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0食品安全国家标准 食品中

苯甲酸*山梨酸和糖精钠的测定1中的高效液相色谱法!

建立了高效液相色谱法测定食用槟榔中苯甲酸*山梨酸

和糖精钠的不确定度评定方法!较全面地考察整个测定

过程中产生不确定度的来源!并对其进行分析和量化"

样品中苯甲酸*山梨酸*糖精钠含量测定的扩展不确定度

分别为
"=""A#"
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9

"食用槟榔中苯甲

酸*山梨酸和糖精钠的检测不确定度主要来源于标准曲

线的拟合"

关键词!槟榔#苯甲酸#山梨酸#糖精钠#不确定度#高效液

相色谱法
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PXVO

槟榔是棕榈科植物槟榔干燥成熟种子'含有人体所

需的生物碱-多酚-氨基酸以及不饱和脂肪酸等多种营养

成分和活性成分+

#

,

(槟榔主要种植在中国的海南和台

湾'海南
(+T

以上的槟榔以干果的形式直接销往湖南加

工成食用槟榔#亦称槟榔嚼块%

+

!

,

(食用槟榔在加工过程

中'为了保证食用槟榔的安全性和可口性'根据
à

!-)"

)

!"#A

2食品安全国家标准 食品添加剂使用标准3'

食用槟榔添加量适用于话化类标准'山梨酸和苯甲酸最

大添加量不得超过
"=+

9

*

\

9

'糖精钠最大添加量不得超过

+

9

*

\

9

(因此如何客观准确地测量其含量对企业防腐剂

的添加具有指导作用'而槟榔成分复杂且加工时会添加

数十种添加剂'增加了准确测量的难度(现有研究+

,YA

,

多是检测槟榔中多种食品添加剂的含量'并未对其不确

定进行评定(

为了能够直观反映各个分量对测量结果的分散性'

试验拟依据
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2食品安全国家标准 食品

中苯甲酸-山梨酸和糖精钠的测定3开展试验'依据不确

定度评定的相关准则+

+Y)

,

'建立模型'对整个操作过程中

产生不确定度进行分析得到相对标准不确定度(

#

!

材料与方法
#=#

!

试剂&仪器及材料

乙酸铵$分析纯'湖南汇虹试剂有限公司&

''

&LL'MINOPQR.S%

第
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卷第
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期 总第
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期
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年
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月
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甲醇$色谱纯'美国天地#

B.'QN

%试剂公司&

高效液相色谱仪$

VO/!"N

型'配
'N'

检测器'株式

会社岛津制作所&

超声波清洗机$型号
[c/-"".

'昆山美美超声仪器有

限公司&

分析天平$型号
.f#!+'KP

'奥豪斯仪器#常州%有限

公司&

宾之郎爆珠槟榔$市售&

苯甲酸#

ONZ

号$

)+/$+/"

%$

((="T

'中国食品药品检

定研究院&

山梨酸#

ONZ

号$

##"/AA/#

%$

((=$T

'中国食品药品检

定研究院&

糖精钠标准品#

ONZ

号$

#!$/AA/(

%$

((=(T

'中国食品

药品检定研究院(

#=!

!

试验过程

采用
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2食品安全国家标准 食品中

苯甲酸-山梨酸和糖精钠的测定3中第一法#高效液相色

谱法%对食用槟榔中苯甲酸-山梨酸及糖精钠含量进行

测定(

准确称取约
!

9

#精确到
"=""#

9

%试样于
+"0V

具塞

离心管中'加水约
!+0V

'涡旋混匀'于
+" U

水浴超声

!"028

'冷却至室温后转移至
+"0V

容量瓶中'于残渣中

加水
!"0V

'涡旋混匀后超声
+028

'于
$"""C

*

028

离心

+028

'将溶液转移到同一容量瓶中'并用水定容至刻度'

混匀(取适量上清液过
"=!!

(

0

滤膜'待液相色谱仪

测定(

!

