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高效液相色谱法测定酱腌菜中苯甲酸的 
不确定度评定 

高天蓝星, 王赛楠*, 智文莉 
(河南省口岸食品检验检测所, 郑州  450003) 

摘  要: 目的  评定高效液相色谱法测定酱腌菜中苯甲酸含量的不确定度。方法  按照 GB 5009.28-2016《食

品安全国家标准 食品中苯甲酸、山梨酸和糖精钠的测定》测定酱腌菜中苯甲酸, 根据 JJF 1059.1-2012《测量

不确定度评定与表示》的方法, 建立高效液相色谱法测定酱腌菜中苯甲酸不确定度评定的数学模型, 分析并量

化其中各来源的不确定度分量, 最终合成酱腌菜中苯甲酸含量的不确定度。结果 在 95%的置信区间下, 酱腌

菜中苯甲酸含量测定结果可表示为(0.214±0.00624) g/kg, k=2。结论  引入不确定度的主要分量是重复性测定

及标准曲线的拟合过程等。 
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Uncertainty evaluation for determination of benzoic acid in pickled 
vegetables by high performance liquid chromatography 

GAO Tian-Lan-Xing, WANG Sai-Nan*, ZHI Wen-Li 
(Food Inspection and Testing Institute of Henan Province, Zhengzhou 450003, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty of the determination of benzoic acid content in pickled 

vegetables by high performance liquid chromatography (HPLC). Methods  According to GB 5009.28-2016 

Determination of benzoic acid, sorbic acid and saccharin sodium in food, the content of benzoic acid in pickled 

vegetables was detected. According to the approach in JJF 1059.1-2012 Measurement uncertainty and results indication, 

a mathematical model for the determination of benzoic acid uncertainty in pickles by high performance liquid 

chromatography was established, and the uncertainty components of each source were analyzed and quantified. Finally, 

the uncertainty of benzoic acid content in pickled vegetables was synthesized. Results  When the benzoic acid content 

was 0.214 g/kg, the extended uncertainty was 0.00624 g/kg(k=2) under the 95% confidence interval．Conclusion  

Results indicate that main influence factors of the uncertainties in the determination are standard curve fitting process 

and repeatability. 
KEY WORDS: high performance liquid chromatography; pickled vegetables; benzoic acid; uncertainty 
 
 

1  引  言 

苯甲酸是一种广谱性的酸性防腐剂, 对霉菌、酵母和

细菌有较好的抑制作用, 常以苯甲酸钠的形式在多类食品

中广泛应用。少量苯甲酸对人体无毒害, 可随尿液排出体

外, 在人体内不会蓄积; 但研究表明长期过量食入苯甲酸
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超标的食品可能带来哮喘、荨麻疹、血管性水肿、代谢性

酸中毒、肝脏损伤、神经系统损害、致畸、致突变等多种

危害[16]。我国 GB 2760-2014《食品安全国家标准 食品添

加剂使用标准》中规定苯甲酸在酱腌菜中允许最大使用量

是 1.0 g/kg[7]。 
由于测量受环境条件的影响、人员操作可能存在的误

差、仪器设备性能局限性等原因, 实验测得的检测结果只

是被测量的估计值, 而测量不确定度是对测量过程中系统

效应和随机效应的修正, 因此测量不确定度是反映检测结

果可比性、可信性和可接受性的关键指标, 不确定度越小

表明测量结果的使用价值越高[811]。目前尚没有看到关于

酱腌菜中苯甲酸含量测定不确定度评定的研究, 本文依据

GB 5009.28-2016《食品安全国家标准 食品中苯甲酸、山

梨酸和糖精钠的测定》[12]测定酱腌菜中苯甲酸的含量, 根
据 JJF 1059.1-2012《测量不确定度评定与表示》 [13]、

CNAS-GL06: 2019《化学分析中不确定度的评估指南》[14]

和 CNAS-GL05:2011《测量不确定度要求的实施指南》[15]

