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高效液相色谱法测定酱腌菜中脱氢乙酸含量的 

不确定度评定 

许  源 1,2, 陈玉娇 1,2, 祝子铜 1,2, 许赢升 1,2, 余  琪 1,2, 郑  婷 1,2, 雷美康 1,2* 

(1. 杭州海关技术中心衢州综合技术服务部, 衢州  324003; 2. 衢州海关技术中心, 衢州  324003) 

摘 要: 目的  评定高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)测定酱腌菜中脱氢乙酸含

量的不确定度。方法  根据 GB 5009.121-2016《食品安全国家标准食品中脱氢乙酸的测定》中第二法液相色

谱法, 通过建立数学模型, 识别测量过程中的各个不确定度来源, 并对其进行分析和评定。结果  当添加水平

为 50 μg/mL 时, 酱腌菜中脱氢乙酸含量的测定结果为 0.523 g/kg, 在 95%的置信区间下, 其扩展不确定度为

0.098 g/kg (k=2)。结论  对于高效液相色谱法测定酱腌菜中脱氢乙酸含量, 其不确定度主要由配制标准溶液与

拟合标准曲线构成。 
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Uncertainty evaluation for the determination of dehydroacetic acid in pickles 
by high performance liquid chromatography 
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ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty for determination of dehydroacetic acid in pickles by high 

performance liquid chromatography (HPLC). Methods  According to GB 5009.121-2016 National food safety 

standard-Determination of dehydroacetic acid in food, the second method of liquid chromatography, through the 

establishment of mathematical model, the sources of uncertainty in the measurement process were identified, 

analyzed and evaluated. Results  When the addition level was 50 μg/mL, the determination result of dehydroacetic 

acid in pickle was 0.523 g/kg, and the expanded uncertainty was 0.098 g/kg (k=2)at 95% confidence interval. 

Conclusion  For the determination of dehydroacetic acid in pickles by HPLC, the uncertainty is mainly composed of 

standard solution and fitting standard curve. 
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1  引  言 

脱氢乙酸是一种高效、广谱、低毒的防腐剂, 对霉菌、

酵母等有较强的抑菌能力[1-9]。脱氢乙酸主要以钠盐的形式存

在, 在面包、糕点、果蔬汁、肉制品、酱腌菜等食品中应用

广泛[2]。根据 GB 2760-2014《食品安全国家标准 食品添加剂
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使用标准》的规定, 脱氢乙酸在酱腌菜中的最大使用量为  

