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高效液相色谱法测定食醋中乳酸的不确定度评定 

惠  燕 1, 宗莹莹 1, 何学英 1, 朱瑞强 2, 杨秀培 1* 
(1. 西华师范大学化学化工学院, 南充  637000; 2. 南充市产品质量监督检验所, 南充  637000) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法测定食醋中乳酸的不确定度的数学模型。方法  根据 JJF1059.1-2012《测

量不确定度评定与表示》, 从测量过程各步骤分析不确定度来源, 并对已识别来源的不确定度影响进行评价和

分析。结果  测量结果不确定度主要来源于乳酸标准溶液、试样溶液配制和液相色谱仪的定量重复性。当食

醋中乳酸含量为 48.49 mg/g时, 其扩展不确定度为 1.34 mg (k=2)。结论  该研究可为实验室评定食醋中乳酸含

量的测定结果质量提供参考。 
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Uncertainty evaluation for determining concentration of lactic acid 
in vinegar by high performance liquid chromatography  
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ABSTRACT: Objective  A mathematical model was established to assess the uncertainty for detection the 
concentration of lactic acid in vinegar by high performance liquid chromatography. Methods  According to 
JJF1059.1-2012, various sources of uncertainty from the detection procedure were assessed. The effects of the 
identified uncertainty on the analytic result were evaluated. Results  The impacts of major source of mea-
surement uncertainty were lactic acid solution, sample solution and the quantitative repeatability of HPLC. 
When the content of lactic acid in vinegar was 48.49 mg/g, the expanded uncertainty reached 1.34 mg (k=2). 
Conclusion  The study can provide a reference for evaluating quality of lactic acid content in vinegar. 
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1  引  言 

随着现代微生物技术的发展, 乳酸菌已被广泛
应用于食品行业[1], 如乳制品、果蔬制品生产及酿造
工业中。传统的酿造调味品是我国饮食文化的重要内

容, 食醋, 酱油, 乳制品等都是人们在日常生活中经
常食用的酿造调味品, 它们不仅能够调味, 还具有保
健作用, 其特有的风味是由多种微生物经过较长时
间作用形成的。乳酸菌是发酵过程中常见的微生物, 
乳酸菌的发酵产物主要是乳酸, 对产品的品质和风
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味起着重要作用。食醋是我国传统的酿造食品之一, 
可是, 我国现行食醋行业中对如何区别酿造食醋及
配制食醋并没有明确的标准。由于乳酸是酿造食醋中

的重要呈味物质之一, 是在发酵过程中产生的,  然
而配制食醋却不能经过这种作用产生乳酸, 因此, 准
确测定食醋中的乳酸含量对辨别酿造食醋和配制食

醋具有重要意义。 
自 20世纪 80年代以来, 食品安全备受人们关注, 

食品生产企业及质量监督部门对食品的检测也越来越

广泛, 在检测中进行不确定度评定是判定测定结果的
一个重要依据[2,3]。本文主要探讨利用高效液相色谱法

测定食醋中乳酸结果的不确定度评定 , 我们根据
JJF1059.1-2012《测量不确定度评定与表示》的要求[4], 
科学地对测量结果的不确定度进行了分析, 为食醋中
乳酸测定结果提供了科学、公正、可溯源的数据。 

2  实验方法 

2.1  仪器和试剂 

Waters e2695 型高效液相色谱仪(配有 2996 型
光电二极管矩阵检测器及 Empower 色谱数据处理
系统 ), 美国  Waters 公司 ; pHS-3C 型酸度计 ; 
CAV214C型电子天平。 

亚铁氰化钾、磷酸为分析纯(成都化学试剂厂), 
硫酸锌为分析纯(广东西陇化工厂), 磷酸二氢钠为分
析纯(天津市致远化学试剂)有限公司; 乳酸标准品
(德国),实验用水为超纯水。 

2.2  色谱条件 

色谱柱: Symmetry C18柱(150 mm×4.6 mm, 5 μm); 
流动相: 0.01 mol/L 磷酸二氢钠溶液(用磷酸调节 pH
值为 2.8), 使用前经 0.45 μm 滤膜过滤; 流速: 0.8 
mL/min; 柱温: 23 ℃; 检测波长: 210 nm。 

准确吸取一定量的乳酸标准品 45.7 μL, 配成 1.0 
mL 乳酸标准储备液, 准确吸取一定量的上述溶液, 
用超纯水稀释成 10 mg/mL。并用 0.45 μm 滤膜过滤
后, 上机测定乳酸标准溶液的出峰面积。 