规定的方法, 建立测量模型, 分析并量化其中各来源的不

确定度分量, 确定影响酱腌菜中苯甲酸检测结果的主要

因素, 为提高测定结果的可比性、可信性和可接受性提

供依据[1619]。 

2  材料与方法 

2.1  仪器设备与试剂 

U3000 高效液相色谱仪 (二极管阵列检测器 , 美国

Thermo 公司); XSE105DU 电子天平(0~120 g, 瑞士 Mettler 
Toledo 公司 ); ME203 电子天平 (0~220 g, 瑞士 Mettler 
Toledo 公司); VX-Ⅲ多管振荡器(北京踏锦公司); 3-30K 离

心机(德国 Sigma 公司); KQ-250DE 超声波清洗器(昆山超

声仪器有限公司)。 
苯甲酸标准品(1005 μg/mL, 北京 BePure 公司); 甲醇

(色谱纯, 德国 Merck 公司); 乙酸铵、甲酸(色谱纯, 美国

Thermo 公司); 亚铁氰化钾(分析纯, 天津市光复科技发展

有限公司); 乙酸锌(分析纯, 天津市致远化学试剂有限公

司); 实验用水均为符合 GB/T 6682-2008 规定的一级水。 
酱腌菜来自食品安全监督抽检随机样本。 

2.2  实验方法 
2.2.1  样品处理与测定 

(1)样品前处理: 准确称取约 2 g(精确到 0.001 g)粉碎

均匀的样品于 50 mL 离心管中, 加水约 25 mL 混匀后于

50 ℃水浴超声 20 min, 冷却至室温后加入亚铁氰化钾溶液

和乙酸锌溶液各 2 mL, 混匀后 8000 r/min离心 5 min, 将水

相转移至 50 mL 容量瓶中, 离心管加水 20 mL, 重复上述

提取操作后将水相转移到上述 50 mL 容量瓶中, 用水定容

后混匀。取上清液经 0.22 μm 滤膜过滤, 供液相色谱测定

使用。 

(2)标准溶液配制: 准确量取苯甲酸标准品 995 μL, 
用水定容至 10 mL 得到 100 μg/mL 的标准储备溶液。分别

准确吸取苯甲酸标准储备溶液 0.10、0.20、0.50、1.0、     
1.5 mL, 用水定容至 10 mL, 配制成质量浓度分别为 1、2、
5、10、15 μg/mL 的标准工作溶液。 

(3)样品含量测定: 将标准工作溶液由液相色谱仪测

定相应的峰面积, 以质量浓度为横坐标、峰面积为纵坐标, 
绘制标准曲线。经前处理的样液由液相色谱仪测得峰面积, 
根据标准曲线计算得到样品中苯甲酸的质量浓度。 
2.2.2  仪器条件 

色谱柱: Agela Venusil XBP C18 柱(4.6 mm×250 mm,  
5 μm); 流速: 1 mL/min; 检测波长: 230 nm; 进样量: 10 μL; 
流动相: 甲醇:[甲酸-乙酸铵溶液(2 mmol/L甲酸-20 mmol/L
乙酸铵)]=15:85(V:V)。 
2.2.3  不确定度测量模型 

本实验中, 用 GB 5009.28-2016 测定苯甲酸含量的计

算公式为:  

X=
1000×
×

m
Vc  

式中: X—样品中被测组分的含量, g/kg; c—测得样品中苯

甲酸峰面积对应的质量浓度, μg/mL; V—样品定容体积, 
mL; m—试样质量, g; 1000—由 mg/kg 转换为 g/kg 的换算

因子。 

3  结果与分析 

3.1  不确定度来源分析 

测量不确定度的来源主要有: 标准物质浓度、移液器

误差、玻璃量器误差及标准物质溶液配制过程中产生的不

确定度; 样品称量引入的不确定度; 样品前处理过程产生

的不确定度; 样品定容引入的不确定度; 仪器波动及重现

性、人员操作、随机误差等因素引起的不确定度[2022], 如
图 1 所示。 

3.2  不确定度分量的计算 
3.2.1  样品称量的不确定度 urel(m) 