1.0 g/kg[9]。现阶段, 我国脱氢乙酸的检测方法主要有气相色

谱法[3‒5]和液相色谱法[6‒8]。不确定度是衡量检测结果准确性

的重要参数, 是实验室检测水平的重要指标[10]。目前对酱腌

菜中脱氢乙酸含量进行不确定度评定的研究已有报道, 但是

通过优化后的方法以及小粒径的色谱柱进行测定的研究还未

见报道。本研究依据 GB 5009.121-2016《食品安全国家标准 

食品中脱氢乙酸的测定》中第二法液相色谱法, 通过优化相

关方法参数来测定酱腌菜中的脱氢乙酸含量[11‒13], 并依据

JJF 1059.1-2012《测量不确定度评定与表示》[14]、CNAS-GL 

006-2019《化学分析中不确定度的评估指南》[15]、JJG 196-2006

《常用玻璃量器检定规程》[16]的要求, 对相关测量过程进行

分析, 通过引入因果图, 识别出测量过程中的各个不确定度

来源, 并对其进行相应的评定, 从而得出脱氢乙酸测量结果

的不确定度, 为准确测定酱腌菜中的脱氢乙酸含量提供科学

依据。 

2  材料与方法 

2.1  仪器设备 

ME204E 电子天平[最小分度值 0.01 mg, 梅特勒-托利

多仪器(上海)有限公司]; 雷磁 PHS-3C pH 计(上海精密科

学仪器有限公司); MULTIFUGE X1R 型高速冷冻离心机、

U3000 高效液相色谱仪[赛默飞世尔(上海)仪器有限公司]。 

2.2  试剂与标准品 

2.2.1  试  剂 

甲醇、乙酸铵(色谱纯, 美国默克公司); 氢氧化钠、

硫酸锌(分析纯, 德国 CNW 公司)。分别配制成 0.02 moL/L

乙酸铵溶液、20 g/L 氢氧化钠溶液、120 g/L 硫酸锌溶液。 

2.2.2  标准品 

脱氢乙酸标准品(纯度 99.0%, 上海安谱实验科技股

份有限公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  标准溶液的配制 

标准溶液分为标准储备液和标准工作液。 

脱氢乙酸标准贮备液(1.0 mg/mL): 准确称取脱氢乙

酸标准品 0.1 g(精确到 0.0001 g), 用 10 mL 氢氧化钠溶液

溶解, 用水定容于 100 mL 容量瓶。 

脱氢乙酸标准工作液: 分别吸取脱氢乙酸标准贮备液

0.1、1.0、5.0、10、20 mL 于 100 mL 容量瓶中, 用水定容。

配制成浓度为 1.00、10.0、50、100、200 μg/mL 标准工作液。 

2.3.2  样品处理 

称取样品 2～5 g(精确至 0.0001 g), 置于 25 mL 离心

管中, 加入约 10 mL 水、5 mL 硫酸锌溶液, 用氢氧化钠溶

液调 pH 至 7.5, 转移至 25 mL 容量瓶中, 加水稀释至刻度, 

摇匀。置于 25 mL 离心管中, 超声提取 10 min, 4000 r/min

离心 10 min, 取上清液过 0.45 μm 有机滤膜, 供高效液相

色谱仪测定, 同时做空白实验。 

2.3.3  色谱条件 

色谱柱: 岛津 InertSustain AQ-C18 HP 柱(2.1 mm×150 mm, 

3 μm); 流动相: 甲醇: 0.02 mol/L 乙酸铵(10:90, V:V); 流速:  

0.3 mL/min; 柱温: 30 ℃; 进样量: 1 μL; 检测波长: 293 nm。 

2.3.4  数学模型 

酱腌菜中的脱氢乙酸含量按式(1)进行计算:  

 1 0 1000

1000 1000

c c V f
X

m

   


 
(1) 

式中:  

X—试样中脱氢乙酸的含量, g/kg;  

c1—试样溶液中脱氢乙酸的质量浓度, μg/mL;  

c0—空白溶液中脱氢乙酸的质量浓度, μg/mL;  

V—试样溶液总体积, mL;  

f—过固相萃取柱换算系数(f=0.5);  

m—称取试样的质量, g。 

2.3.5  因果图 

根据数学模型及识别出的不确定度来源可画出如图 1

的因果图。 

3  结果与分析 

3.1  测量不确定度相关分量的评定 

3.1.1  A 类不确定度的评定 

3.1.1.1  测量重复性 

由测量重复性所引入的不确定度属于 A 类不确定度, 

此次实验采用独立重复测定 5 次加标样品中的脱氢乙酸含

量的方法。在操作过程中, 测量结果采用 2 次重复测量结

果的平均值, 查表得极差系数 C 为 2.33, 根据极差公式得

出测量重复性的标准不确定度为:  𝑢୅(𝑋ത) = ோ√ଶ×஼ = ଴.ହଷ଺ି଴.ହଵ଴√ଶ×ଶ.ଷଷ = 0.0079 mg/kg; 

相对标准不确定度: 𝑢୰ୣ୪୅(𝑋ത) = ௨ఽ(௑ത)௑ത = ଴.଴଴଻ଽ଴.ହଶଷ = 0.015。 

3.1.1.2  添加回收率的不确定度 

根据上述实验方法进行 5 次加标回收实验, 得出脱氢

乙酸的加标回收率及相对标准不确定度 urel(R), 见表 1。 

3.1.1.3  合成 A 类标准不确定度 

因为测量重复性和添加回收率互不相关, 将两者合

成得到的合成相对标准不确定度为:  𝑢୰ୣ୪୅ = ඥ𝑢୰ୣ୪୅(𝑋ത)ଶ + 𝑢୰ୣ୪(𝑅)ଶ = √0.015ଶ + 0.0213ଶ =0.026。 

3.1.2  B 类不确定度的评定 

3.1.2.1  称样质量 m 

实验所用天平经检定合格, 由检定证书可知, 天平的

最大允许误差 0.1 mg, 称取样品 2 g, 按矩形分布, 𝑘 = √3, 

则称量样品引入的相对标准不确定度: 
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图 1  不确定度因果图 

Fig.1  Uncertainty causality diagram 
 
 