!

数学模型的建立
试样中苯甲酸-山梨酸和糖精钠的含量按式#

#

%

计算$

-

V

*

X

T

O

X

#"""

' #

#

%

式中$

-

)))食用槟榔中待测组分含量'

9

*

\

9

&

*

)))样品溶液中待测组分的浓度'

0

9

*

V

&

T

)))试样定容体积'

0V

&

O

)))试样质量'

9

(

,

!

不确定度来源
根据试验方法可知'食用槟榔中苯甲酸-山梨酸和糖

精钠含量测定的不确定度包括$

#

标准溶液的配制&

$

标准曲线的拟合&

%

样品定容&

&

样品称量&

-

回收

率及仪器随机效应(

A

!

结果与分析

A=#

!

标准物质引入的不确定度

分别称取苯甲酸标准品
+(=,! 0

9

-山梨酸标准品

,"=++0

9

-糖精钠标准品
$+=)(0

9

于
+"0V

容量瓶中'

将苯甲酸-山梨酸标准品用甲醇溶解并定容'糖精钠用超

纯水溶解定容(从
,

种标准储备液中分别取
+0V

置于

同一
+"0V

容量瓶中'用超纯水定容至刻度'即为标准

母液(

上述操作中不确定度来源于标准物质纯度-称量及

容量瓶定容(

A=#=#

!

标准物质引入的不确定度
!

根据中检院给出的标

准物质纯度为
((="T

'

((=$T

'

((=(T

'按矩形分布'则其

相对标准不确定度分别为$

$

C>3

苯#
P

%

h

#

#Y((="T

%*槡,h+=--_#"

Y,

&

$

C>3

山#
P

%

h

#

#Y((=$T

%*槡,h#=#)_#"

Y,

&

$

C>3

糖#
P

%

h

#

#Y((=(T

%*槡,h+=--_#"

YA

(

A=#=!

!

称量引入的不确定度
!

分析天平精确至
"=""""#

9

'

区间半宽度
!

0

h"=""+0

9

'假设其为矩形分布'标准不确

定度为$

$

#

O

%

h

!

0

*槡,h!=$(_#"

Y,

0

9

(

称取 苯 甲 酸 标 准 品
+(=,! 0

9

-山 梨 酸 标 准 品

,"=++0

9

-糖精钠标准品
$+=)(0

9

'则称量产生的相对标

准不确定度为$

$

C>3

苯#
O

%

h!=$(_#"

Y,

*

+(=,!hA=$-_#"

Y+

&

$

C>3

山#
O

%

h!=$(_#"

Y,

*

,"=++h(=A)_#"

Y+

&

$

C>3

糖#
O

%

h!=$(_#"

Y,

*

$+=)(h,=,-_#"

Y+

(

A=#=,

!

定容引入的不确定度

#

#

%容器及移液引入的不确定度$根据中华人民共和

国国家计量检定规程+

-

,

'#

!+i#

%

U

时'

+"0V

单标线容

量瓶#

N

级%容量允差为
i"="+0V

'

+0V

#

a

级%单标线移

液管允差为
"=","0V

'假设其为矩形分布'则

两个容量瓶定容引入的不确定度为$

$

C>3

#

T

容 %

h

槡!_"="+

槡,_+"

h$=#)_#"

YA

&

移液管引入的不确定度为$

$

C>3

#

T

移 %

h

"=",

槡,_+

h

,=A)_#"

Y,

(

因此 容 器 及 移 液 引 入 的 不 确 定 为$

$

C>3

#

T

#

%

h

#

$=#)_#"

YA

%

!

W

#

,=A)_#"

Y,

%槡 !

h,=+)_#"

Y,

(

#

!

%温度引入的不确定度$实验室温度在#

!"i+

%

U

之间变化'溶液温度与校准温度#

!"U

%不同所引起的变

化为
+ U _!="$_#"

YA

U

Y#

h#="A_#"

Y,

#

!="$_

#"

YA

U

Y#为水的膨胀系数%'假设其为矩形分布'则

温度对定容体积影响所引入的不确定度为$

$

C>3

#

T

!