从校准证书查得使用的天平(ME203)最大允许误差为

±0.005 g, 属于 B 类不确定度, 按矩形分布 k= 3 , 则样品

称量的标准不确定度为:  
u(m)=2.89×10-3 g; 

则称样量为 2 g 时, 样品称量的相对标准不确定度为:  
urel(m)=1.44×10-3。 

3.2.2  样品定容的不确定度 urel(V) 
根据玻璃器具检定规程[23], 样品提取后定容使用的

50 mL A 级容量瓶的允差为±0.05 mL, 属于 B 类不确定度, 
按矩形分布 k= 3 , 则样品定容的标准不确定度为:  

u(V)=0.0289 mL; 
则样品定容的相对标准不确定度为:  

urel(V)=5.78×10-4。 
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图 1  不确定度来源 
Fig.1  Sources of uncertainty 

 
3.2.3  标准物质储备溶液配制的不确定度 urel(Cs) 

(1)标准物质浓度的不确定度 
本方法采用的苯甲酸标准品的浓度为 1005 μg/mL, 

根据其证书提供的不确定度为±3%, 属于 B 类不确定度, 
按 95%置信区间取 k=2, 则苯甲酸标准物质浓度的不确定

度为:  
u(P)=0.0150; 

则标准物质浓度的相对标准不确定度为:  
urel(P)=1.49×10-5。 

(2)标准物质溶液移取体积的不确定度 urel(Vst) 
根据移液器检定规程[24], 移取标准物质溶液时使用

的 1000 μL 移液器容量允许误差为±1%, 属于 B 类不确定

度, 按矩形分布 k= 3 , 则标准物质溶液移取体积的相对

标准不确定度为:  
urel(Vst)=5.77×10-3。 

(3)标准储备液定容的不确定度 urel(Vs) 
根据玻璃器具检定规程, 标准储备液定容时使用的

10 mL A 级容量瓶的允差为±0.020 mL, 属于 B 类不确定度, 
按矩形分布 k= 3 , 则标准储备液定容引起的标准不确定

度为:  
u(Vs)=0.0115 mL; 

则标准储备液定容相对标准不确定度为:  
urel(Vs)=1.15×10-3。 

则标准物质储备液配制的相对标准不确定度为:  

3-st2
 rels2

rel
2

 relsrel 10×88.5=)+(+)= )( VuVuPuCu （）（ 。 

3.2.4  标准工作溶液配制的不确定度 
用标准储备液稀释配制成浓度为 1、2、5、10、15 μg/mL

的苯甲酸标准工作溶液, 使用线性最小二乘法拟合曲线程

序的前提是假定横坐标的量(质量浓度)的不确定度远小于

纵坐标的量(峰面积)的不确定度。因此, 忽略不计标准曲线

逐级稀释引入的不确定度。标准工作溶液配制的不确定度

可忽略不计。 
3.2.5  标准工作曲线拟合的不确定度 urel(S) 

苯甲酸标准工作溶液经液相色谱仪测得峰面积见表

1。通过作标准系列的回归标准曲线, 得到线性回归方程: 
A=0.6277C+0.0615, r²=0.9999。式中 A 为测得峰面积

(mAU*min), C为所测溶液中苯甲酸浓度(μg/mL), 0.6277为

拟合曲线斜率 b, 0.0615 为拟合曲线截距 a。 
 

表 1  标准工作溶液峰面积测定结果 
Table 1  Determination of peak area of standard working 

solutions 

质量浓度/(μg/mL) 1 2 5 10 15 

峰面积/(mAU*min) 0.654 1.320 3.259 6.312 9.478
 

对样品测定 6 次, 测得峰面积 A, 由回归方程计算得

出样液中苯甲酸浓度分别为 8.6419、8.3886、8.5893、
8.8856、8.7709、8.1416 μg/mL, 平均值为 c 样=8.570 μg/mL, 
最小二乘法拟合标准工作曲线求得样液中苯甲酸含量过程

