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摘要:根据JJF1059.1—2012《测量不确定度评定与表示》的

规定,对气相色谱—质谱联用法测定食用槟榔中对羟基苯甲

酸乙酯含量的不确定度进行分析,找出影响不确定度的各种

因素,计算合成不确定度及扩展不确定度,为其测定方法的

探讨和检测报告的评估提供依据。不确定评估结果显示,回

收率分量、气相色谱—质谱联用仪分量、测量重复性分量这3
项引起的不确定度分量对合成不确定度影响较大。
关键词:气相色谱—质谱联用;槟榔;对羟基苯甲酸乙酯;不

确定度

Abstract:Toanalyzetheuncertaintyevaluationofmeasurementre-
sultsforp-hydroxybenzoicacidethylesterinediblebetelnutbyGas
chromatographymassspectrometry,thevariousfactorswerefound,

whichaffecteduncertaintyaccordingtoJJF1059.1-2012Evalua-
tionandExpressionUncertaintyinMeasurement,andevaluatedthe
syntheticuncertaintyandexpandedit,gavetheuncertaintyrangeof
themeasuredvalue.Itwasprovidedsupportformethodsdiscussing
andevaluationontestreports.Itisshowedthatthreekindoffactor-
shavesignificantcontributiontotheuncertaintysynthesis,suchas
recoveryfactor,gaschromatographymassspectrometryandmeas-
urementrepeatability.
Keywords:GC-MS;ediblebetelnut;P-hydroxybenzoicacidethyl
ester;uncertainty

测量不确定度是根据所用到的信息,表征赋予被测量值

分散性的非负参数[1]。一个完整的测量结果,除了应给出被

测量的最佳估计值外,还应同时给出测定结果的不确定度。

食用槟榔作为一种果实加工食品,因原产地和生产加工地域

不同、防腐保质要求较高等特点,加工过程中对食品添加剂、

防腐剂方面有较高的要求。湖南省地方标准 DB43/132—

2004《食用槟榔》中规定,防腐剂脱氢乙酸、对羟基苯甲酸酯

可用于食用槟榔加工。其中对羟基苯甲酸酯作为毒性较低

的一种广谱防腐剂,被包括美国、欧盟、中国在内的许多国家

允许应用于食品。DB43/132—2004中也规定,槟榔食品中

对羟基苯甲酸酯添加量为0.5g/kg(以对羟基苯甲酸计)。

但近年来有研究[2]报道对羟基苯甲酸酯类有潜在的雌激素

活性,对人体健康安全有一定的影响,专家要求重新评定对

羟基苯甲酸酯类物质的每日允许摄入量等安全性评价指标。

本研究拟采用气相色谱—质谱联用法测定食用槟榔中对羟

基苯甲酸乙酯含量,并依据JJF1059.1-2012《测量不确定

度评定与表示》的规定找出影响不确定度的各种因素,合成

不确定度及扩展不确定度,为其测定方法的探讨和检测结果

的评估提供依据。

1　试验部分

1.1　原理

样品酸化后,对羟基苯甲酸酯类用乙酸乙酯提取后,经

气相色谱进行分离,以特征离子峰进行定性定量。

1.2　仪器和试剂

气相色谱—质谱联用仪:7890A-5975C型,美国安捷伦

科技有限公司;

电子天平:BS210S型,德国赛多利斯集团;

乙酸乙酯:色谱纯,国药集团化学试剂有限公司;

对羟基苯甲酸乙酯标准物质:GBW(E)100064,相对扩

展不确定度0.2%,k=2,国家标准物质研究中心。

1.3　测量条件

1.3.1　色谱条件　载气:高纯氦气(99.999%);色谱柱:DB-

5MS毛细 管 柱 (30 m×0.25 mm×0.25μm);柱 流 速:

1.0mL/min;分流比:10︰1;汽化室温度:250 ℃;柱温程
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序:初始温度50 ℃,保持1min,以10 ℃/min速率升温至

200℃,保持3min。

1.3.2　 质 谱 条 件 　 传 输 线 温 度:220 ℃;离 子 源 温 度:

250℃;离子化方式:EI;电子能量:70eV;延迟时间2.0min;

检测方式:全扫描;质量范围:m/z25~300。

1.4　测量过程

称取10g试样(精确至0.0001g),加1mL盐酸(1+1)