%

h

#槡!W#

%

_#="A_#"

Y,

槡,
h#=A+_#"

Y,

&

定容及移液引入的相对标准不确定度为$

$

C>3

#

T

%

h $

C>3

#

T

#

%

!

W$

C>3

#

T

!

%槡
!

h,=$A_#"

Y,

(
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由此得出标准物质的配制引入的相对标准不确定

度为$

$

C>3

苯#
@

%

h $

C>3

#

P

%

!

W$

C>3

#

O

%

!

W$

C>3

#

T

%槡
!

h)=(,_

#"

Y,

&

$

C>3

山#
@

%

h $

C>3

#

P

%

!

W$

C>3

#

O

%

!

W$

C>3

#

T

%槡
!

hA="#_

#"

Y,

&

$

C>3

糖#
@

%

h $

C>3

#

P

%

!

W$

C>3

#

O

%

!

W$

C>3

#

T

%槡
!

h,=$$_

#"

Y,

(

A=!

!

绘制工作曲线引入的相对标准不确定度

A=!=#

!

移取定容引入的不确定度

#

#

%移液管引入的不确定度$分别用
#"0V

移液管

准确吸取苯甲酸-山梨酸和糖精钠混合标准中间溶液
"=+

'

!="

'

A="

'

)="

'

$="0V

置于
#"0V

容量瓶中'加入超纯水定

容至刻度'摇匀后配制成苯甲酸浓度为
+=(

'

#,=-

'

A-=+

'

-#=!

'

(A=(

'

##$=)0

9

*

V

&山梨酸浓度为
,=#

'

#!=!

'

!A=A

'

,)=-

'

A$=(

'

)#=# 0

9

*

V

&糖精钠浓度为
$=)

'

,A=,

'

)$=)

'

#"!=$

'

#,-=#

'

#-#=A0

9

*

V

的混合标准工作液(

#"0V

分

度移液管#

N

级%允差为
i"="! 0V

'假设其为矩形分

布'则

$

C>3

#

L

#

%

V

"<"!

槡,X

"<+

V

!<,#

X

#"

W

!

(

#

!

%容量瓶引入的不确定度$

#"0V

单标线容量瓶

#

N

级%容量允差为
i"="!+0V

'假设其为矩形分布'则

$

C>3

#

L

!

%

V

"<"!+

槡,X

#"

V

#<AA

X

#"

W

,

(

移取定容引入的相对标准不确定度为$

$

C>3

#

L

%

h $

C>3

#

L

#

%

!

W$

C>3

#

L

!

%槡
!

h!=,#_#"

Y!

(

A=!=!

!

标准曲线拟合引入的不确定度
!

根据
PXVO

检出

浓度和峰面积之间的关系如表
#

所示(

采用最小二乘法对浓度
1

和峰面积
;

进行线性回归

计算'得到苯甲酸标准曲线为
;

h,!=+,A-1Y)=)"+!

'

Bh"=((((

&山梨酸标准曲线为
;

h),=-((-1Y#)=)"-,

'

Bh"=((($

&糖精钠标准曲线为
;

h!!=A##A1Y#=-#(!

'

Bh"=((((

(

则由标准曲线拟合引入的标准不确定度为$

$

#

N

%

V

F

#

.

%

'

#

P

Y

#

(

Y

#

@

W

@

%

:@@槡 ' #

!

%

式中$

F

#

.

%)))工作液峰面积残差的标准差&

6

@

)))工作液的平均浓度'

0

9

*

V

&

:@@

)))溶液含量残差的平方和&

(

)))测量次数&

P

)))浓度梯度'

0

9

*

V

&

'

)))标准曲线的斜率'苯甲酸-山梨酸-糖精钠斜率

分别为
,!=+,A-

'

),=-((-

'

!!=A##A

&

表
#

!

