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能力验证样品中霉菌和酵母检测结果的 

不确定度评定 

郭丽艳* 

(四川省眉山市产品质量监督检验所, 四川省眉山市东坡区泡菜技术研究所, 眉山  620010) 

摘  要: 目的  评定能力验证样品中霉菌和酵母计数检测结果的不确定度。方法  根据能力验证作业指导书

和 GB4789.15-2016《食品安全国家标准 食品微生物学检验 霉菌和酵母计数》中第一法霉菌和酵母平板计数

法对能力验证样品霉菌和酵母进行定量检测, 按照 JJF1059.1-2012《测量不确定度的评定与表示》对检测结果

进行不确定度评定。结果  在 95%的置信区间下, 霉菌和酵母检测结果的扩展不确定度为 0.0238。结论  本

研究建立的评定方法可以对能力验证的样品霉菌和酵母定量检测进行不确定度评定, 且适用于检测条件相近

的实验室进行相关的不确定度的评定。 
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Evaluation of uncertainty of mould and yeast test results in capability 
verification samples 
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ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty of mould and yeast count test results in proficiency test 

samples. Methods  According to the operational instructions of capability verification and GB 4789.15-2016 

National food safety standard-Food microbiology test-Mold and yeast count, the first method mold and yeast plate 

count method, the mold and yeast of the capability verification sample were tested quantitatively. The uncertainty of 

test results was assessed in accordance with JJF 1059.1-2012 Evaluation and expression of measurement uncertainty. 

Results  The extended uncertainty of mould and yeast test results was 0.0238 at 95% confidence interval. 

Conclusion  The evaluation method established in this study can evaluate the uncertainty of the quantitative 

detection of mould and yeast samples with ability verification, and is suitable for the evaluation of the relevant 

uncertainty in laboratories with similar testing conditions. 
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1  引  言 

霉菌和酵母是自然界中广泛存在的, 在其生长代谢

过程中, 会产生黄曲霉毒素等真菌毒素及霉菌代谢产生的

其他有毒代谢产物, 其中黄曲霉毒素在各类真菌毒素中被

公认为最强致癌物, 可以致癌、致畸、致突变[1]。霉菌和

酵母是食品中正常菌相的一部分, 同时在某些条件下, 霉

菌和酵母的繁殖也会造成食物的腐败变质, 使食品表面失
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去色、香、味。由于霉菌和酵母能抵抗热、抗冷冻以及抗

生素和辐照等储藏及保藏技术, 主要存在于 pH 低、温度

低、含糖和含盐高、含抗生素的食品中。因此, 霉菌和酵

母也被作为评价食品卫生质量的指示菌, 目前对食品中霉

菌和酵母污染现状的文献较少[24], 主要集中在饮料和酸

奶等食品, 通过对霉菌和酵母计数来判定食品的污染程度, 

由于霉菌孢子容易扩散, 操作不当会使计数结果不准确, 

这就对检测机构的检测能力有了更高的要求。能力比对是

实验室质量控制的有效手段之一, 通过参加能力比对, 综

合考察实验室的检测能力, 确保检测数据的准确可靠。同

时可以识别实验室存在的问题, 并制定相关的补救措施, 

对实验室的质量控制和管理起到补充、纠正和完善的作 

用[5]。为了评价本实验室的霉菌和酵母的定量检测能力, 

特参加英国 FAPAS 实验室组织霉菌和酵母的计数能力比

对。经查阅相关文献, 霉菌和酵母检测结果的不确定度评

定的文献很多 [610], 但在实验室能力验证中的应用却很

少。根据《检测和校准实验室能力的通用要求》[11]和《检

测和校准实验室能力认可准则》[12]中要求对出具的检测结

果的实验室进行不确定度分析。 

本研究对本实验室参加能力验证的样品霉菌和酵母

计数的结果进行不确定度评定, 建立能力验证中霉菌和酵

母定量检测测量不确定度评定的方法, 以期为检测条件相

近的实验室提供一定的参考。 

2  材料与方法 

2.1  材料与仪器 

孟加拉红培养基(北京陆桥技术责任有限公司); 能力

验证样品(英国 FAPAS 公司)。  

BPMJ-250F 霉菌培养箱(上海一恒科学仪器有限公司); 

