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高效液相色谱法测定食品中脱氢乙酸的 

不确定度评定 

陈  晨 1*, 陈  妍 1, 倪炜华 1, 鲍晓瑾 1, 朱洪亮 1, 屠振华 2 

(1. 嘉兴市食品药品检验检测院, 嘉兴  314000; 2. 国家食品行业生产力促进中心, 北京  100000) 

摘  要: 目的  评定高效液相色谱法测定食品中脱氢乙酸测定的不确定度。方法  依据 JJF 1059.1-2012《测

量不确定度评定与表示》及新版国标方法 GB 5009.121-2016《食品安全国家标准 食品中脱氢乙酸的测定》, 建

立评定脱氢乙酸不确定度的模型, 对检测过程中各分量因素进行不确定度的分析评定。结果  当样品中脱氢

乙酸的含量为 0.243 g/kg 时, 其扩展不确定度为 0.070 g/kg, k=2。结论  在整个实验过程中, 标准品的配制及

高效液相色谱仪的稳定性是影响实验结果的最主要因素, 需严格把控。 
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Evaluation of uncertainty for the determination of dehydroacetic acid in 
food by high performance liquid chromatography 
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ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty for the determination of dehydroacetic acid in food by high 

performance liquid chromatography (HPLC). Methods  According to JJF 1059.1-2012 Measurement uncertainty 

evaluation and expression and the new national standard method, GB 5009.121-2016 Detection of dehydroacetic acid 

in food, the model for assessing the uncertainty of dehydroacetic acid was established, to evaluate the uncertainty of 

component factors in dehydroacetic acid detection. Results  When the content of dehydroacetic acid in the sample 

was 0.243 g/kg, the extended uncertainty was 0.070 g/kg, k=2. Conclusion  During the whole test, the preparation of 

standard solution and the stability of HPLC are the key to the accurate detection of dehydroacetic acid in food which 

need to be strictly controlled 
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1  引  言 

脱氢乙酸以固态形式最为常见, 呈无色结晶或淡黄色

粉末, 学名为 3-乙酰基-6-甲基-2H-吡喃-2,4(3H)-二酮, 是继

山梨酸、苯甲酸后新一代广谱食品防腐剂, 低毒高效[13], 

可抑制导致食品饮料等腐败变质的霉菌﹑大肠杆菌等微生

物的生长, 目前常以钠盐的形式广泛应用于鱼类、肉类、

水果、蔬菜、糕点类等的防腐保鲜和保存[4,5]。过量食用食
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品中的脱氢乙酸易对人体健康和安全造成极大危害, 现阶

段我国在 GB 2760-2014《食品添加剂使用标准》[6]中对脱

氢乙酸在食品中的使用范围及最大使用量都作出了明确规

定。最新 2016 版国标方法 GB 5009.121-2016《食品安全国

家标准 食品中脱氢乙酸的测定》[7]于 2017 年 3 月 1 日开

始实施, 新版国标方法规定了 2 种检测食品中脱氢乙酸的

方法-气相色谱法和液相色谱法。其中, 液相色谱法为第二

法, 其原理是: 试样中的脱氢乙酸用氢氧化钠溶液提取, 经

脱脂、去蛋白处理后过膜, 用配有二极管阵列检测器(photo 

diode array detector, DAD)的高效液相色谱仪测定。 

评定不确定度, 是检测质量结果是否准确的标志, 是

衡量检测结果可行性、可比性和可接受性的重要指标[8]。

测量不确定度的大小, 反映了一个实验室的检测水平, 定

量地说明了实验室(包括人员、测量设备和环境条件)测量

能力水平。为有效减少实验过程中产生的误差降低不确定

度, 提高检测结果的准确性[911], 本研究基于最新版国标

方 法 GB 5009.121-2016 中 的 高 效 液 相 色 谱 法 (high 

performance liquid chromatography, HPLC) 与 标 准 JJF 

1059.1-2012《测量不确定度评定与表示》[12], 采用 HPLC

法测定食品中的脱氢乙酸, 分析评价了实验过程中各影响

因素产生的不确定度。确定了在测定脱氢乙酸中影响实验

结果的最主要因素, 为测定其他食品添加剂不确定度提供

方法参考及科学评价地可行性建议, 对提高检测准确度, 

保证实验可靠性具有指导意义[1315]。 

2  材料与方法 

2.1  主要仪器与试剂 

ME 203E/02 电子天平[分度值 0.001 g, 梅特勒-托利

多国际贸易(上海)有限公司]; Chorus 1 超纯水仪(法国

ELGA 公司); SPD-M20A 高效液相色谱仪(日本岛津公司)。 

七水合硫酸锌(分析纯, 江苏强盛功能化学股份有限

公司); 氢氧化钠(分析纯, 杭州萧山化学试剂厂)。 

脱氢乙酸标准物质(纯度 99.9%, 北京曼哈格生物科

技有限公司)。 

2.2  方  法 

根据 GB 5009.121-2016 第二法中酱菜、发酵豆制品

试样制备提取步骤, 称取适量试样(酱菜)于离心管中, 加

10 mL 水、5 mL 硫酸锌溶液(120 g/L), 用氢氧化钠(20 g/L)