浓度与峰面积关系

B1H3>#

!

S>31F2D8452

G

H>F7>>8@D8@>8FC1F2D818?

G

>1\

1C>1

组分
浓度*

#

0

9

.

V

Y#

%

测量次数

# ! ,

峰面积

平均值

苯甲酸

##$=) ,-$!=A ,$A#=- ,$(A=- ,$,(=)

(A=( ,"#(=" ,###=! ,#-)=# ,#"!=#

-#=! !!(,=- !,!#=A !,#)=- !,#"=)

A-=+ #+#A=A #+A"=+ #+,$=A #+,#=#

!,=- -(#=! -AA=+ -,(=! -+$=,

+=( #((=) #$,=+ #(#=# #(#=A

山梨酸

)#=# ,--#=, ,$+)=$ ,(--=- ,$)$=$

A$=( ,"")=$ ,##A=+ ,!)A=! ,#!$=+

,)=- !!$)=- !,"A=( !,(A=+ !,!$=-

!A=A #+"(=, #+##=! #+",=+ #+"$="

#!=! -$-=$ -+A=# -A+=( -)!=)

,=# #($=! #$(=! #$$=" #(#=$

糖精钠

#-#=A ,-!$=) ,$)"=) ,$$A=( ,$!A=-

#,-=# !()(=# ,#$+=A ,#""=$ ,"$+=#

#"!=$ !!+"=) !,,,=) !,A"=A !,"$=!

)$=) #A$$=) #+)"=! #+-"=( #+,(=(

,A=, --A=( -AA=, -A)=# -++=#

$=) #(A=- #$(=- #$(=+ #(#=,

!!

L

)))标准曲线截距'苯甲酸-山梨酸-糖精钠截距分

别为
)=)"+!

'

#)=)"-,

'

#=-#(!

(

!!

标准曲线拟合得相对标准不确定度按式#

,

%计算$

$

C>3

#

N

%

V

$

#

N

%

@

( #

,

%

标准不确定度
$

#

N

%和相对标准不确定度
$

C>3

#

N

%如

表
!

所示(

!!

由此得出标准曲线拟合引入的相对标准不确定

度为$

$

C>3

苯#
4

%

h $

C>3

#

L

%

!

W$

C>3

#

N

%槡
!

h"="A-#

&

$

C>3

山#
4

%

h $

C>3

#

L

%

!

W$

C>3

#

N

%槡
!

h"="+$A

&

$

C>3

糖#
4

%

h $

C>3

#

L

%

!

W$

C>3

#

N

%槡
!

h"="!($

(

A=,

!

定容引入的相对标准不确定度

A=,=#

!

容器定容引入的不确定度
!

样品溶液定容于
!+0V

表
!

!

标准曲线不确定度结果分析

B1H3>!

!

N813

6

424D:<8@>CF128F

6

C>4<3F4D:4F18?1C?@<CJ>

组分
@

*

#

0

9

.

V

Y#

%

@

*

#

0

9

.

V

Y#

%

F

#

.

%

:@@ $

#

N

%

$

C>3

#

N

%

苯甲酸
!!=#" )"=, ,$=A (#-$=A"=(")("="A#"

山梨酸
#,="A ,#=# -A=$ !A,,=-"=)($-"="+,)

糖精钠
)+=A! $-=# ++=+#(#+,=+#=!,"$"="#$$

)'

"

D̂3=,)

"

RD=$

袁
!

河等!高效液相色谱法测定食用槟榔中苯甲酸&山梨酸和糖精钠的不确定度评定



容量瓶中'容量瓶#量入式'

N

级%容量允差为
i"=",0V

'

按矩形分布'则

$

C>3

#

A

#

%

h

"=",

槡,_!+

h)=(,_#"

YA

(

A=,=!

!

温度引入的不确定度
!

温度代入的体积影响为

!+0V_+U_!="$_#"

YA

U

Y#

h!=)_#"

Y!