LDZK-75L-II 立式压力蒸汽灭菌器(上海申安医疗器械有

限公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  检测依据 

FAPAS 食品微生物样品准备作业指导书 [13]; GB 

4789.15-2016《食品安全国家标准食品微生物学检验霉菌

和酵母计数》[14]。 

2.2.2  检测过程 

无菌开启西林瓶, 立即加入适量的生理盐水进行溶

解, 待溶解后, 吸出转移至无菌瓶中, 反复用余下的生理

盐水清洗西林瓶内壁, 共 90 mL 的清洗液(生理盐水)全部

回收至上述无菌瓶中, 此溶液即是 1:10 (g/mL)的样品匀液

(即 101)。将上述 1:10 的样品匀液用 1 mL 的无菌吸头吸

取 1 mL, 注入盛有 9 mL 生理盐水的无菌试管后, 旋涡混

匀, 制成 1:100, (V:V, 即 102)的样品匀液。同法操作, 制备

10 倍递增系列稀释样品匀液至 104。每递增稀释 1 次, 换

用 1 次 1 mL 无菌吸头。在进行 10 倍递增稀释的同时, 吸 

取各稀释度样品匀液 1 mL 于无菌平皿内, 每个稀释度做 2

个平行。同时分别取 1 mL 样品稀释液加入 2 个无菌平皿

作空白对照; 及时将 20~25 mL 冷却至 46 ℃的孟加拉红琼

脂(可放置于 46 ℃±1 ℃恒温水浴箱中保温)倾注平皿, 并

转动平皿使其混合均匀, 置水平台面待琼脂完全凝固后, 

正置平板, 置 28 ℃±1 ℃培养箱中培养, 观察并记录培养

至第 5 d 的结果, 记录稀释倍数和相应的霉菌和酵母菌数

量, 计算结果并报告。在同一相对恒定的实验条件下, 对

此能力比对样品重复测 20 次, 然后对检测结果进行不确

定度评定。 

3  检测结果和不确定度分析 

3.1  按霉菌和酵母菌计数报告规则 

选取菌落数在 10~150 CFU 之间的稀释度进行报告, 

检测结果和计算见表 1。 
 

表 1  霉菌和酵母总数检测结果及计算 
Table 1  Determination results of moulds and yeasts  

编号
检测结果
x/(CFU/g) 

检测结果取对数
(lgx) 

残差平方

(lgx lgx )2 

1 8400 3.9243 0.0001926 

2 7900 3.8976 0.0001631 

3 9200 3.9638 0.0028503 

4 8600 3.9345 0.0005807 

5 7250 3.8603 0.0025062 

6 7550 3.8779 0.0010532 

7 8100 3.9085 0.0000037 

8 7000 3.8451 0.0042643 

9 6700 3.8261 0.0071107 

10 7850 3.8949 0.0002412 

11 8000 3.9031 0.0000534 

12 8350 3.9217 0.0001274 

13 9650 3.9845 0.0054949 

14 9050 3.9566 0.0021389 

15 8400 3.9243 0.0001926 

16 7900 3.8976 0.0001631 

17 8800 3.9445 0.0011616 

18 8500 3.9294 0.0003617 

19 7350 3.8663 0.0019459 

20 8850 3.9469 0.0013354 

 lgx  3.9104 Σ=0.0319412 
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3.2  建立数学模型 

霉菌和酵母菌总数的计算公式:  

=
2
 c

X
d

 

X: 样品中霉菌和酵母菌总数, CFU/g;  

C: 平板霉菌和酵母菌的菌落数之和;  

d: 稀释因子; 

3.3  不确定度来源及分析 

本试验测定的不确定度来源主要有 : 重复性检测

引起的不确定度 uArel(重复); 样液制备引起的不确定度

uBrel(制备); 递增稀释引起的不确定 uBrel(稀释); 加样体

积引起的不确定度 uBrel(加样)。 

3.4  不确定度分量的评定 

3.4.1  样液的制备引起的不确定度 uB(制备) 

该不确定度来源于用 100 mL 量筒量取 90 mL 稀释

液加入到 10 g 面粉中。根据 JJG 196-2006《常用玻璃量

器检定规程》[15], 100 mL 量筒的允许误差为±1.0 mL, 属

于 B 类评定, 按均匀分布[16], 标准不确定度为:  

uB(制备)=1.0/ 3 =0.57737, 

相对标准不确定度为:  

uBrel(制备)=uB(制备)/90=0.006415。 

3.4.2  递增稀释引起的不确定 uB(稀释) 

该不确定度来源于用 1 mL 无菌吸头吸取不同稀释

级溶液 1 mL 至 9 mL 灭菌生理盐水的稀释过程。所使用

的量器分别是 1 mL 无菌吸头(移液器)和 10 mL 的分度吸

管, 根据 JJG 646-2006 《移液器检定规程》[17]的规定,  

1 mL 移液器的容量允许误差为±0.01 mL。根据 JJG 

196-2006 《常用玻璃量器检定规程》, 10 mL 分度吸管

的允许误 差为±0.05 mL, 属于 B 类评定, 按均匀分布, 

本实验取第 2 个稀释度(102)的平板进行霉菌和酵母检

测结果的报告。即稀释过程进行了 2 次, 所以稀释倍数

的标准不确定度为:  

uB(稀释)= 2 20.01 0.05
2 (( ) ( ) )

3 3
  =0.041634, 

相对标准不确定度为 uBrel(稀释 )=1/(9+1)×uB(稀

释)=0.0041634。 

3.4.3  加样体积引起的不确定度 uB(加样) 

本次检测结果以稀释因子为 102 的平板上的霉菌

和酵母总数进行计数和报告, 每次检测各平板上接种的

稀释液的体积均为 1 mL, 做 2 个平行, 1 mL 无菌吸头

(移液器)使用 2 次, 属于 B 类评定, 按均匀分布, 加样体

积引起的不确定度为:  

uB(加样)= 2 20.01 0.01
( ) ( )

