (3), 得 出 14au = 

13 100

100

( ) 0.110
0.00110

100.0

u V

V
  。 

10 mL 移液管移取标准溶液, 10 mL 的标准不确定度

来源如下: 1. 移液管体积的不确定度, 10 mL 移液管 20 ℃

容量允差为±0.05 mL, 按照矩形发布估算, 其标准偏差为

0.05/10 3 =0.003 mL; 2. 充满液体至刻度的变动性, 由

重复 3 次测定结果为 0.02 mL; 3. 吸管和溶液温度与校正

时温度差引起的体积不确定度, 假设温度变化为 2 ℃, 对

水的体积膨胀系数为 2.1×104/℃; 则 95%置信概率(K=2)

时体积变化的区间为 10×2×2.1×104=0.0042 mL, 转换成标

准偏差为 0.0042/2=0.0021 mL。以上 3 项合成得出: 

μv10=  22 2( 0.003) ( 0.02) 0.0021  ＝0.0203 mL 

b14u 0.0203

10
  0.00203 

则由氨氮标准溶液引入的不确定度 u1 为 

2 2 2 2 2
1 11 12 13 14a 14b( ) ( ) ( ) ( ) ( ) 0.00631u u u u u u       

3.1.2  由称样引入不确定度 u2 

所用电子天平的最大允差±0.0001 g, 按 B 类不确定

度评定, 可认为服从均匀分布, 标准不确定度为:  

0.0001
( ) 0.0000580

3
u m    g 

样品的称样量为 2.0000 g, 则相对标准不确定度为:  

u2=
( ) 0.0000580

0.000029
2.0000

u m

m
   

3.1.3  由样品定容引入的不确定度 u3 

样品消化完成后, 定容到 50 mL 容量瓶, 此容量瓶的

标准不确定度来源来自以下方面:  

(1) 容量瓶的检定 经计量检定, 50 mL A 级容量瓶最

大允差为±0.1 mL, 按 B 类不确定度评定, 用均匀分布换算

成标准不确定度为:  

31 50
0.1

( ) 0.058
3

u V    mL 

(2) 容量瓶的重复性 用100 mL A级容量瓶重复进行20

次定容和称量, 试验得出测定结果的标准偏差为 0.040 mL, 

按 A 类不确定度评定, 则充满液体至刻度的准确性引起的

标准不确定度为:  

32 50( ) 0.040u V   mL 

(3) 定容时的温度 容量瓶是在 20 ℃下校准, 假定温

度在 (20±5) ℃之间变动 , 水的体积膨胀系数确定为

2.1×104 /℃, 按 B 类不确定度评定, 在 95%置信概率下, 

按正态分布和均匀分布计算, 则由温度引入的标准不确

定为:  

4
50

33 50
50.0 5 2.1 10

( ) 0.0262
2 2

V
u V

   
    mL 

合并以上 a、b、c 得
2 2

31 50 32 50

2
33 50

( ) ( )

( )

u V u V

u V





=0.0752 mL 

则 样 品 定 容 的 相 对 不 确 定 度 为 : u3=
50

50

( )u V

V
 

0.0752
0.00150

50.0
   

3.1.4  绘制的标准曲线拟合的不确定度 u4 

  用 100 μg/mL 浓度的氨氮标准使用液, 加空白溶液, 

配制了 8 种不同浓度的氨氮标准溶液, 并进行了测定, 每

个浓度做 2 个平行样, 吸光值测定结果见表 1。 

绘制的标准曲线方程:  

20.0023 0.0048 0.998A a bC C r      (A 为吸光值, C

为氮的含量) 

根据标准溶液的浓度, 利用标准曲线求得吸光度的

理论值 a+bCi, 计算实际吸光度 Ai 与理论值的残差, n 为标

准溶液测定的总次数, 采用 8 个浓度, 每个浓度 2 个平行, 

则 n=16, 则按贝赛尔公式计算残差标准偏差 s:  
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  2
i

1

-  

0.00527
2

n

i
i

A a bC

s
n


  

 



 

离 均 差 和 为 : 2

1

( ) 19444
n

xx j
j

l C C


   , 其 中

C =39.375 μg/mL, 为 8 个标准浓度的平均值。 

p 为样品测定次数, 每个样品平行测定 6 次, 则 p=6, 

测得容量瓶中蛋白质的浓度 CS 为 36.19 μg/L。则标准曲线

拟合的标准不确定度为:  

