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分光光度法测定火腿肠中亚硝酸盐含量的 

不确定度评定 

戚  亭, 郭利攀*, 裴  华, 徐  晓, 汪腊云, 朱晓薇 

(绿城农科检测技术有限公司, 杭州  310000) 

摘  要: 目的  根据 JJF1059.1-2012 《测定不确定度的评定与表示》和 GB 5009.33-2016 《食品安全国家标

准 食品中亚硝酸盐与硝酸盐的测定》测定火腿肠中亚硝酸盐含量并进行不确定度评定。方法  利用分光光度

法测定火腿肠中亚硝酸盐含量, 并建立相应的数学模型对测定过程中的称量、定容、分取、稀释、测定等引

入的不确定度来源及其分量进行系统的分析。结果  火腿肠中亚硝酸盐含量为 4.31 mg/kg, 置信概率为 95%

时, 最终得到测量的扩展不确定度为 0.138 mg/kg (k=2)。结论  火腿肠亚硝酸盐测定过程中最主要的不确定度

来源为最小二乘法拟合的曲线, 可通过减小标准品称量、定容等操作误差对曲线绘制的影响, 进而有效降低最

终检测结果的扩展不确定度。 
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Uncertainty evaluation of determination of nitrite in ham sausage  
by spectrophotometry 

QI Ting, GUO Li-Pan*, PEI Hua, XU Xiao, WANG La-Yun, ZHU Xiao-Wei 

(Greentown Agricultural Testing Technology Co., Ltd., Hangzhou 310000, China) 

ABSTRACT: Objective  To determine the nitrite content in ham sausage and evaluate the uncertainty according to 

JJF 1059.1-2012 Evaluation and representation of measurement uncertainty and GB 5009.33-2016 National food 

safety standards-Determination of nitrite and nitrate in food. Methods  The nitrite content in ham sausage was 

determined by spectrophotometry, and the corresponding mathematical model was established to systematically 

analyze the source of uncertainty and its components, including weighing, constant volume, fractionation, dilution 

and so on. Results  When the nitrite content in the ham was 4.31 mg/kg and the confidence probability was95%, the 

expanded uncertainty was 0.138 mg/kg (k=2). Conclusion  The standard curve is the main source of the component 

uncertainties, which can be effectively reduced by reducing the influence of the weighing and constant volume of the 

standard, Furthermore, the extended uncertainty of the final test result can be effectively reduced, furthermore, the 

extended uncertainty of the final test result can be effectively reduced. 
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1  引  言 