0V

'假设为

矩形分布'则

$

C>3

#

A

!

%

h

!=)_#"

Y!

槡,_!+

h)=""_#"

YA

(

样品定容引入的相对标准不确定度为$

$

C>3

#

A

%

h $

C>3

#

A

#

%

!

W$

C>3

#

A

!

%槡
!

h(=#-_#"

YA

(

A=A

!

称量引入的相对标准不确定度

称取粉碎后的宾之郎爆珠槟榔
!

9

'考虑到称量分两

次进行'分析天平最大的允差为
"="""+

9

'假设为矩形分

布'则

$

C>3

#

O

%

h

+_#"

YA

槡 槡,_ !_!

h#="!_#"

YA

(

A=+

!

提取过程对样品回收率影响引入的相对标准不确定度

提取过程对样品回收率的影响所引入的不确定度具

体表现为
(

次测量样品回收率#加标至标准曲线的检测

最低浓度-中间浓度和最高浓度%平均值的标准偏差
F

#

@

M

Y

>@

%'标准不确定度
$

#

@

M

Y

>@

%及相对标准不确定度
$

C>3

#

@

M

Y

>@

%为$

F

#

@

"M

>@

%

V

&

(

0

V

#

#

1

0

W

1

0

W

%

!

(

W

#槡 ' #

A

%

F

#

@

M

Y

>@

%

V

F

#

@

M

Y

>@

%

槡(
' #

+

%

$

#

@

M

Y

>@

%

V

F

#

@

M

Y

>@

%*槡(' #

)

%

!!

$

C>3

#

@

M

Y

>@

%

V

$

#

@

M

Y

>@

%*

M

W

>@

' #

-

%

式中$

(

)))测量次数'

(h(

(

经计算提取过程不确定度结果如表
,

所示(

A=)

!

随机效应引入的相对标准不确定度

用同一样品做
)

个平行得到苯甲酸-山梨酸-糖精钠

的平均含量'取矩形分布'则

$

#

@

C>

G

%

hF

#

@

C>

G

%*槡)' #

$

%

$

C>3

#

@

C>

G

%

h$

#

@

C>

G

%*

@

( #

(

%

经计算随机效应不确定度结果如表
A

所示(

A=-

!

合成标准不确定度

综上所述'相对标准不确定度如表
+

所示(

上述各分量相对不确定度合成标准不确定度为$

表
,

!

提取过程不确定度结果分析

B1H3>,

!

N813

6

424D:<8@>CF128F

6

28>EFC1@F2D8

G

CD@>44

组分
平均回

收率*
T

F

#

@

M

>@

%

F

#

@

M

Y

>@

%

$

#

@

M

Y

>@

%

$

C>3

#

@

M

Y

>@

%

苯甲酸
($=A #=#,_#"

Y!

,=-$_#"

Y,

!=#$_#"

Y,

!=!!_#"

Y,

山梨酸
((=(

,=-$_#"

Y!

#=!)_#"

Y!

-=!$_#"

Y,

-=!(_#"

Y,

糖精钠
((=)

A=",_#"

Y!

#=)+_#"

Y!

+=+"_#"

Y,

)=-"_#"

Y,

表
A

!

随机效应不确定度结果分析

B1H3>A

!

N813

6

424D:<8@>CF128F

6

C>4<3F4D:C18?D0>::>@F4

组分
平均含量*

#

9

.

\

9

Y#

%

标准偏差

(

C>

G

$

#

(

C>

G

%

$

C>3

#

(

C>

G

%

苯甲酸
"="A,$ #=,,_#"

Y,

+=A,_#"

YA

#=!+_#"

Y!

山梨酸
"=!)" #="+_#"

Y,

A=!$_#"

YA

#=)+_#"

Y,

糖精钠
,=!+ $=#)_#"
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#="!_#"
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$

C>3

苯#
1

%

V
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!

#

@

%

Y

$

C>3

!

#

4
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Y

$
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!

