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法快速测定黄豆芽中
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苄基腺嘌呤含量的不确定度评定
!;$-/$0&+"+80#2/"%2*0$&"0

(

8+*)202*6&"$0&+"+8'?42"1

(

-$)2"&"2&"

5+

(

42$"5

.

*+/054

(

E/!>#!F<#&

'

#?

.

2*8+*6$"%2-&

:

/&)%#*+6$0+

'

*$

.

#

(

刘飞波

!"#H2%'F0

!

王
!

希

C,-.$%

!

刘水平

!"#74)%'

J

%&

5

!株洲市食品药品检验所$湖南 株洲
!

:!$###

#

!

*4)N40)"&AB%B)B2

:

0>H00G<&GM>)

5

30&B>09

$

*4)N40)

$

+)&<&:!$###

$

34%&<

#

摘要!目的!应用
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前处理$并评定
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法快速测定黄豆芽中
'*

苄基腺嘌呤含量的不确定

度"方法!通过不确定度来源分析$建立不确定度评定的

数学模型$并计算各不确定度分量和合成不确定度#扩展

不确定度"结果!试验中不确定度来源于标准溶液和梯

度标准溶液的配制#标准曲线的拟合#试验的前处理过

程#回收率和重复性以及仪器本身"果蔬类农产品)黄豆

芽*中含有
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苄基腺嘌呤
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%合成相对标准不

确定度为
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"结论!试验中不确定度的

主要来源为标准曲线的拟合#梯度标准溶液的配置和回

收率的测定%采用
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法能够简化前处理步骤$

在减少溶剂消耗的同时降低试验的不确定度"

关键词!
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%不确定度%
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苄基腺嘌呤%黄豆芽%高

效液相色谱法

23-45674

'

"3

+

874,98

'

J2304/3GA,-4A

B

>DOe;W+3A2>9D>G93A3G*

+-4,A->4>D'*I341

B

.,934-43-4,E>

B

I3,4E

C

G>0AE6,E3K,.0,A39I

B

\0)W2)Q[

C

G3AG3,A+34A +3A2>98:84;<=-

'

@ +,A23+,A-/,.

+>93.6,E3EA,I.-E239I

B

,4,.

B

E-E>D04/3GA,-4A

B

E>0G/3E8J234

A23-49-K-90,./>+

C

>434AE>D04/3GA,-4A

B

63G33K,.0,A39,49A23

/>+I-439 04/3GA,-4A-3E ,49 3F

C

,4939 04/3GA,-4A-3E 63G3

/,./0.,A398>8-?@4-

'

J23G3E0.AEE2>639A2,AA2304/3GA,-4A

B

/,0E39I

B

E3GK,.D,/A>GE

$

-4/.09-4

5

A23/>4D-

5

0G,A->4>DEA,49,G9

E>.0A->4E,49

5

G,9-34AEA,49,G9E>.0A->4E

$

A23D-AA-4

5

>DA23EA,49*

,G9/0GK3

$

A23

C

G3AG3,A+34A

C

G>/3EE

$

A23G3/>K3G

B

G,A3,49G3*

C

3,A,I-.-A

B

$

,49A23-4EAG0+34A-AE3.D8J23/>4A34A>D'*I341

B

.,9*

34-43 6,E #8((% +

5

&

j

5

-4 ,

5

G-/0.A0G,.

C

G>90/AE

)

E>

B

I3,4

E

C

G>0AE

*

8J23G3.,A-K3/>+I-439EA,49,G9 04/3GA,-4A

B

>DA23

+3A2>96,E,I>0A#8#$'+

5

&

j

5

$

W`$8A<.7@?-,<.

