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山西老陈醋中总黄酮测定的不确定度评价 

刘天益* 

(上海市质量监督检验技术研究院, 国家食品质量监督检验中心, 上海  200233) 

摘  要: 目的   研究山西老陈醋中总黄酮含量测定方法的不确定度。方法   以芦丁作为对照品, 对 GB/T 

19777-2013法中山西老陈醋总黄酮含量测定的不确定度进行评定。结果  按照此标准测定总黄酮含量为 283.4 

mg/100 g的山西老陈醋, 取包含因子 k=2(包含概率为 95%), 扩展不确定度为 11.3 mg/100 g, 其计算结果可表

示为(283.4±11.3) mg/100 g。测定结果的不确定度主要来源于绘制标准曲线的过程中的移取、定容过程。结论  

在实际检测工作中, 要确保绘制标准曲线过程中容量瓶、移液管的容量准确和移取、定容操作的规范性。 
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Uncertainty evaluation of the determination of total flavone in Shanxi 
mature vinegar 
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ABSTRACT: Objective  To investigate the uncertainty of the determination of total flavone in Shanxi mature 

vinegar. Methods  According to GB/T 19777-2013, uncertainty of the determination of total flavone in Shanxi 

mature vinegar was evaluated, using rutinum as a reference material. Results  The total flavone in Shanxi mature 

vinegar was 283.4 mg/100 g, and the expanded uncertainty was 11.3 mg/100 g with k=2 (the coverage probability was 

95%), then the value could be expressed as (283.4±11.3) mg/100 g. The main source of the measurement uncertainty 

was the preparation of standard curve in the determination of total flavone in Shanxi mature vinegar. Conclusion  In 

the actual detection work, we must ensure the accurate capacity of volumetric flask and pipette and normative 

operation in the process of drawing standard curve. 
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1  引  言 

山西老陈醋是山西省的传统名特产, 属于中国四大

名醋之一, 已有 3000 余年的历史, 素有“天下第一醋”的盛

誉。选用优质高粱、大麦、豌豆等五谷经蒸、酵、熏、淋、

晒的过程酿就而成[1-3]。因其自然发酵的特点, 采用大麦、

豌豆所制大曲为糖化发酵剂[4,5], 使其含有丰富的氨基酸

[6]、有机酸、糖类、维生素和盐等。近期的研究发现, 山

西老陈醋还具有抗氧化性能[7-9], 在抗衰老方面具有不凡

的功效。 

对于山西老陈醋中营养物质的研究, 已有很多[10-12]。

特别是随着人们对保健成分认识的提高, 人们越来越多的

关注起山西老陈醋中总黄酮的含量, 在最新发布的国标

GB/T 19777-2013[13]中, 更是将其定为一项特征指标。 
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总黄酮是指黄酮类化合物, 具有很强的抗氧化和消

除自由基作用, 具有抗炎症、抗过敏 、抑制细菌 、抑制

寄生虫等功能。总黄酮含量作为山西老陈醋的一项特征性

指标, 在很大程度上反应了其品质的高低, 其检测方法, 

也被广泛研究[14-16]。 

按照GB/T 19777-2013检测山西老陈醋中总黄酮的含

量, 实验结果的不确定度是不可或缺的一部分。本研究依

据检测和校准实验室能力认可准则策略[17]不确定度的要

求, 对国标方法的测量不确定度进行评价。 

2  材料与方法 

2.1  材料、试剂与仪器 

试剂: 乙醇、氢氧化钠、亚硝酸钠、硝酸铝(分析纯, 国

药集团化学试剂有限公司); 芦丁(标准品, 上海普誉科贸

有限公司)。 

仪器: 电子天平(梅特勒-托利多国际股份有限公司); 

分光光度计(赛默飞世尔科技公司)。 

2.2  实验方法 

本方法按照 GB/T 19777-2013[13]测定山西老陈醋中总

黄酮含量, 利用在中性或碱性及亚硝酸钠存在的条件下, 

黄酮类化合物与铝盐生成螯合物, 加氢氧化钠溶液后显红

色。采用芦丁作为标准品, 根据朗伯比尔定律, 产物的吸

光度与反应产物的浓度成正比, 绘制标准系列曲线, 通过

标准曲线比较定量。 

测定方法如下: 吸取标准溶液, 加入亚硝酸钠,放置 6 

min, 加入硝酸铝溶液, 混匀, 放置 6 min, 加氢氧化钠溶

液 , 定容, 放置 15 min, 测定吸光度。称取经混匀试样

5.0002 g于 100 mL烧杯中, 以氢氧化钠溶液调至中性, 再

多加 2 滴, 移入 100 mL 容量瓶, 用水定容至刻度, 摇匀, 

吸取 2 mL, 加水至 10 mL, 其中一份不加硝酸铝, 做样品

空白, 一份按标准曲线方法操作, 测定吸光度, 以回归方

程查出样品溶液中总黄酮含量。样品中总黄酮含量(以芦丁

计)按式(1)计算:  
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式中, X——样品中总黄酮含量, mg/100 g;  