亚硝酸盐是一种常用于肉类制品中的发色剂 , 同

时又可以对产品起到防腐剂的作用, 但过量的亚硝酸盐

可以降低人体血红蛋白载血的能力, 诱发人体消化系统

癌变 , 我国对食品中亚硝酸盐添加量有严格要求 [1]。目

前对榨菜 [2]、腌菜 [3]、白菜[4]、卤肉 [5]、香肠 [6]等基质中

亚硝酸盐含量的不确定度评定研究较多 , 但腌制 /卤制

食品腌卤前期微生物中硝酸盐还原酶活性强, 使得食品

中亚硝酸盐含量显著增加 , 随着腌制食品的发酵 , 有机

酸、低 pH 抑制硝酸盐还原酶活性, 降低亚硝酸盐含量[7], 

即腌制及卤制食品中亚硝酸盐含量受微生物活性、温

度、pH 等因素影响较大, 而这些因素不易控制, 故在某

种意义上, 腌卤制食品中亚硝酸盐含量测定的不确定度

评定可能存在一定的缺点。目前对火腿肠中亚硝酸盐含

量测定的不确定度评定研究较少, 火腿肠制作过程有高

温蒸煮过程, 减少了微生物等环境对亚硝酸盐含量的影

响, 不确定度来源可以量化计算, 从而可根据评定结果, 

有效减小较大不确定来源对结果的影响, 确保测定的准

确性 , 故对其不确定度评定的意义较大。因此 , 本研究

利用分光光度法 [8,9]测定火腿肠中亚硝酸盐的含量 , 并

根据 JJF1059.1-2012[10]和 GB/T 27418-2017《测量不确

定度评定与表示》[11], 对火腿肠中亚硝酸盐含量结果的

不确定度进行计算和评定, 以期为评定测量结果质量提

供理论依据及指导。  

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

BSA223S 电子天平(德国赛多利斯); T18 高速组织匀

浆机[艾卡(广州)仪器设备有限公司]; HWS-28 电热恒温水

浴锅(上海一恒科学仪器有限公司); UV-1800 紫外/可见分

光光度计(日本岛津公司)。  

亚硝酸钠(纯度≥99%, 美国 Sigma 公司); 饱和硼砂、

乙酸锌(分析纯, 上海凌峰化学试剂有限公司); 亚铁氰化

钾、盐酸萘乙二胺(分析纯, 西陇化工股份有限公司); 对氨

基苯磺酸(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  亚硝酸盐含量的测定 

食品试样经沉淀蛋白质、除去脂肪后, 在弱酸条件下, 

亚硝酸盐与对氨基苯磺酸重氮化后, 再与盐酸萘乙二胺偶

合形成紫红色染料, 外标法测得亚硝酸盐含量[12,13]。  

2.2.2  试样处理过程 

称取适量匀浆试样 (如制备过程中加水 , 应按加水

量折算), 置于 250 mL 具塞锥形瓶中, 加 12.5 mL 50 g/L

饱和硼砂溶液 , 加入 70 ℃左右的水约 150 mL, 混匀 , 

于沸水浴中加热 30 min, 取出置冷水浴中冷却, 并放置

至室温。定量转移上述提取液至 250 mL 容量瓶中, 加入

5 mL 106 g/L 亚铁氰化钾溶液 , 摇匀 , 再加入 5 mL   

220 g/L 乙酸锌溶液, 以沉淀蛋白质。加水至刻度, 摇匀, 

放置 30 min, 除去上层脂肪, 上清液用滤纸过滤, 弃去

初滤液 30 mL, 滤液备用。 

2.2.3  建立数学模型 
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式中: Y–样品中亚硝酸盐含量, mg/kg;  

m2–测定用样液中亚硝酸钠的质量, μg;  

1000–转换系数;   

m1–试样质量, g;  

V 样–测定用样液体积, mL;  

V 总–试样处理液总体积, mL;  

Aj–仪器响应吸光度;  

Ci–曲线各点浓度;  

Ax-测定用样液的吸光度;  

a-截距; 

b-斜率。 

3  结果与分析 

3.1  不确定来源分析 

火腿肠中亚硝酸盐的不确定度主要来源于标准工作

溶液的制备、称样质量、溶液定容、方法重复性以及标准

曲线的拟合等方面[14], 如表 1 所示, 其不确定度分量的构

成如图 1 所示。 

V

V

样

总  

3.2  食品中亚硝酸盐的不确定度分析 

亚硝酸盐测定步骤繁多, 影响最终测定结果, 故需

逐步分析各个步骤产生的不确定度, 以期保证检测结果

的准确性, 以下试验过程温度控制在(20±2) ℃, 对水的

体 积 的 膨 胀 系 数 为 2.1×104/℃, 天 平 依 据 JJG 

1036-2008《电子天平计量检定规程》检定合格[15], 玻璃

器具根据 JJG 196-2006《常用玻璃器具检定规程》检定

合格 [16]。 

3.2.1  试样称量引入的相对标准不确定度 1

1

( )U m

m
   

称样量为 5.062 g, 设备检定证书标明其误差为±   

0.2 mg, 为均匀分布, 故其 k 值为 3 , 由于样品称量时有

去皮和称量两次操作, 计算 2 次分量: 
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表 1  不确定度来源 
Table 1  Source of uncertainty 

标准不确定度来源 称样 定容、分取、稀释等 测量 

B 类 天平(均匀分布) 

容量瓶(三角分布) 

曲线拟合(正态分布) 移液管(三角分布) 

比色管(均匀分布) 

A 类   重复性测量(正态分布) 

    
 

 
 

图 1  不确定度分量的构成 

Fig.1  Sources of uncertainty components 
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3.2.2  测定用样液体积引入的 B 类相对标准不确定度

( )U V

V

样

样  
(1) 25 mL 单刻度移液管引起的标准不确定度 U(V1)