#

A

%

Y

$
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!

#

O
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Y

$
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!

#

@

S

Y
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Y
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!

#

(
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V

"<"A(,

&

$
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山#
1

%

V

$
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!

#

@
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Y
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!

#

4

%

Y

$
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!

#

A

%

Y

$

C>3

!

#

O

%

Y

$
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!

#

@

S

Y

>@

%

Y

$

C>3

!

#

(

C>

G槡 %

V

"<"+("

&

$

C>3

糖#
1

%

V

$

C>3

!

#

@

%

Y

$

C>3

!

#

4

%

Y

$

C>3

!

#

A

%

Y

$

C>3

!

#

O

%

Y

$

C>3

!

#

@

S

Y

>@

%

Y

$

C>3

!

#

(

C>

G槡 %

V

"<","$

(

A=$

!

扩展不确定度

在
(+T

置信区间下'取包含因子
Zh!

'得相对扩展

不确定度为$

"

C>3

苯#
-

%

hZ_$

C>3

#

1

%

h!_"="A(,h"="($)

&

"

C>3

山#
-

%

hZ_$

C>3

#

1

%

h!_"="+("h"=##$

&

"

C>3

糖#
-

%

hZ_$

C>3

#

1

%

h!_"=","$h"=")#)

(

得扩展不确定度为$

"

苯
h"="A,$

9

*

\

9

_"="($)h"=""A#"

9

*

\

9

&

"

山
h"=!)"

9

*

\

9

_"=##$h"=","-

9

*

\

9

&

"

糖
h,=!+

9

*

\

9

_"=")#)h"=!""

9

*

\

9

(

表
+

!

各个分量相对标准不确定度汇总

B1H3>+

!

Z<001C

6

D:C>31F2J>4F18?1C?<8@>CF128F

6

D:>1@5@D0

G

D8>8F

组分 标准物质 标准曲线 样品定容 样品称量 提取过程 随机效应

苯甲酸
)=(,_#"

Y,

A=-#_#"

Y!

(=#-_#"

YA

#="!_#"

YA

!=!!_#"

Y,

#=!+_#"

Y!

山梨酸
A="#_#"

Y,

+=$A_#"

Y!

(=#-_#"

YA

#="!_#"

YA

-=!(_#"

Y,

#=)+_#"

Y,

糖精钠
,=$$_#"

Y,

!=($_#"

Y!

(=#-_#"

YA

#="!_#"

YA

)=-"_#"

Y,

#="!_#"

Y,

*(

安全与检测
ZN&.B% MQRZX.OBQLR

总第
!!)

期
"

!"!"

年
$

月
"



!!

综上可得$食用槟榔中苯甲酸-山梨酸和糖精钠含量

测定结果为$

!!

-

苯
h

#

"="A,$i"=""A#"

%

9

*

\

9

#

Zh!

%&

-

山
h

#

"=!)"i"=","-

%

9

*

\

9

#

Zh!

%&

-

糖
h

#

,=!+i"=!""

%

9

*

\

9

#

Zh!

%(

+

!

结论
通过对食用槟榔检测过程中标准溶液配制-标准曲

线拟合-样品定容-样品称量-回收率及仪器随机效应产

生的不确定度进行分析(测定苯甲酸含量中标准曲线拟

合和随机效应代入的不确定度分别为
)-=+T

'

#-=(T

&测

定山梨酸和糖精钠含量中标准曲线拟合的不确定度分别

为
$"=-T

'

#"=#T

'提取过程代入的不确定度分别为

-"=!T

'

#+=$T

(因此在今后的检测工作中'针对标准曲

线拟合代入不确定度的问题应该增加标准系列储备液的

测定次数-使用精密度更高的量器具和合理确定标液浓

度的区间范围&其次是随机效应和提取过程代入的不确

定度的问题应该加强操作人员的熟练度-规范试验操作'

减少人为因素对提取过程的影响'从而提高检测结果的

准确性(
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