(V/V)酸化,加10mL饱和氯化钠溶液、准确加入10.00mL
乙酸乙酯涡旋 2 min,超声提取 20 min,弃去水层。加入

10mL碳酸氢钠溶液(1g/100mL),涡旋2min,静置10min,

8000r/min离心15min,取上清液过滤膜供质谱测定。

1.5　质谱图

气相色谱—质谱联用法测得对羟基苯甲酸乙酯的质谱

图见图1。
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图1　对羟基苯甲酸乙酯质谱图

Figure1　P-hydroxybenzoicacidethylestermassspectrogram

2　测量不确定度评定

由测量所得的测得值只是被测量的估计值,测量过程中

的系统效应及随机效应均会导致测量不确定度。对于检测

结果除了给出最优的估计值外,其相对不确定度评估也相当

重要。本研究依据JJF1059.1-2012《测量不确定度评定与

表示》的方法,建立食用槟榔中对羟基苯甲酸酯类测定结果

的数学模型,找寻不确定来源,并对不同类别的不确定度分

量进行评定,合成不确定度及扩展不确定度。

2.1　测量数学模型

根据本研究的检验原理,评定对羟基苯甲酸乙酯测量结

果不确定度的数学模型可以用式(1)表示:

X =
c×v
m

(1)

式中:

X———被测食用槟榔样品中对羟基苯甲酸乙酯含量,

g/kg;

c———上机待测液浓度,mg/mL;

v———提取液体积,mL;

m———样品的质量,g。

2.2　不确定度来源分析

气相色谱—质谱联用法测定食用槟榔中对羟基苯甲酸

乙酯的不确定度分量主要来自以下几个方面[3-9](图2)。

2.3　测量不确定度评定

2.3.1　重复性试验引入的不确定度　在重复性条件下,食

用槟榔样品10次测定对羟基苯甲酸乙酯含量,测定结果见

表1。重复性引入的不确定度属 A类评定。

y

标准溶液 样品测定过程

标准物质

天平允差

重复性测量

载气流速

温度校正

校正曲线

体积 回收率

重复性测量

天平允差

柱温

自动进样针

移液管

温度校正

容量瓶

温度校正

仪器 质量 体积

图2　不确定度来源

Figure2　Thesourcesofuncertainty

表1　重复性测定样品的结果

Table1　Repeatedmeasurementsofthesampleresults

测定次数 含量/(g·kg1) 测定次数 含量/(g·kg1)

1 0.192

2 0.183

3 0.194

4 0.176

5 0.188

6 0.175

7 0.191

8 0.187

9 0.184

10 0.191

　　计算测得的样品含量平均值为:

x
-

=
∑
n

i=1
xi

n =0.1861(g/kg)

用贝塞尔公式计算试验标准差:

sx( ) =
∑ xi -x

-
( ) 2

n-1 =0.00627(g/kg)
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重复性引入的标准不确定度:

uA =
sx( )

n
=

0.00627
10

=0.00198(g/kg)

重复性引入的相对不确定度为:

urel(A) =
0.00198
0.1861 =0.0106

2.3.2　标准溶液引入的不确定度评定

(1)标准物质的标准值引起的不确定度:本试验方法中

拟合校正曲线及分析样品时选用的对羟基苯甲酸乙酯的标

准物质[编号 GBW(E)100064],证书提供标准值为99.7%,

相对扩展不确定度为0.2%,k=2,其相对不确定度为:

urel(c) =
0.2%

2 =0.00100

(2)标准品称量引入的不确定度:天平称量时对示值量

化的不确定度服从均匀分布。天平分辨力为0.1mg,区间

半宽度为0.05mg,由此引入的相对不确定度为:

urel(m1) =
0.05

1000×0.05×0.997× 3
=0.000579

同一样品连续称重3次,采用极差法计算标准偏差[3]:

S(m )=R/C,其中R 为极差,R=0.0002g;C 为极差系数,

经查表n=3时极差系数为1.69,则相对不确定度为:

urel(m2) =
R

m×C× n
=0.00000137

合成天平称量不确定度:

urel(m) = urel(m1)
2 +urel(m2)

2 =0.00149
(3)标准溶液配制时引入的不确定度:本试验方法中对

羟基苯甲酸乙酯标准储备液,是称取0.05g标准品,用乙酸

乙酯溶解,准确定容至50mL容量瓶中。分别移取0.5,1,

2,3,4,5mL标准储备液到10mL容量瓶中,用乙酸乙酯定

容至刻度,配制成0.05,0.1,0.2,0.3,0.4,0.5mg/mL的标

准工作液。在此过程中的不确定度,主要由所用的1mLA
级吸量管,10,50mL容量瓶的不确定度和温度影响的不确

定度组成。

①1mLA级吸量管引入的不确定度:根据JJG196—

2006《常用玻璃量器检定规程》,1mLA 级吸量管的最大允

差为±0.007mL。按均匀分布,引入的不确定度为:

u v1mL( ) =
0.007

3
=0.00404(mL)

1mL吸量管校正温度为20℃,试验温度15℃,温度波

动5℃,乙酸乙酯膨胀系数是1.38×10-3 ℃-1,按均匀分布

考虑,温度引入的不确定度为:

u v1mL温( ) =
1×1.38×10-3 ×5

3
=0.00398(mL)