分析 

25 mL 移液管的标准不确定度来源: 容器容量允差为

±0.03 mL, 取均匀分布的 k= 3 , 换算成标准偏差

1.1
0.03

( ) 0.017mL
3

U V   ; 移液管满刻度时, 人员估读的

误 差 约 为 ±0.01 mL, 按 照 三 角 分 布 的 k= 6 , 

1.2
0.01

( ) 0.0041 mL
6

U V   ; 假设移液管中溶液的温度与校

正时的温度不同, 温度差为 2 ℃, 取均匀分布, k= 3 , 标

准偏差: 
4

1.3
25 2 2.1 10

( ) 0.0061 mL
3

U V
  

  。 

故合成标准不确定度和相对标准不确定度分别如公

式(6)、(7)所示: 

2 2 2
1 1.1 1.2 1.3( ) ( ) ( ) ( ) 0.019 mLU V U V U V U V      (6) 

1

1

( ) 0.017
0.00076

25

U V

V
 

           

(7) 

(2) 50 mL 比色管引入的不确定度 U(V2)   

50 mL 比色管标准不确定度来源为: 50 mL 比色管容

量 允 差 为 ±0.5 mL, 取 均 匀 分 布 k= 3 , 标 准 偏 差

2.1
0.5

( ) 0.29 mL
3

U V   ; 假设移液管中溶液的温度与校正

时的温度不同, 温度差为 2 ℃, 取均匀分布 k= 3 , 标准偏

差
4

2.2
50 2 2.1 10

( ) 0.012 mL
3

U V
  

  。 

则由比色管引入的合成标准不确定度值和相对标准

不确定度如公式(8)、(9)所示:  

               

2 2
2 2.1 2.2( )= ( ) ( ) =0.29 mLU V U V U V

       (8) 

 2

2

( ) 0.29
0.0058

50

U V

V
 

         
(9) 

综上所述, 试样处理过程中引入的 B类相对标准不确

定度:  

               
2 2

1 2

1 2

( ) ( ) ( )
0 .0058

U V U V U V

V V V
  样

样   

(10)
 

3.2.3  试样处理液总体积引入的相对标准不确定度

( )U V

V
总

总

 

(1) 250 mL 容量瓶引入的不确定度 U(V 总) 

250 mL 容量瓶的标准不确定度来源为: 容量允差为

±0.05 mL, 取 均 匀 分 布 k= 3 , 换 算 成 标 准 偏 差

.1
0.05

( ) =0.029 mL
3

U V 总 ; 充满液体至容量瓶刻度的估读

误差约为±0.05 mL, 按照三角分布的 k= 6 , 换算成标准
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偏差 .2
0.05

( ) 0.020 mL
6

U V  总 ; 假设移液管中溶液的温

度与校正时的温度不同 , 温度差为 2 ℃, 按均匀分布

k= 3 , 标准偏差
4

.3
250 2 2.1 10

( ) =0.061 mL
3

U V
  

总 。 

故合成标准不确定度和相对标准不确定度分别如公

式(11)、(12)所示:  

2 2 2
.1 .2 .3( ) ( ) ( ) ( ) 0.070 mLU V U V U V U V   总 总 总 总  (11) 

( ) 0.070
0.00028

250

U V

V
 总

总          
(12) 

3.2.4  标准物质含量浓度导致的相对标准不确定度
U

C
标准

标准
 

标准物质含量引入的不确定度为 B类不确定度, 准确

称取 0.1000 g 于干燥器中干燥 24 h 的亚硝酸钠, 溶解定容

至 500 mL容量瓶中, 此为浓度为 200 µg/mL的亚硝酸钠标

准储备液, 进行后续稀释操作, 使溶液每毫升含 5.0 µg 亚

硝酸钠。 

(1) 万分之一天平引入的不确定度 U1 

天平检定证书标明其误差为±0.1 mg, 均匀分布的

k= 3 , 称量时有去皮、称量两次操作, 计算两次分量 

 1
0.1

2 0.082 mg
3

U   
     

(13)
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         (14) 

(2) 500 mL 容量瓶引入的不确定度 U2 

500 mL 容量瓶的标准不确定度来源为: 容量允差为

±0.05 mL, 取 均 匀 分 布 k= 3 , 换 算 成 标 准 偏 差

2.1
0.05

0.029 mL
3

U   ; 容量瓶满刻度时, 人员估读的误

差约为±0.25 mL, 取三角分布 k= 6 , 换算成标准偏差: 