2.3  样品预处理 

食醋样品处理参照文献进行[5], 取 10 mL食醋样
品于 100 mL容量瓶中, 分别加入 2 mL亚铁氰化钾
(质量分数为 10.6%)和 2 mL硫酸锌(质量分数为 30%)
溶液, 摇匀后用超纯水定容, 静置沉淀 30 min, 移取

上清液, 进样分析。 

3  数学模型的建立 

样品中乳酸浓度计算公式为:  

 mA
VCAX

×
××

=
0

0

 
(1)

 
式中,  X为样品中乳酸含量(mg/g); C0为乳酸标准使

用液浓度(mg/mL); A 为样品稀释液色谱图中乳酸峰
面积; A0为乳酸标准溶液色谱图中峰面积; V 为试样
稀释后总体积(mL); m为样品质量(g)。 

分析测定结果的不确定度除以上参数的影响之

外, 试样的均匀性和预处理的一致性对检验结果也
会产生一定程度的影响, 因此, 公式(1)中需引入修
正因子 frep, 转变为下数学模型:  

 0

0
rep

A C V
X f

A m
× ×

= ×
×

 (2) 

该模型显示, 各参数之间相互独立, 且各自的不确定
度分别影响被测参数 X 的不确定度, 灵敏系数为 1。
采用相对标准不确定度可以合成标准不确定度 uCrel, 
依据 JJF1059.1-2012, uCrel可表示为:  

 ( ) ( )2 2

1

N

Crel i
i

u y u x
=

= ∑  (3) 

因此, 被测量 X的标准不确定度可表示为:  

( )

( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( )2 2 2 2 2 2
0 0

rel

rel rel rel rel rel rel rep

u X

u C u A u A u m u V u f

=

+ + + + +
(4) 

4  分量的不确定度来源与分析 

4.1  不确定度的来源 

从测定过程和相关数学模型看, 试样中乳酸含
量的不确定度主要来源于标准试剂, 样品预处理的
差异, 色谱峰面积的测定, 各来源又分别由不同因素
决定[6,7], 我们将不确定度来源主要归纳为以下几点: 
(1)配制乳酸标准溶液产生的不确定度, 包括标准试
剂纯度、标准溶液配制所用量器和标准物质配制温度

波动等因素产生的不确定度。(2)标准溶液和样品溶
液色谱峰面积测量的不确定度, 包括色谱峰面积重
复测量和仪器数据处理过程产生的不确定度。(3)称
样量 m 引入的不确定度。(4)样品预处理后稀释到体
积 V 引入的不确定度, 包括容量瓶校准和温度变化
产生的不确定度。(5)样品均匀性和预处理过程 frep
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产生的不确定度 

4.2  标准不确定度分量的评定 

4.2.1  配制乳酸标准溶液产生的不确定度 
(1) 标准物质引入产生的不确定度 

标准试剂乳酸的不确定度为 1%, 一般, 给出标
准物质的扩展不确定度 [8], 属正态分布 , 置信度
P=99%, 包含因子 k=3, 其相对不确定度:  

3
1

1% 3.33 10
3relu −= = ×  

(2) 标准溶液配制量器引入的不确定度 
标准溶液配制使用的 1 mL吸量管、10 mL容量

瓶均属 A 级 , 参照《常用玻璃量具检定规程 
JJG196-1990》[9]的规定, 有相应的最大允许误差, 依据

矩形分布, k＝ 3 , 计算所得不确定度分量见表 1。 
由表 1数据合成的相对标准不确定度:  

2 2 3
2 1 2 5.77 10relu u u −= + = ×  

(3) 标准溶液配制时温度波动产生的不确定度 
实验室温度通常在±5 ℃之间波动, 通过估算温

度范围和体积膨胀系数来估算其引入的不确定度 , 
显然, 液体的体积膨胀大于玻璃的体积膨胀, 故只考
虑前者。水的膨胀系数为 2.1×10-4 ℃-1, 假设温度变化
是矩形分布, 计算所得不确定度分量见表 2。 

由表 2数据合成的相对标准不确定度:  

2 2 4
3 1 2 8.63 10relu u u −= + = ×  

(4) 标准溶液配制产生的不确定度合成 
标准溶液 C0的相对标准不确定度可由标准试剂、

量器校准和温度波动的标准不确定度分量合成如下:  

( ) 2 2 2 3
0 1 2 3 6.72 10rel rel rel relu C u u u −= + + = ×  

4.2.2  标准溶液色谱峰面积测量的不确定度评定 
(1) 标准溶液乳酸色谱峰面积重复测量引起的

不确定度 
重复进样分析, 包含了进样量的不确度, 根据

JJF1059.1-2012,采用极差法估算, 由表 3 色谱峰面积
数据计算(n=7), 极差系数 C=2.70。 

测 量 结 果 的 平 均 值 为 2046910, 极 差
R=(2056223-2041725)=14508, 标 准 不 确 定 度

uA0=S(A0)=R/C=14508/2.70=5373.33, 相对标准不确
定度 u1rel= uA0/A0=5373.33/2046910=2.62×10-3。 