所引入的相对标准不确定度为:  

0427.0=
c-(

+
1

+
1

=)(
c

2

S
c

nPb
SSu A ）样  

式中: SA 一标准工作溶液峰面积残差的标准偏差;  
c 一标准工作溶液平均浓度;  
SC 一标准工作溶液浓度残差的平方和;  
n 一标准工作溶液的测定次数, n=5;  
P 一样液的测定次数, P=6。 

其中, 0426.0=
2-

]c+-[
= 1=

2
i

A n

baA
S

n

i
i∑ ）（

,  

6.6== 1=
i

n

c
c

n

i
∑

, 
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2.137=)c-(=
1=i

2
c ∑

n
cS , 

则最小二乘法拟合过程所产生的相对标准不确定

度为:  

 =
)(

=)(rel
样c
Su

Su -310×4.98 。 

3.2.6  重复性测定引入的不确定度 urel(R) 
对样品进行 6 次平行测定, 测得样品中苯甲酸含量见

表 2。重复性测定引入的不确定度属于 A 类, 应用贝塞尔

法评定。此不确定度结果已包含了样品均匀性、前处理操

作、仪器性能等引入的不确定度。 
 

表 2  酱腌菜中苯甲酸重复性测定结果(n=6) 
Table 2  Repeatability test results of benzoic acid in pickled 

vegetables (n=6) 

序号 1 2 3 4 5 6 

含量/(g/kg) 0.2160 0.2097 0.2147 0.2221 0.2193 0.2035

平均含量/(g/kg) 0.214 

 

重复性标准偏差 3-1=
2

10×74.6=
1-

)-(
=

n

xx
S

n

i
∑

,  

重复性不确定度 3-10×75.2==)(
n

S
Ru ,  

则相对标准重复性不确定度为: 0123.0=
)(

=)(rel x
Ru

Ru 。 

3.3  合成标准不确定度及扩展不确定度的计算 

将上述相对标准不确定度分量汇总, 如表 3 所示。 
 

表 3  测量不确定度分量 
Table 3  Uncertainty components of measurement 

符号 来源 相对标准不确定度 

urel(CS) 标准物质储备液配制 5.88×10-3 

urel(S) 标准曲线拟合 4.98×10-3 

urel(m) 样品称量 1.44×10-3 

urel(V) 样品定容 5.78×10-4 

urel(R) 测定重复性 0.0123 

 
根据实验过程, 结合 2.2.3 的测量模型, 将上述不确

定度分量按如下公式计算合成相对标准不确定度[2527]:  

)+)+)+) +)= )( 2
 rel

2
 rel

2
 rel

2
 rels

2
 relrel RuVumuSuCuXu （（（（（  

=0.0146。 
实验测得酱腌菜中苯甲酸的含量为 0.214 g/kg, 则合

成标准不确定度为:  
u(X)=0.00312 g/kg。 

按 95%置信区间计算, 取 k=2, 则测量结果的扩展不

确定度为:  
U=2u(x)=0.00624 g/kg。 

3.4  测量不确定度的结果报告 

按照 GB 5009.28-2016《食品安全国家标准 食品中苯

甲酸、山梨酸和糖精钠的测定》测定酱腌菜中苯甲酸含量

的结果可表示为: (0.214±0.00624) g/kg, k=2。 

4  结  论 

本研究讨论了高效液相色谱法测定酱腌菜中苯甲酸

含量不确定度的主要来源以及各不确定度分量的评定方

法。结果显示依据 GB 5009.28-2016 测定酱腌菜中苯甲酸

的含量时, 重复性测定所产生的不确定影响最大, 其次是

标准曲线拟合过程产生的不确定度, 在检测过程中要特别

注意, 以保证检测结果的准确性。同时该模型可为液相色

谱法测定其他食品添加剂提供科学参考。 
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