2.2
0.25

0.10 mL
6

U   ; 假设移液管中溶液的温度与校正

时的温度不同, 温度差为 2 ℃, 按均匀分布 k= 3 , 换成标

准偏差
4

2.3
500 2 2.1 10

0.12 mL
3

U
  

  。 

故则由容量瓶引入的合成标准不确定度、相对标准不

确定度值如公式(15)、(16)所示:  

2 2 2
2 2.1 2.2 2.3 0.16 mLU U U U   

      
 (15) 

2

2

0.16
0.00032

500

U

V
 

           

(16) 

(3) 5 mL 无分度移液管标准不确定度 U3 的分析 

5 mL 移液管的标准不确定度来源为: 容量允差为

±0.025 mL, 取 均 匀 分 布 k= 3 , 换 算 成 标 准 偏 差

3.1
0.025

0.014 mL
3

U   ; 充满液体至移液管刻度的估读

误差约为±0.01 mL, 按照三角分布的 k= 6 , 换算成标准

偏差 3.2
0.01

0.0041 mL
6

U   ; 假设移液管中溶液的温度与

校正时的温度不同, 温度差为 2 ℃, 按均匀分布 k= 3 , 标

准偏差
4

3.3
5 2 2.1 10

0.0012 mL
3

U
  

  。 

故合成标准不确定度和相对标准不确定度分别如公

式(17)、(18)所示:  

2 2 2
3 3.1 3.2 3.3 0.015 mLU U U U          (17) 

 3

3

0.015
0.0030

5

U

V
 

            
(18) 

(4) 200 mL 容量瓶引起的不确定度 U4 的分析 

200 mL 容量瓶的标准不确定度来源为: 容量允差为

±0.05 mL, 取 均 匀 分 布 k= 3 , 换 算 成 标 准 偏 差

4.1
0.05

0.029 mL
3

U   ; 容量瓶满刻度时, 人员估读误差

约为 0.15 mL, 按照三角分布的 k= 6 , 换算成标准偏差

4.2
0.15

0.061 mL
6

U   ; 假设移液管中溶液的温度与校正

时的温度不同, 温度差为 2 ℃, 按均匀分布 k= 3 , 转换成

标准偏差
4

4.3
200 2 2.1 10

0.048 mL
3

U
  

   

故引入的合成标准不确定度和相对标准不确定度值

分别如公式(19)、(20)所示:  

2 2 2
4 4.1 4.2 4.3 0.083 mLU U U U       (19) 

4

4

0.083
0.00042

200

U

V
 

        
(20) 

(5) 标准曲线拟合产生的不确定度 U5 的分析 

按照实验方法测定的标准系列的吸光度, 见表 2。 

由最小二乘法计算得到的回归方程为 Aj=Cib+a, 截距

a=0.0021, 斜率 b=0.0153, 相关系数 r=0.9997。 

本次对样品进行 3 次吸光度测量, 代入公式计算得出

样品亚硝酸盐含量平均值为 y=4.31 mg/kg。

  
2

( )

2

n

i i
j i

A a bC

S
n


 





           (21) 

其中 Aj 为仪器测定的吸光度值; a+bCj 为拟合曲线计算的吸

光度值, 其中C=5.62 为标准系列浓度测定的平均值; p=3

为样品溶液重复测定的次数; n 为标准系列个数为 8。 

 
2

6
( )

7 33 10
0 001105

2 6

n

i i -
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A a bC
.

S .
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(22) 

2

0 i
1

( ) 114.4
n

j

S C C


  
          

(23) 
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表 2  标准系列的吸光度 
Table 2  Absorbance of standard series  

浓度 Ci/(µg/mL) 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 7.5 10.0 12.5 C=5.62 

吸光度值(Ai) 0.0157 0.0328 0.0486 0.0641 0.0795 0.1171 0.1535 0.1934  

Aj=a+bci 0.0174 0.0327 0.0480 0.0633 0.0786 0.117 0.155 0.193  

(AiAj)
2 2.89×106 1.00×108 3.60×107 6.40×107 8.10×107 6.25×108 2.56×106 2.5×109 2

i j( )A A =7.33×106

(CiC)2 21.39 13.14 6.89 2.64 0.39 3.52 19.14 47.27 2
i( )C C =114.4 

 

5
0

1 1 ( )
0 048

S C C
U .

b p n S


          (24) 

故由曲线拟合引入的相对标准不确定度 

1
5rel

( ) 0 068
0 012

5 62

U C .
U = .