调 pH 至 7.5, 转移至 25 mL 容量瓶中, 用水定容至刻度, 摇

匀, 超声 10 min, 4000 r/min 离心 10 min, 上清液过 0.45 μm

有机滤膜后上机测试。 

2.3  标准曲线的配制 

称取 50 mg 脱氢乙酸标准品于 50 mL 容量瓶中, 用

5 mL 氢氧化钠溶液(20 g/L)溶解, 用水定容配制成浓度为

1.0 mg/mL 的标准储备液。分别准确吸取 0.01、0.05、0.10、

0.50、1.00 mL 脱氢乙酸标准储备液于 10 mL 容量瓶中, 用

水定容, 配制成浓度分别为 1、5、10、50、100 mg/L 的标

准曲线浓度点(4 ℃保存)。 

2.4  数学模型 

待测样品中脱氢乙酸含量计算公式见式(1):  

 X=(c1c0)V/m (1) 
式中: X—试样中脱氢乙酸的含量, g/kg;  

c1—试样液中脱氢乙酸质量浓度, mg/mL;  

c0—空白试样液中脱氢乙酸质量浓度, mg/mL;  

V—试样溶液总体积, mL;  

m—试样质量, g。 

3  结果与分析 

3.1  不确定度来源分析 

由测量模型可知, 检测过程中产生的不确定度主要

包括: 样品称量、样液定容、标准溶液配制、仪器精密度、

标准工作曲线拟合、样品重复性测试。 

3.2  各分量不确定度的评定 

3.2.1  样品称量导致的不确定度 

(1) 称量所用电子分析天平的最大允许误差为±0.001 g, 

按均匀分布 k= 3 , 由于二次称量所得, 则由电子天平误

差引起的不确定度 u(m1) 

u(m1)=  
3

0.001
2

2









 =8.2×104 g;  

(2) 所用天平为数显式, 其分辨率为 0.001, 由于分辨

率较大, 重复测试的不确定度可忽略, 按平均分布, 则由

分辨率引起的不确定度 u(m2):  

u(m2)=
32

001.0


=2.9×104 g;  

(3) 样品称量导致的合成不确定度为:  

u(m)=  )(+)( 2
2

1
2 mumu =8.7×104 g;  

相对标准不确定度为:  

urel(m)=u(m)/m=3.5×104。 

3.2.2  样液定容导致的不确定度 

(1) 使用 25 mL 单标线容量瓶(A 级), 允差为产生的

不确定度为±0.03 mL[16], 按均匀分布, k= 3 , u(V25)=
3

0.03

=0.017 mL; 
(2) 实验室环境温度为 20 ℃, 水的膨胀系数为

2.1×104/℃, 按均匀分布, k= 3 , 则温度变化引起的标准

不确定度:   

u(T)=
42.1 10 5 5

3

  
=0.0030 mL;  
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(3) 样液定容时的合成不确定度为:  

u(V)= 22 0030.0017.0  =0.017 mL;  

相对标准不确定度为:  

urel(V)=u(V)/V=6.8×104。 

3.2.3  标准溶液配制产生的不确定度 

(1) 标准物质引入的不确定度 

所用标准物质脱氢乙酸的纯度为 99.9%, 由标准物质

证书得知相对标准不确定度为±2.0%, k=2, 则:  

u(cs)/cs=
2

%0.2 =0.01;  

(2) 标准工作液配制产生的不确定度 

主要由移液器引入不确定度, 根据 JJG196-2006《常

用玻璃仪器检定规程》[16], 按均匀分布 k= 3 , 计算各计量

器引入的相对标准不确定度如表 1 所示。 

(3) 标样称量引入的不确定度 

a. 称量用的电子分析天 平的最大允 许误差为

±0.0001 g, 按均匀分布, k= 3 , 由于二次称量所得, 则 

u(m1)=  
3

0.0001
2

2









 = 5102.8   g;  

b. 所用天平为数显式, 其分辨率为 0.0001, 由于分辨

率较大, 重复测试的不确定度可忽略, 按平均分布, 则:  

u(m2)=
32

0001.0


= 5109.2   g;  

c. 标样称量导致的不确定度合成为:  

u(m)=  )()( 2
2

1
2 mumu  = 5107.8   g;  

相对标准不确定度为:  

urel(m)=u(m)/m=0.0017;  
标准工作溶液引入的相对标准不确定度为:  

urel(c)=
2

rel
2

rel
2

rel

2
rel

2
rel

2
rel

2
rel

2
rel

(100)5(10)(5)