m1——从标准曲线查得的相应的总黄酮含量, mg;  

m——称取试样质量, g。 

2.3  数学模型 

本研究将原始计算公式, 简化建立[18]如下数学模型:  
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其中:  

A——样品吸光度;  

b——标准曲线的截距;  

k——标准曲线的斜率;  

V 吸取——吸取样品稀释液的体积, mL;  

V 定容——样品定容体积, mL;  

m——样品质量, g。 

3  不确定度评定 

3.1  各不确定度分量的构成 

根据以上测定过程, 结合 2.3 中数学模型, 可以将本

方法测定总黄酮含量的不确定度分量分为如下几部分。 

3.1.1  最终测试液中的总黄酮含量 m1 引起的不确定度分

量的确定, 用 Um1 表示, 此项可再细分为两部分。 

1)测定测试液浓度 m1引入的不确定度, 用 U1表示。 

测试液的总黄酮含量根据标准曲线计算得出, 总黄

酮含量与吸光度 A 的线性方程为 A=B1H+B0, 总黄酮含量

m1的不确定度与拟合曲线的斜率和截距相关, 故采用不确

定度 A类评定。 

2)绘制标准曲线产生的不确定度 U2 

绘制标准曲线产生的不确定度由三部分构成: 总黄

酮标准品的纯度 ; 总黄酮标准品的称量; 配制过程中吸

取、定容操作采用的玻璃器皿引入的不确定度。 

3.1.2  称量样品引入的不确定度 

采用电子天平称量样品, 此不确定度分量适用于不

确定度的 B类评定。 

3.1.3  吸取的样品定容引入的不确定度 Uv1 

定容采用的容量瓶的不确定度可由检定证书或出厂

证书得到, 同时受定容过程中温度变化的影响, 本部分适

用于不确定度的 B类评定。 

3.1.4  吸取测试液体积引入的不确定度 Uv2 

吸取样品采用的移液管的不确定度可由检定证书或

出厂证书得到, 同时受定容过程中温度变化的影响, 本部

分适用于不确定度的 B类评定。 

3.1.5  重复性测量样品中总黄酮含量引如的不确定度 U5 

重复性测量的不确定度由重复测定引起, 适用不确

定度 A类评定。 

3.2  各不确定度分量的定量评定 

3.2.1  最终测试液中的总黄酮含量 m1 引起的不确定度分

量的确定, Um1 

1)测定测试液浓度 m1引入的不确定度, U1 

配置标准曲线, 每个浓度配置 6 个, 即重复测定 6 次

标准曲线。 

根据表 1 中数据绘制总黄酮含量关于吸光度的线性

方程, 为: A=0.3327m+0.0041; 相关系数 r2
为 0.9995。 
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表 1  吸光度标准曲线数据 
Table 1  Absorbance standard curve data 

        标准浓度/mg 

测量次数 
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 

1 0.000 0.073 0.141 0.204 0.270 0.335 

2 0.000 0.073 0.141 0.204 0.270 0.335 

3 0.000 0.072 0.141 0.205 0.271 0.335 

4 0.000 0.073 0.140 0.204 0.270 0.334 

5 0.000 0.073 0.141 0.204 0.270 0.335 

6 0.000 0.073 0.141 0.204 0.270 0.335 

平均值 SD 0.0000 0.0730.00035 0.1410.00035 0.2040.00035 0.2700.00035 0.3350.00035

 
 
根据标准中的规定, 对样品最终产物测定两次吸光

度, 也即 P=2, 对样品最终吸光度取平均值, 带入根据标

准曲线求得的线性方程 A=0.3327m+0.0041, 求得 m1=0.284 

mg。标准不确定度 U1按如下方法:  
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=0.00485 mg; 