(2) 仪器数据记录及处理系统引起的不确定度 
目前, 液相色谱仪峰面积的自动积分处理误差通

常在为 0.2%~1%, 取最大误差 1%, 其相对不确定度为:  

3
2 1077.5

3
%1 −×===

k
Uu rel

 
(3) 标准溶液峰面积测量的不确定度合成 
乳酸标准溶液色谱峰面积测量的相对标准不确

定度可根据 u1rel和 u2rel合成如下:  

( ) 2 2 3
0 1 2 6.34 10rel rel relu A u u −= + = ×  

4.2.3  样品溶液色谱峰面积的不确定度评定 
(1) 色谱峰面积重复测量产生的不确定度 
表4为样品溶液乳酸色谱峰面积数据计算, 与标

准溶液评定方法类似 , 测量结果的平均值为
1010403.9, 极差 R=(1020897.3-1001528.2)=19369.1, 
标准不确定度 uA=S(A)=R/C=19369.1/2.70=7173.74, 
相 对 标 准 不 确 定 度 u1rel=uA/A=15855.89/ 
361179.0=7.10×10-3。 

表 1  标准溶液配制过程中量器引起的不确定度 
Table 1  Uncertainty arouse from errors of volumetric flask and pipets used in preparation of standard solutions 

玻璃量器 最大允差（mL) 标准不确定度 相对标准不确定度 

10 mL容量瓶 A级 ±0.02 0.0346 u1=3.46×10-3 

1 mL吸量管 A级 ±0.008 0.00462 u2=4.62×10-3 

表 2  温度波动产生的不确定度 
Table 2  Ncertainty arouse from effect of fluctuation in temperature 

玻璃量器 计算公式 标准不确定度 相对标准不确定 

10 mL容量瓶 10×5×2.1×10-4/ 3  0.00606 u1=6.1×10-4 

1 mL吸量管 1×5×2.1×10-4/ 3  0.000303 u2=6.1×10-4 
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表 3  标准溶液重复进样测定结果 
Table 3  Data of repeat detection in standard solution 

进样次数 1 2 3 4 5 6 7 

峰面积 A0 2043308 2042635 2041725 2042783 2047366 2056223 2054322 

表 4  样品重复进样测定结果 
Table 4  Data of repeat detection in sample 

进样次数 1 2 3 4 5 6 7 

峰面积 A 1001528.2 1007453.3 1008296.6 1009219.3 1014459.2 1010973.1 1020897.3 
 

(2) 所用仪器数据处理引起的不确定度。 
目前, 用于液相色谱仪峰面积积分处理的误差

在 0.2%~1%范围, 取最大值 1%, 峰面积对应的相对
不确定度为: 

3
2 1077.5

3
%1 −×===

k
Uu rel

 
(3) 样品溶液峰面积测量的不确定度合成 
样品溶液色谱图中乳酸峰面积测量的相对标准

不确定度可由 u1rel和 u2rel合成如下:  

( ) 2 2 3
1 2 9.15 10rel rel relu A u u −= + = ×  

4.2.4  样品称重质量 m 引入的不确定度 
样品称量为 10.500 g, 天平所给出的质量允许差

Δy=1.0 mg, 置信度 P＝99% , 属正态分布[10], 包含
因子 k＝3。 

不确定度为: u2=Δy/k=1.0×10-3/3=3.33×10-4 g 

相对标准不确定度为: 

( )
4

52 3.33 10 3.17 10
10.500rel

u
u m

m

−
−×

= = = ×  

4.2.5  样品预处理后的溶液总体积 V 的标准不确定度 
(1) 容量瓶校准的不确定度 
样品预处理后以 100 mL 的容量瓶(A 级)定容, 

根据《常用玻璃量具检定规程 JJG196-1990》, 其最

大允许误差 Δy=±0.10 mL, 按矩形分布估算, k= 3。 

则标准不确定度: u1=Δy/k=0.10/ 3 = 0.05774, 相对
标准不确定度: u1rel=0.05774/100=5.77×10-4。 

(2) 温度波动引入的不确定度 

容量瓶校正时的温度和溶液温度不同, 温差为 5 ℃, 
水的膨胀系数是 2.1×10-4 ℃-1, 假如温度波动属矩形分布, 

则标准不确定度估算为 : 
4

2
2.1 10V Tu
k

−×Δ × ×
=  

4100 5 2.1 10 0.06062
3

mL
−× × ×

= = , 相对标准不确定

度: u2rel=u2/V=0.06062/100=6.06×10-4。 

(3) 样品预处理后溶液的总体积 V 的标准不确
定度合成 

( ) 2 2 4
1 2 8.37 10rel rel relu V u u −= + = ×  

4.2.6  样品均匀性和预处理过程 frep 引入的不确定度

评定 
分析结果的重现性一般与检测人员的样品预处

理过程的一致性、样品的均匀性和仪器自身的性能

有关, 采用同一食醋样品重复测定乳酸含量, 结果
见表 5。 

测量结果的平均值 =X 48.49 mg/g 
单次测量结果的标准偏差:  