(1)(0.5)(0.1))()(

uuu

uuumucu



 =0.141。 

3.2.4  仪器定量引入的不确定度 

样品进样量为 10 μL, 查得高效液相色谱的允许误差

为 0.12%, 按均匀分布, k= 3 , 则 

urel(q)=
3

0.12% =6.9×104 g。 

3.2.5  标准工作曲线拟合引入的标准不确定度 

由标准工作曲线 Y=a+bX, 则 X 的不确定度为:  

 uc
2(X)=c2(Y)u2(Y)+c2(a)u2(a)+c2(b)u2(b)  (2) 

其中 Y 为取系列标准工作溶液 Xi的平均值代入回归直线方

程的计算值。 

系列标准工作溶液 Xi 的测定结果见表 2。标准工作曲

线为 Y=3.12497×107X-28695.23098(r=0.9998875)。 

 (1) 回归曲线的标准偏差 u(Y) 

 u(Y)=SY/X=

2
i ij

i 1

( )

2

n

Y Y

m n




 


 (3) 

式中: Yij——气相色谱仪的各点峰面积;  

Yi——回归曲线的计算值;  

n——测量点数目;  

m——每测量点重复测量次数。 

则: u(Y)=2230。 

灵敏度系数: c(Y)=1/b=1/3.12497×107=3.2×108; 

(2) 由分散性引起的回归曲线斜率的标准偏差及不确

定度 u(b) 

u(b)=s(b)=
2

i
i 1

( )
n

uY

X X



=11448;  

灵敏度系数 ( )
X Y a

c b = =
b b2


 =5.32×109; 

(3) 由分散性引起的回归曲线截距的标准偏差及不确

定度 u(a) 

u(a)=s(a)=SY/X=

2
i

i 1

2
i

i 1

( )

n

n

X

nm X X










=38138.5;  

灵敏度系数 c(a)=1/b=3.2×108。 

则标准工作曲线拟合引入的标准不确定度 uc(X)= 

1.22×103。 
 

表 1  计量器引入的相对标准不确定度 
Table 1   The relative uncertainty of meter 

计量器/mL 吸量管 0.1 吸量管 0.5 吸量管 1 吸量管 5 吸量管 10 容量瓶 50 容量瓶 100 

容量允差/mL 0.0002 0.0029 0.0046 0.025 0.05 0.05 0.058 

相对标准不确定度 0.0032 0.0042 0.0055 0.015 0.029 0.0029 0.058 
 

表 2  系列标准工作溶液峰面积测定结果 
Table 2  Determination of peak area of series standard working solutions 

标准工作溶液浓度 Xi／mgꞏmL1 0.001 0.005 0.01 0.05 0.1 

峰面积(×106) 

16875 130844 283541 1500653 3112063 

16773 132584 287778 1497553 3116960 

16638 133539 289622 1505009 3115971 

峰面积平均值(×106) 16762 132322.3 286980.3 1501071.7 3114998 
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3.2.6  样品测定重复性引入的不确定度 

同一样品加标做 6 个平行样, 根据公式(1), 计算 6 个

平行样中脱氢乙酸含量数据如表 3 所示。 
 

表 3  脱氢乙酸含量 
Table 3  The content of dehydroacetic acid 

序号 1 2 3 4 5 6 

含量/(g/kg) 0.240 0.240 0.246 0.245 0.243 0.242
 

加标样品: 加标量 0.250 g/kg, 实测值: 0.243 g/kg。 

标准偏差: S(W )=
 

n 2
i

1  
1

i

X X

n







=2.53×10-3 g/kg; 

相对标准不确定度为: urel(W )=S(W )/F=6.32×104。 

3.3  合成不确定度 

u(Y)/Y=
2 2 2

rel rel rel

2 2 2
rel rel rel

( ) ( ) ( )

( ) ( ) ( )  

u m u V u c

u q u X u W

 

  
=0.14 

则 u(Y)=0.035 g/kg。包含因子 k=2, 则扩展不确定度

为 U(Y)=2u(Y)=0.070 g/kg。当测定样品中脱氢乙酸含量为

0.243 g/kg, 高效液相色谱仪测定食品中脱氢乙酸的结果

表示为 Y=(0.243±0.070) g/kg, k=2。 

4  结  论 

本研究根据 GB 5009.121-2016 方法, 利用高效液相

色谱仪测定食品中脱氢乙酸, 并依据 JJF 1059.1-2012 方法

对实验过程中各影响因素产生的不确定度进行分析评定。

本方法测量不确定度的来源主要包括环境因素、量具、人

员操作以及仪器精密度与稳定性等。其中, 标准溶液的配

制及仪器的稳定性是影响实验结果的最主要因素。因此在

实验过程中需严格把控标准品配制过程, 定期检定仪器设

备, 保持实验环境的一致性, 提升操作人员的专业技能, 

减少人为误差, 以提高检测结果的准确性。 
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