U1=UG/ H =0.00485/0.284=1.88×10-2。 

式中: SR——由拟合直线计算的吸光度与相应测得吸光度

之差, 按照贝塞尔公式计算的标准偏差;  

p——样品的测定次数, 数值为 2;  

n——绘制标准曲线的标准溶液测定次数, 数值为 30;  

Ai——标准溶液实际测定吸光度数值;  

B0 ——线性方程截距, 数值为 0.0041;  

B1——线性方程斜率, 数值为 0.3327;  

m1——标准溶液中总黄酮含量的测定平均值, 0.600 mg;  

m1i——配制的标准系列溶液总黄酮含量, 单位为mg;  

1m ——样品溶液中总黄酮含量, 0.284 mg。 

U1——测定测试液浓度 m1引入的不确定度。 

2)绘制标准曲线产生的不确定度 U2 

绘制标准曲线产生的不确定度包括 3部分: 总黄酮标

准品的称量引入的不确定度; 标准品配制过程引入的不确

定度; 标准品纯度引入的不确定度。 

①总黄酮标准品的称量引入的不确定度: 称取样品

质量为 0.2000 g, 根据天平检定证书, 其标准偏差为 0.10 

mg, 按 照 矩 形 分 布 , 其 不 确 定 度 为 U(m)=0.10 

mg/ 3 =0.058 mg, 故总黄酮标准品的称量引入的相对标

准不确定度为 2.910-4。 

②标准品配制过程引入的不确定度: 配制标准溶液

需进行三次定容, 两次移取操作。此过程不确定度由玻璃

器皿引起, 实验室温度为 20 ℃, 正负偏差为 4 ℃, 配制过

程主要为水溶液, 其膨胀稀释为 2.1×10-4/℃。 

由玻璃器皿引入的不确定度由两部分组成: 溶液体

积和温度。体积按照均匀分布评定, 其相对标准不确定度

为 V/ 3 , 温度引入的不确定度按照公式 2.110-45量具

毫升数/2计算。 

本方法定容采用 100 mL容量瓶, 其最大允差为 0.03 

mL, 按照均匀分布 , 由温度引入的不确定度为 : 

2.110-45100/2=0.0525 mL, 合成相对标准不确定度得

2 20.0173 0.0525 =0.0553 mL, 相对不确定度为 0.0553/ 

100=5.53×10-4。 

采用 5 mL 刻度吸管移取液体, 其最大允许误差为

0.025 mL, 按照均匀分布, 由容量瓶体积引入的不确定度为

0.025/ 3 =0.0144 mL, 温度: 2.110-455/2=0.0026 mL。 

采用 10 mL单标线移液管移取液体, 其最大允许误差

为 0.014 mL, 移取体积引入的不确定度为 0.014/=0.00808 

mL, 温度: 2.110-4510/2=0.00525 mL, 将以上不确定度

进行合成 , 2 20.00808 0.00525  9.64×10-3 mL, 相对不

确定度 9.64×10-4。 

将以上三项不确定度, 结合使用次数进行合成, 则三

种玻璃器皿引入的相对不确定度为: 

   224 2 42 (5.53 10 ) 0.0029 5 9.64 10       =0.0066。 

③标准品纯度引入的不确定度:  

本方法采用芦丁作为标准品, 其纯度为 99.0%, 根据

证书其不确定度为 0.001, 按照均匀分布, 其标准不确定度

为 0.001/ 3 =5.77×10-4, 相对标准不确定度为 5.80×10-4。 

将以上三个分量合成:  

     2 224 4
2 2.9 10 0.0066 5.80 10 0.0066U        。 
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最终测试液中的总黄酮含量 m1引起的不确定度分量