表 1  样品加标回收的不确定度 
Table 1  Uncertainty of sample recovery 

化合物 回收率/% 平均回收率/% 标准不确定度 相对标准不确定度 

脱氢乙酸 
1 2 3 4 5 

98.91 2.1026 0.0213 

96.33 100.14 97.04 101.15 99.91 

 𝑢ୡ୰ୣ୪(𝑚) = ௨(௠)௞×௠ = ଴.ଵ√ଷ×ଶ = 0.0289。 

3.1.2.2  样品定容体积 V 

(1)容量瓶校准 

实验所用容量瓶经校准合格 , 由校准证书可知 ,  

25 mL 容量瓶的扩展不确定度为 U=0.02 mL(k=2)。所

以样品定容至 25 mL 容量瓶所引入的相对标准不确定

度为 :  𝑢୰ୣ୪(ଶହ) = ௎௞×௩ = ଴.଴ଶଶ×ଶହ = 0.0004。 

(2)温度变动 

实验温度为 20 ℃, 实验室温度变化 T 为±5 ℃, 查表

得 20 ℃温度下水的体积膨胀系数 α为2.07 × 10ିଷ, 按均匀

分布计算, 因子为𝑘 = √3。所以温度变动所引入的相对标

准不确定度为:  𝑢୰ୣ୪(்) = ்×ఈ௞ = ହ×ଶ.଴଻×ଵ଴షయ√ଷ = 0.006。 

(3)合成样品定容体积的两个分量 

因为容量瓶校准和温度变动互不相关, 所以合成相

对标准不确定度为:  𝑢ୡ୰ୣ୪(𝑉) = ට𝑢୰ୣ୪(ଶହ)ଶ + 𝑢୰ୣ୪(்)ଶ = √0.0004ଶ + 0.006ଶ =0.006。 
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(4)样品前处理引入的不确定度 

由样品前处理引入的不确定度为:  𝑢୕ = ඥ𝑢ୡ୰ୣ୪(𝑚)ଶ + 𝑢ୡ୰ୣ୪(𝑉)ଶ = √0.0289ଶ + 0.006ଶ =0.0295。 

3.1.2.3  标准曲线 

(1)脱氢乙酸标准品 

脱氢乙酸标准品由上海安谱实验科技股份有限公司

提供, 纯度 99.0%, 根据产品说明书, 查得相对不确定度

为 0.1%。按均匀分布计算, 因子为𝑘 = √3, 所以标准品引

入的相对扩展不确定度为:  𝑢୆ = ௎√ଷ = ଴.ଵ%√ଷ = 0.00058。 

配制脱氢乙酸标准溶液 

实验所用吸量管经校准合格, 根据校准证书, 1 mL 分

度吸量管的允许误差 U1 为 0.008 mL, 所以相对标准不确

定度为:  𝑢ଵ = ௎భ௞×௩ = ଴.଴଴଼√ଷ×ଵ = 0.00462; 

5 mL 分度吸量管的允许误差 U5 为 0.025 mL, 所以相

对标准不确定度为:  𝑢ହ = ௎ఱ௞×௩ = ଴.଴ଶହ√ଷ×ହ = 0.00289; 

10 mL 单标线吸量管允许误差 U10 为 0.025 mL, 相对

标准不确定度为:  𝑢ଵ଴ = ௎భబ௞×௩ = ଴.଴ଶହ√ଷ×ଵ଴ = 0.00144; 

温度变动所引入的不确定度 uT=0.006。由校准证书可

知 , 100 mL 容量瓶的扩展不确定度为 U100=0.10, 所以  

100 mL 容量瓶引入的不确定度为:  𝑢ଵ଴଴ = ௎భబబ௞×௩ = ଴.ଵ√ଷ×ଵ଴଴ = 0.00058。 

因为上述 6 个不确定度分量互不相关, 所以配制脱氢

乙酸标准溶液引入的不确定度为:  𝑢ୡ୰ୣ୪(𝐵) = ට0.00058ଶ + 0.00462ଶ + 0.00289ଶ+0.00144ଶ + 0.006ଶ + 0.00058ଶ = 0.00827。 

(3)标准曲线拟合 

本研究采取测定 5 个标准曲线点, 每个点测 3 次的实

验方法, 共获得 15 个实验点, 见表 2。 

 

 
表 2  标准曲线测定结果(n=3) 

Table 2  Standard curve measurement results(n=3) 

浓度/(μg/mL) 1 10 50 100 200 

峰面积

/(mAU*min) 