其相对不确定度为:

urel v1mL( ) =
u v1mL( )

1[ ]
2

+
u v1mL温( )

1[ ]
2

=

0.00567

② 同理,10mL 容量瓶引入的不确定度为:

u v10mL( ) =
0.020

3
=0.0115(mL)

温度引入的不确定度为:

u v10mL温( ) =
10×1.38×10-3 ×5

3
=0.0398(mL)

其相对不确定度为:

urel v10mL( ) =
u v10mL( )

10[ ]
2

+
u v10mL温( )

10[ ]
2

=

0.00414

③ 同理,50mL 容量瓶引入的不确定度为:

u v50mL( ) =
0.05

3
=0.0289(mL)

温度引入的不确定度为:

u v50mL温( ) =
50×1.38×10-3 ×5

3
=0.199(mL)

其相对不确定度为:

urel v50mL( ) =
u v10mL( )

50[ ]
2

+
u v10mL温( )

50[ ]
2

=

0.00402
则配制标准溶液过程中引入的相对不确定度为:

urel v( ) =

urel v1mL( )[ ] 2 + urel v10mL( )[ ] 2 + urel v50mL( )[ ] 2

=0.00809
(4)标准工作溶液的相对不确定度:

urel(Cs) = urel(c)[ ] 2 + urel(m)[ ] 2 + urel(v)[ ] 2 =
0.00829

2.3.3　称量引入的不确定度评定　样品称量与标准物质称

量为同一天平,同2.3.2,天平引入的相对不确定度为:

urel(m1) =
0.05

1000×10× 3
=0.00000289

同一样品连续称重3次,相对不确定度为:

urel(m2) =
R

m×C× n
=0.00000683

合成天平称量不确定度:

urel(m) = urel(m1)
2 +urel(m2)

2 =0.00000742

2.3.4　提取液体积引入的不确定度评定　本试验方法提取

溶液体积为10.00mL,同2.3.2,10.00mL吸量管引入的标

准不确定度为:

u(v1) =
0.02

3
=0.0115(mL)

温度引入的不确定度为:

u(v温 ) =
10×1.38×10-3 ×5

3
=0.0398(mL)

其相对不确定度为:

urel(v) =
u(v1)

10[ ]
2

+
u(温)

10[ ]
2

=0.00414

2.3.5　仪器引入的不确定度

(1)自动进样针进样体积引入的不确定度:10μL气相
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色谱自动进样针示值最小刻度为0.2μL,实际最大误差以

0.02μL计[4],进样体积1μL,进样体积服从均匀分布,其相

对标准不确定度为:

urel(inj) =
2×10-5

3×1
=0.0000115

(2)载气流速引入的不确定度:JJG700—1999中对于

载气流速稳定性的要求是:10 min之内,波动范围不超过

±1%。本试验以此上限和下限来考核评定载气流速引入的

不确定度。

(3)气 相 色 谱 柱 箱 温 度 控 制 引 入 的 不 确 定 度:JJF

1164—2006中对 于 气 相 色 谱 柱 箱 温 度 稳 定 性 的 要 求 是:

10min之内,程序升温重复性优于±2%。本试验以此上限

和下限来考核评定载气流速引入的不确定度。

(4)GC—MS重复性引入的不确定度:在重复性条件

下,对同一对羟基苯甲酸乙酯标准溶液连续进行10次测定,

所得峰面积见表2。重复性引入的不确定度属 A类评定。

表2　对羟基苯甲酸标准溶液的峰面积

Table2　Peakareaofp-hydroxybenzoicacidethyl

esterstandardsolution

测定次数 峰面积 测定次数 峰面积

1 2163056951

2 2162162543

3 2164257480

4 2162961365

5 2164158416

6 2163056312

7 2163958192

8 2163057733

9 2162155698

10 2163063146

　　计算测得的对羟基苯甲酸乙酯标准溶液峰面积平均

值为:

xinA =
∑
n

i=1
xi

n =2163188783

用贝塞尔公式计算试验标准差:

sxinA( ) =
∑ xi -x

-
( ) 2

n-1 =7389423

重复性引入的标准不确定度:

uinA =
sx( )

n
=

0.0065
10

=233674

重复性引入的相对不确定度为:

urel(inA) =
233674

2163188783=0.000108

(5)合成仪器的相对标准不确定度为:

urel(in)= urel(inj)
2 +urel(in气)

2 +urel(in温)
2 +urel(inA)

2 =

0.00001152 +0.012 +0.022 +0.0001082 =0.0224

2.3.6　样品测定过程产生的不确定度

(1)校正曲线拟合引入的不确定度:对各对羟基苯甲酸

标准工作溶液测定3次(表3),以浓度为横坐标,以峰面积为

纵坐标,绘制标准曲线。

得拟合标准曲线方程:y=ax+b,a=7247721014.57,

b=0,R2=0.9994。标准工作曲线拟合引入的不确定度ucu

由式(2)计算[3]:

u(cu) =
S
a

1
n +

1
p +

(x
-

-c
-
)2

∑
n

i=1

(Ci -c
-
)2

(2)