( )2
0.540

1
i

X
X X

s
n

−
= =

−
∑  

标准不确定度: 2 0.220Xs
u

n
= =  

相对标准不确定度: ( ) 32 4.53 10rel rel
u

u f
X

−= = ×  

5  不确定度的合成与扩展 

5.1  标准不确定度各分量的汇总 

5.2  合成标准不确定度评定 

合成标准不确定度由表 6 所列各相对标准不确
定度合成如下:  

2 2 2 2
0 0

2 2

( ) ( ) ( ) ( )
( )

( ) ( )
rel rel rel rel

rel
rel rel rep

u C u A u A u m
u X

u V u f

+ + +
=

+ +
 

3 2 3 2 3 2

5 2 4 2 3 2

(6.72 10 ) (6.34 10 ) (9.15 10 )

(3.17 10 ) (8.37 10 ) (4.53 10 )

− − −

− − −

× + × + ×
=

+ × + × + ×
 

5.3  扩展不确定度评定 

合成标准不确定度乘以包含因子即得扩展不确 
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 表 5  重复检测结果 
Table 5  The results of the repeated determinations 

进样次数 1 2 3 4 5 6 

峰面积 A 1051560.0 1041474.6 1050921.9 1021718.2 1050501.6 1036492.3 

测量结果 X/(mg/g) 48.93 48.46 48.90 47.54 48.88 48.23 

表 6  不确定度分量汇总表 
Table 6  Summary table of uncertainty components  

分量名称 
相对标准不 
确定度合成 

不确定度来源分析 
相对标准不 
确定度分量 

urel(C0) 6.72×10-3 标准溶液准备的不确定度 
标准试剂纯度产生的不确定度 
标准溶液配制量器的不确定度 
标准溶液配制温度波动的不确定度 

3.33×10-3 

5.77×10-3 

8.63×10-4 

urel(A0) 6.34×10-3 标准溶液色谱峰面积测量的不确定度 
色谱峰面积重复测量的不确定度 
仪器数据处理的不确定度 

2.62×10-3 
5.77×10-3 

urel(A) 9.15×10-3 试样溶液色谱峰面积测量的不确定度 
色谱峰面积重复测量的不确定度 
仪器数据处理的不确定度 

7.10×10-3 

5.77×10-3 

urel(m) 3.17×10-5 样品称重质量 m引起的不确定度 3.17×10-5 

urel(V) 8.37×10-4 样品体积 V的不确定度 
容量瓶校准的不确定度 
温度变化产生的不确定度 

5.77×10-4 

6.06×10-4 

urel(frep) 4.53×10-3 试样均匀性和处理操作过程的一致性 4.53×10-3 

 
定度, 根据《测量不确定度表示指南》 [11], 置信度
P=95％时, k=2, 因此, 食醋中乳酸含量测定的相对
扩展不确定度为:  

( ) 0.014 2 0.028relU u X k= × = × =  

由实验数据计算得到食醋中乳酸的最佳估计值

为 CX=48.49 mg/g, 故其扩展不确定度为: U=48.49 
mg/g×0.028=1.34 mg/g。 

6  测量不确定度报告与表示 

食醋中乳酸测量结果为:  
CX=(48.49± 1.34) mg/g, k=2。 

7  结  论 

通过对测量过程中产生的不确定度进行量化 , 
说明用高效液相色谱法测定食醋样品中乳酸含量的

过程中, 不确定度主要来源于乳酸标准溶液试样溶
液配制过程, 峰面积测量, 试样配制与处理, 试样称
重等过程。对于乳酸测量结果影响较大的不确定度分

量包括样品溶液色谱峰面积测量、样品均匀性和预处

理过程的一致性, 以及乳酸标准溶液配制与峰面积

测量产生的不确定度, 试样处理总体积产生的不确
定度也相对较大, 而样品称重和温度变化产生的不
确定度相对较小。因此, 在用液相色谱法测定食醋中
乳酸含量的过程中, 应该尽量避免或减小各种因素
带来的影响, 以减小测量结果的不确定度, 从而进一
步提高检测数据的可靠性和一致性。 
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