0.174 1.737 8.875 18.187 35.526

0.173 1.733 8.886 18.185 35.528

0.171 1.735 8.847 18.190 35.524

峰面积平均值

/(mAU*min) 
0.173 1.735 8.869 18.187 35.526

采用线性拟合, 绘制得标准曲线 Y=0.1781X+0.0483, 

斜率 b=0.1781, 截距 a=0.0483, r2=0.9998, 所以标准曲线拟

合的不确定度为:  𝑢ୖ = ௦௕ ට ଵ௠ + ଵ௡ + (௫ି௫̅)మ∑ (௫౟ି௫̅)೙೔సభ మ = 0.0204。 

式中:  

s—标准曲线的标准偏差;  

b—标准曲线的斜率;  

m—样品溶液测定的次数, m=5;  

n—标准溶液测定的次数, n=3;  

x—未知样品的浓度, μg/mL;  

xi—各标准溶液中每一点的浓度, μg/mL;  𝑥̅—标准曲线浓度的平均值, μg/mL。 

(4)高效液相色谱仪产生的标准不确定度 uf(A) 

赛默飞 U3000 高效液相色谱仪经检定合格, 由检定

证书可知其标准不确定度 uf(A)=0.06, 则由标准曲线求得

的结果 A 引入的相对合成标准不确定度为:  𝑢ୡ୰ୣ୪(A) = ට𝑢୆ଶ + 𝑢୅ଶ + 𝑢ଶୖ + 𝑢୤ଶ(A) =√0.00058ଶ + 0.00827ଶ + 0.0204ଶ + 0.06ଶ = 0.0639。 

3.1.2.4  合成 B 类标准不确定度 

称样质量、样品定容体积和标准曲线 3 者互不相关, 

所以合成相对标准不确定度为:  𝑢୰ୣ୪୆ = ට𝑢ୡ୰ୣ୪ଶ (𝑚) + 𝑢ୡ୰ୣ୪ଶ (𝑉) + 𝑢ୡ୰ୣ୪ଶ (A) =√0.0000289ଶ + 0.006ଶ + 0.0639ଶ = 0.0641。 

3.2  合成标准不确定度 uc(X) 

上述 A类和 B类不确定度分量互不相关, 故合成相对

标准不确定度为:  𝑢ୡ୰ୣ୪(𝑋) = ට𝑢୰ୣ୪୅ଶ + 𝑢୰ୣ୪୆ଶ = √0.026ଶ + 0.0641ଶ = 0.0943。 

所以合成标准不确定度为:  𝑢ୡ(𝑋) = 0.523 g/kg × 0.0943 = 0.049  g/kg。 

3.3  扩展不确定度 

取区间的置信水平为 95%, 包含因子 k=2, 则测定食

品中脱氢乙酸含量的扩展不确定度为:  𝑈 = 𝑘 × 𝑢ୡ(𝑋) = 2 × 0.049 g/kg = 0.098  g/kg。 

3.4  结果报告 

本研究用高效液相色谱法独立重复测量加标浓度为

50 μg/mL 的加标样品中脱氢乙酸含量 5 次, 测量结果见

表 3, 得到脱氢乙酸含量报告结果 (0.523±0.098) g/kg 

(P=95%, k=2)。 

4  结论与讨论 

本研究结果得出当添加水平为 50 μg/mL 时, 在 95%
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的置信区间下 , 酱腌菜中脱氢乙酸含量的测定结果为

(0.523±0.098) g/kg (k=2)。通过上述研究可知, 不确定度由

很多因素构成, 每个因素对结果的贡献大小不同。用高效

液相色谱法测定酱腌菜中脱氢乙酸含量的不确定度主要由

样品前处理、配制标准溶液与拟合标准曲线构成。因此, 实

验室应重视对实验人员的操作培训、标准品的纯度及配制

过程等关键环节, 以提高检测结果准确性, 从而获得令人

满意的结果。 

 
表 3  样品脱氢乙酸含量测定结果(n=5) 

Table 3  Determination results of dehydroacetic acid in 
samples(n=5) 

序号 样品量/g 
峰面积

/(mAU*min) 

脱氢乙酸含量

/(g/kg) 

1 2.3000 8.628 0.524 

2 2.4503 8.968 0.511 

3 2.2801 8.691 0.532 

4 2.4800 9.057 0.510 

5 2.3302 8.947 0.536 

平均值 / / 0.523 
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