3 3
 =0.008165, 

相对标准不确定度为:  

uBrel(加样)= 2 20.01 0.01
( ) ( )
1 3 1 3


 

=0.008165。 

3.4.4  重复性检测引起的不确定度 uA(重复) 

重复性检测引起的不确定度 , 主要是检测过程中

各种因素作用下随机性所得各次霉菌和酵母数值不同

引起的。从表 1 可以看出, 检测结果数值的发散性较大, 

所以采用统计学方法, 以霉菌和酵母数值的对数值求不

确定度。按 A 类评定, 根据贝塞尔公式计算检测结果对

数值的样本标准偏差:  

s(lgxk)=

n 2
ii=1

(lgx lgx)

n 1






=0.040997; 

标准不确定度: uA(重复)= ks(lgx )

n
=0.009167;  

相 对 标 准 不 确 定 度 : uArel( 重 复 )= ( )

lg
Au

x

重复

 
=0.002344。 

3.4.5  合成相对标准不确定度及扩展不确定度 

合成相对标准不确定度为:  

uCrel= 2 2 2 2
rel rel rel rel( ) ( ) ( ) ( )稀释 加样 重复  B B B Bu u u u定容

 
=0.01143; 
实验结果一般用扩展不确定度来表示 , U=kucrel, 

取置信水平为 95%, 自由度=20, 查 t 分布表得 t95(20) 

=2.086。 

故: U=2.086×0.01143=0.0238。由于 lgx 与 x 之间呈

非线性关系, 不能直接求扩展不确定度 U 的反对数。因

此应首先确定 lgx 的取值范围为: lgx =3.9104±0.0238,, 

即 3.8866≤ lgx ≤3.9342。再取反对数后, 得检测结果 x

的分布区间为: 7702≤x≤8594。 

3.4.6  结果报告 

由于检测结果的发散性较大 , 故本实验室能力验

证样品的霉菌和酵母总数的估计值为 7700~8600 CFU/g, 

包含因子 k=2.086。 

4  结论与讨论 

本实验室参加的能力验证是英国 FAPAS 分析实验

室能力验证组织实施的, 计划编号为 M228e15, 名称为

Enumeration of Yeasts and Moulds[SUM](equivalent to  
10 g of flour), 参加本次能力验证的实验室共 68 家, 其

中 62 家结果满意, 本实验室收到的能力验证结果通知

的 Z 值为 0.1, 结果为满意[18]。 

本次实验对样品制备、递增稀释、加样体积和重复

检测引起的不确定度进行评估, 从不确定度计算的结果

来看, 4 种因素对测量结果均有影响。但加样体积引入的

不确定度贡献最大。因此, 在以后检测过程中要从多方

面加强质量控制, 最大限度减小不确定度引入的分量值, 
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确保检测结果的准确性。 

对于微生物不确定度评定 , 很多文献都提到了微

生物发散性问题。刘培海等[19]认为这是因为微生物在样

品中分布不均匀, 造成结果间有差异。夏宏丽[20]使用标

准物质作为测试样品 , 可保证样品的均匀性和稳定性 , 

认为发散性较大是由于平板的菌落计数。王海华[21]认为

不同的微生物在一起培养过程中有互生、拮抗等相互作

用。此外 , 一个菌落并不一定是一个细菌所生成 , 也可

能是由一簇细菌(一个细菌团)所生成 , 赵玲等对同一个

样品重复测定 20 次, 结果分散性较大。本研究认为微生

物除了有在样品中分布不均匀的共性外, 不同的微生物

还具有自身的特性, 应根据不同微生物的特性来分析检

测方法中对影响检测结果的关键环节。一些无法用公式

计算出来的因素也不可忽略不计, 可能对检测结果的不

确定度有着重要贡献。如霉菌和酵母检测过程就存在其

特殊性 , 霉菌和酵母的限定值一般较低 , 结果稍有偏差

就可能超出限定值。同时, 在食品类样品霉菌和酵母的

检出率和检出值都较低, 对于霉菌和酵母菌计数的不确

定评定带来了一定难度, 所以本研究以能力比对样品为

测试样品, 可以解决这个问题。霉菌在培养过程中存在

因反复观察而上下翻转平板而导致霉菌孢子扩散, 形成

次生小菌落, 影响计数结果。在 CNAS-CL01-A001《检

测和校准实验室能力认可准则在微生物领域的应用说

明》中对实验室提出要有防止孢子扩散的措施, 这是影

响 检 测 结 果 的 一 个 重 要 因 素 , 所 以 , 在 新 的 标 准

GB4789.15-2016 中 , 将培养方式改为正置培养。另外 , 

在均质时 , 不能用旋转刀片式均质器 , 可能会切断霉菌

菌丝 [22], 导致检测结果偏高; 同时 , 耐药细菌的存在同

样会使检测结果偏高。所以, 在霉菌和酵母检测过程中, 

孢子扩散、均质方式和耐药细菌的存在同样是影响检测

结果测量不确定度的重要因素。 
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