表3　对羟基苯甲酸标准溶液的峰面积峰面积Ai
Table3　Peakareaofp-hydroxybenzoicacidethylesterstandardsolution

浓度/(mg·mL-1) A1 A2 A3 Ai
-

0.05 376458219 374784074 373659172 374967155

0.1 737569147 739929782 741687934 739728954

0.2 1484120720 1476912483 1468159732 1476397645

0.3 2128059464 2120649713 2117864513 2122191230

0.4 2940294402 2923916457 2935178936 2933129931

0.5 3621358974 3613358974 3602358974 3612358974

　　其中:

S =
1

n-2∑
n

i=1

[Ai

-

-(b+aCi)]2 (3)

式中:

S———拟合标准曲线的标准偏差;

a———标准曲线斜率,7247721014.57;

b———标准曲线截距,0;

n———标准曲线浓度点数,18;

p———样品重复测定次数,10;

Ci———标准点浓度值,mg/mL;

c
-
———标准溶液平均浓度,mg/mL;

Ai

-
———标准浓度Ci 对应的平均峰面积。

S =
1

n-2∑
n

i=1

[A
-

i - b+aCi( ) ]2 =1.787×107

u(cu)=
S
a

1
n +

1
p +

(x
-

-c
-
)2

∑
n

i=1

(Ci-c
-
)2

=0.00104(g/kg)

标准曲线拟合引入的相对不确定度:

urel(cu) =
u(cu)

0.1861=0.00559
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(2)回收率引入的不确定度:气相色谱—质谱联用法测

定食品中对羟基苯甲酸乙酯含量,要经过涡旋提取、超声提

取、离心沉淀、过滤膜等步骤。如果对每一步骤进行不确定

度评定,部分难以确定的因素评定起来会有一定的难度,本

试验方法以回收率来进行综合评定。待测样在回收率的试

验中,是被设定为与实际检测进程相同的载体条件。

对食用槟榔中对羟基苯甲酸乙酯进行回收率试验,6次

试验结果回收率在91.4%~112.1%,回收率的可能值的上

界、下界与最佳估计值100%不对称。在有效信息短缺的情

况下,按均匀分布来处理不确定度评定,由此产生的标准不

确定度采用式(4)计算[5]:

u(rec) =
(b++b-)2

k
(4)

式中:

U(rec)———样品测定过程中回收率的标准不确定度;

b+ ———回收率按其估计值的偏差上限;

b- ———回收率按其估计值的偏差下限;

k———回收率界限不对称时,k=12。

u(rec) =

(112.1%-100%)+(100%-91.4%)[ ] 2

12 =0.0572

相对不确定度为:

　　urel(rec) =
u(rec)

100% =0.0572

样品测定过程产生的不确定度:

urel(T) = urel(cu)[ ] 2 + urel(rec)[ ] 2 =0.0575

2.4　合成标准不确定度

综上所述,各不确定度分量对合成不确定度的影响分布

见图3。
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图3　测量不确定度分量分布示意图
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　　在不考虑各输入量之间的相关性的情况下,以方和根合

成相对标准不确定度:

urel(X)= urelA( ) 2 + urelCs( ) 2 + urelm( ) 2 + urelv( ) 2 + urelin( ) 2 + urelT( ) 2 =

0.01062 +0.008292 +0.000007422 +0.004142 +0.02242 +0.05752 =0.0633

2.5　扩展不确定度

在置信概率取95%的情况下,包含因子k=2。相对扩

展不确定度为:

U95rel =k×urelx =2×0.0633=0.127
由试验数据的平均值计算得该食用槟榔样品中对羟基

苯甲酸乙酯含量的最佳估计值:

X=0.186(g/kg)

故其扩展不确定度为:

U95=0.186×0.127≈0.024(g/kg)

该食用槟榔样品中对羟基苯甲酸乙酯含量的测量不确

定度报告:

X=(0.186±0.024)g/kg(包含因子k=2,置信概率

95%)。

3　结论

以气相色谱—质谱联用法测定食用槟榔中对羟基苯甲

酸乙酯为例,对测定食用槟榔中对羟基苯甲酸乙酯的测量不

确定度来源进行了分析和量化评定,结果表明测定过程中的

回收率、气相色谱—质谱联用仪、测量重复性分量对不确定

度的影响较大,而质量、提取液体积等对测量不确定度影响

较小。因此要减小不确定度,得到准确性高的测量结果,应

选用稳定性好的仪器、选择合理的测定方法,并规范检验

操作。
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