.C
 

      
(25) 

2 2 231 2

1 2 3

2 24
5

4

( ) ( ) ( )
( )

0 012
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3.2.5  平行试验重复性引起的标准不确定度 U(C)计算 

试样测量重现性引起的标准不确定度, 为 A 类标准

不确定度, 记为 U(C), 测定结果见表 3 

利用极差法计算:  

4.41 4.26
( )= 0.037

3 3 2.33

R
U C

C


 


    (27) 

故由定容体积引入的相对标准不确定度为:  

rel
( )

= =0.0086
U C

U
X            

(28) 

3.2.6  标准不确定度 

标准不确定度一览表见表 4。 

 
表 3  重复性试验数值 

Table 3  Measurements of repeated experiment 

测量次数 1 2 3 4 5 

测定值/(mg/kg) 4.30 4.26 4.27 4.41 4.33 

均值/(mg/kg) 4.31 

 
表 4  标准不确定度一览表 

Table 4  The list of standard uncertainty 

标准不确定度 U(Xi) 标准不确定度来源 标准不确定值 

( )U m

m
 样品称量相对不确定度 3.2×105 

( )U V

V
总

总

 250 mL 容量瓶引入的相对标准不确定度(允差、温度变化+读数误差) 0.00028 

( )U V

V
样

样

 测定用样液体积引入的 B 类相对标准不确定度 0.0058 

1

1

( )U V

V
 25 mL 无分度移液管引入的相对标准不确定度(允差+温度变化+读数误差) 0.00076 

2

2

( )U V

V
 50 mL 比色管引入的相对标准不确定度(允差+温度变化) 0.0058 

U

C
标准

标准

 标准物质引入的相对标准不确定度 0.012 

1

1

U

m
 标准物质称量引入的相对标准不确定度 8.2×104 

2

2

U

V
 500 mL 容量瓶引入的相对标准不确定度(允差+温度变化+读数误差) 0.00032 

3

3

U

V
 5 mL 无分度移液管引入的相对标准不确定度(允差+温度变化+读数误差) 0.0030 

4

4

U

V
 200 mL 容量瓶引入的相对标准不确定度(允差+温度变化+读数误差) 0.00042 

U5rel 拟合曲线所产生的不确定度 0.012 

Urel 测量重复性所产生的不确定度 0.0086 
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3.2.7  相对合成标准不确定度 
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3.2.8  扩展不确定度分析 

取包含因子 k=2(近似 95%置信概率), 则 

U(Y)=0.016×4.31=0.069 mg/kg          (30) 
U95=U(Y)×k=0.069×2=0.138 mg/kg        (31) 

3.2.9  最后结果与表示   

当火腿肠中亚硝酸盐测定结果为 4.31 mg/kg 时, 其测

量扩展不确定度为 0.138 mg/kg(k=2), 故测量结果表示为

Y=(Y±U(Y))=(4.31±0.138) mg/kg(k=2)。 

4  结论与讨论 

在分光光度法测定火腿肠中亚硝酸盐的含量实验中, 

对火腿肠重复测定 5 次 , 亚硝酸含量的平均值约为    

4.31 mg/kg, 其扩展不确定度为 0.138 mg/kg。火腿肠中亚

硝酸盐测定结果的不确定度评定主要来源于重复测量引入

的 A 类标准不确定度; B 类标准不确定度包括称样质量引

入的标准不确定度、试样定容体积引入的标准不确定度、

标准物质引入的标准不确定度以及标准曲线拟合引入的标

准不确定度。且亚硝酸盐曲线拟合引入的不确定度最大, 

当取置信概率为 95%时, 最终得到测量的扩展不确定度为

0.138 mg/kg (k=2)。从标准不确定度的值看出, 曲线拟合引

入的标准不确定度分量最大, 因此在实际操作中, 应尽量

减小标准品的称量、定容等误差对曲线绘制的影响, 进而

有效降低最终检测结果的扩展不确定度。 
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