2( )1 1
( ) 0.526s

SP
xx

C Cs
u C

b p n l


     μg/mL 

标准曲线拟合的相对不确定度为:  

u4=
( ) 0.526

0.0145
36.19

sp

sp

u C

C
   

 

表 1  不同标准浓度测得的吸光值(n=2) 
Table 1  Absorption values at different standard 

concentrations(n=2) 

氮的含量 
/(μg/mL) 

吸光值 平均吸光值 A 标准偏差

1 2   

0 0.000 0.000 0.000 0 

5.0 0.029 0.031 0.030 0.0667 

10.0 0.053 0.049 0.050 0.0784 

20.0 0.105 0.105 0.105 0 

40.0 0.190 0.188 0.189 0.0053 

60.0 0.277 0.279 0.278 0.0072 

80.0 0.379 0.377 0.378 0.0053 

100.0 0.490 0.492 0.491 0.0041 

 

3.1.5  重复性实验引入的不确定度 u5 

6 次重复测定的结果, 覆盖试验的全过程, 即始于取

样、样品消化、蒸馏、显色直至检测和计算结果。结果见

表 2。 
 

表 2  样品蛋白质含量重复检测结果(n=6) 
Table 2  Results of repeated detection of sample protein 

content(n=6) 

编号 吸光度 蛋白质检测结果/(g/100 g) 

1 0.178 5.72 

2 0.175 5.62 

3 0.175 5.62 

4 0.177 5.69 

5 0.177 5.69 

6 0.175 5.62 

平均值 0.176 5.66 

重复性实验按 A 类不确定度考虑, 蛋白质含量的标

准差为
  2

ix x  

0.101
1

s
n


 




 

则 蛋 白 质 含 量 重 复 性 实 验 A 的 不 确 定 度 为

0.277
( ) 0.0412

6
u A    mL 

蛋 白 质 含 量 重 复 性 实 验 A 的 相 对 不 确 定 度

5u =
( )

X

u A
=0.00728 

3.2  蛋白质含量的相对合成标准不确定度 

样品中蛋白质的标准不确定度分析: 测得饮料中蛋白

质含量为 5.66 g/100 g, 则样品中蛋白质标准不确定度为:  

2 2 2 2 2
1 2 3 4 5( )relU C u u u u u     = 0.0175 mL 

则蛋白质的相对合成标准不确定度为:  

( ) 0.0175 0.0175 5.66 0.099%cu X X      

各不确定度分量及其合成不确定度的贡献率列于表 3。 
 

表 3  不确定度分量及各贡献率 
Table 3  Uncertainty component and its contribution rate 

名称 量值 相对标准不确定度 贡献率/%

氨氮标准溶液 100 μg/mL 0.00631 21.30 

样品称量 2.0000 g 0.000029 0.098 

定容的体积 50 mL 0.00150 5.06 

标准曲线 2.0000 g 0.0145 48.96 

重复性实验 11.60 g/100 g 0.00728 24.58 

 

3.3  扩展不确定度的评定 

设包含因子 k=2(即 95%的置信概率 ), 则 ( )U X   

2 ( ) 0.099 2 0.20 g / 100 gcu X     

蛋白质检测结果可表示为: X=(5.66±0.20) g/100 g, k=2。 

4  结  论 

蛋白饮料中蛋白质含量为 5.66 g/100 g, 扩展不确定

度为 0.20 g/100 g, 因此蛋白质含量为(5.66±0.20) g/100 g, 

符合企业标准要求(≥3.00 g/100 g)。 

根据不确定度分量及各贡献率结果可知, 不确定度

中标准曲线拟合的贡献最大, 测量重复性与氨氮标准溶液

的影响次之, 而定容体积与样品称量带来的影响与前两个

相比, 可忽略不计。对分光光度法测定蛋白饮料中蛋白质

含量进行不确定度分析及定量, 使我们了解样品中蛋白质

含量的真值大小, 并且在日后的蛋白质检测中, 我们会对

不确定度评定出的主要因素, 进行严格的控制, 把有效的

精力投入到主要因素中, 从而尽可能地降低检测结果的不

确定度, 提高检测结果的准确性。 
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