的 确 定 度 为 : 2 2
H 1 2U U U   2 20.0188 0.0066  

=0.0199, 该样液中总黄酮含量为 0.284 mg, 因此其标准不

确定度为 0.00565 mg。 

3.2.2  称量样品引入的不确定度 

称量引入的不确定度: 称取样品质量为 5.0000 g, 根

据天平检定证书, 其标准偏差为 0.10 mg, 按照矩形分布, 

其不确定度为 (m)=0.0001g/ 3  = 0.058 mgU , 故总样品的

称量引入的相对标准不确定度为 1.15×10-4。 

3.2.3  吸取的样品定容引入的不确定度 Uv1 

采用 100 mL容量瓶, 最大允差为 0.03 mL, 按照均匀

分布, 溶液体积的标准不确定度 0.03/ 3 0.0173 mL , 温

度: 2.110-45100/2=0.0525 mL, 合成相对标准不确定度

得 2 20.0173 0.0525 =0.0553 mL, 相 对 不 确 定 度 为

0.0553/100=5.53×10-4。 

3.2.4  吸取测试液体积引入的不确定度 Uv2 

采用 5 mL 刻度吸管移取液体, 其最大允许误差为

0.025 mL, 按照均匀分布, 由移液管体积引入的不确定度

为 0.025/ 3 =0.0144 mL, 温度: 2.110-455/2=0.0026 mL。

将体积与温度两项合成得 , 
2 20.00808 0.00262 =8.49×  

10-3 mL, 其相对标准不确定度为 U4=8.49×10-3/10=8.49× 

10-4。 

3.2.5  最终定容体积引入的不确定度 Uv3 

采用 25 mL容量瓶, 最大允差为 0.010 mL, 按照均匀

分布 , 溶液体积的标准不确定度 0.010/ 3 0.00577 mL , 

温度: 2.110-4525/2=0.0131 mL, 。将以上两项标准不确

定度合成, 2 20.00577 0.0131 =1.43×10-2 mL, 相对标准

不确定度为 U4=1.43×10-2/25=5.72×10-4。 

3.2.6  重复性测量样品中总黄酮含量引如的不确定度 U5 

在同一实验室, 同等条件下, 进行 6 次重复测量, 结

果见下表:  

总黄酮含量的标准偏差为: 
 

1

6

1

2








n

XX
S i

i

=0.736 

mg/100 g;假定计算结果按照按正态分布, 则重复性测定的

标准不确定度为 S/ 6 =0.300 mg/100 g。六次重复测定, 相

对标准不确定度 U5=0.300/283.4=1.06×10-3。 

4  不确定度的合成 

将各不确定度分量数据列见表 3。 

 
表 2  样品中总黄酮含量测定数据 

Table 2  Determination results of total flavone in sample 

编号 1 2 3 4 5 6 

质量(g) 5.0024 5.0019 5.0112 5.0221 5.0204 5.0069 

定容体积(mL) 100 100 100 100 100 100 

吸取(mL) 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 

定容体积 25.0 25.0 25.0 25.0 25.0 25.0 

空白吸光度 A 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

样品吸光度 A 0.0988 0.0984 0.0986 0.0988 0.0984 0.0986 

试管中含量(mg) 0.2846 0.2834 0.2840 0.2846 0.2834 0.2840 

样品中含量(mg/100 g) 284.5 283.3 283.4 283.3 282.2 283.6 

平均值SD(mg/100 g) 283.40.67 

 
表 3  不确定度分量数据 

Table 3  Data of uncertainty components  

来源 数值 标准不确定度 U(x) 相对标准不确定度 Urel(x) 

总黄酮 0.284 mg 0.00565 mg 1.99×10-2 

质量 m 5.0000 g 0.05774 mg 1.15×10-4 

体积 V1 100 mL 0.0553 mL 5.53×10-4 

体积 V2 5 mL 8.49×10-3 mL 8.49×10-4 

体积 V3 25 mL 1.43×10-2 mL 5.72×10-4 

重复性试验 283.4 mg/100 g 0.736 mg/100 g 1.06×10-3 
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根据以上结果, 合成相对标准不确定度为  

U(r)=

-2 2 -4 2 -4 2

-4 2 -4 2 -3 2

(1.99 10 ) +(1.15 10 ) +(5.53 10 ) +

(8.49 10 ) +(5.72 10 ) +(1.06 10 )

  

  
=0.0200,  

则山西老陈醋中总黄酮含量测定的不确定度为

283.4×0.0200=5.67 mg/100 g。 

根据 JJF 1059.1-2012[19], 假设包含概率为 95%, 将包含

因子设定为 2, 则扩展不确定度为 U=5.67×2=11.3 mg/100 g。 

样品中总黄酮含量是 283.4 mg/100 g, 其真实含量可

表示为(283.4±11.3) mg/100 g。 

5  结  论 

通过不确定度分析, 能够更好掌握检测方法的关键

控制点。由以上不确定度分析计算可以看出 , 采用标准

GB/T 19777-2013 测定山西老陈醋中的总黄酮含量, 测量

结果的不确定度主要来源于标准曲线的绘制。在实际检测

工作中, 应尽量选择高精度的器皿, 规范操作, 提高标准

曲线准确度。 
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