'

J23+,-4

E>0G/3E>D04/3GA,-4A

B

63G3A23D-AA-4

5

>DA23EA,49,G9/0GK3

$

A23

/>4D-

5

0G,A->4>D

5

G,9-34AEA,49,G9E>.0A->4E,49A23G3/>K3G

B

G,A38

\0)W2)Q[ +3A2>9/,4E-+

C

.-D

B

A23

C

G3AG3,A+34AEA3

C

E,49

G390/3A23E>.K34A/>4E0+

C

A->4,49A2304/3GA,-4A

B

>DA23A3EA8

B8

C

D<5=-

'

\0)W2)Q[

%

04/3GA,-4A

B

%

'*I341

B

.,934-43

%

E>I3,4

E

C

G>0AE

%

Oe;W

'*

苄基腺嘌呤是一种人工合成的生物生长调节剂$通

过刺激细胞分裂引起植物生长和发育$抑制呼吸激酶而

延长绿色蔬菜的保鲜$但长期过量食用会出现恶心)呕吐

等现象*
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年$国家食品药品监督管理总局)农业

部)国家卫生和计划生育委员根据/中华人民共和国食品

安全法0/中华人民共和国农产品质量安全法0等相关法

律的规定$禁止豆芽生产过程中使用
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苄基腺嘌呤等

物质*
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目前$
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规定的
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苄基腺嘌呤检测

方法提取净化耗时较长$需要过
[e)

小柱处理$经济成本

比较高%而
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法是一类快速)简便)经济)高

效)耐用和安全的样品前处理方法$目前常用于植物源性

产品中农药残留以及动物源性食品的检测%曾志杰等*
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公开发表了非标准方法液质方法测定豆芽中
'*

苄基腺嘌

呤含量的合成不确定度$其前处理较为复杂$需要经过

VWm

固 相 小 柱 处 理$成 本 较 高%研 究 尝 试 结 合
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前处理方法$采用高效液相色谱法检测果蔬

类农产品中
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苄基腺嘌呤含量$根据
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/化学分析中不确定度的评估指南0和
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/测量不确定度评定与表示0的要求$参考相关文献*
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通过分析各不确定度分量的来源$建立评定
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苄基腺嘌

呤含量数学模型$计算分析过程$进行不确定度评定$利

用不确定度评定对
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检测方法进行评价分析%
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材料与方法
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仪器与试剂

液相色谱仪"
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技公司(

电子天平"
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贸易有限公司%
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$德国
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提取盐包)净化包"中国上海安谱实验科技股份有限
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甲醇"色谱纯$美国
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甲酸"优级纯$上海国药集团化学试剂公司%

!8$

!

样品

果蔬类样品"黄豆芽
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批$绿豆芽
$

批$草莓
$

批$黄

瓜
$

批$市售%
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试验方法
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样品前处理
!

称取
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均质试样于
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具塞

离心管中$加入
$%8#+;

含体积分数
!?

甲酸的甲醇溶

液$再加入提取盐包!内含
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醋酸钠#$高速均质
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$取
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剂#$涡旋
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% +-4

$精确移取
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溶液至具塞离心管中$弱
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$

气流吹干$用甲醇定

容至
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$甲醇定容后的溶液经
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微孔膜过滤$

作为待测液供
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分析*
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色谱条件
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色谱条件的选择参照
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标准溶液的制备
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标准溶液的配制参照
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的要求$经高效液相色谱检测后$采用外标

法定量%
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#标准储备液"精密称取
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苄基腺嘌呤对照品
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容量瓶中$加入甲醇溶解并定容至

刻度即得标准储备液
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#标准工作液"用甲醇稀释上述标准储备液$配成

%

个不同质量浓度的系列标准工作液$分别为
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$采用外标法进

行定量%
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苄基腺嘌呤含量计算
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式中"
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&&&样品中
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结果与分析
结合
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前处理方法$按-

!8(8$

项.色谱条件

上机分析$
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苄基腺嘌呤与各杂质峰及溶剂峰能很好地分

离$见图
!

%经过检测分析$

!

批黄豆芽有检出
'*

苄基腺

嘌呤%以黄豆芽为主要分析对象$评价新的前处理方法

对果蔬类农产品中
'*

苄基腺嘌呤含量测定的不确定度的

影响%

$8!

!

不确定度来源分析

根据不确定度评估指南与试验过程$分析影响

\0)W2)Q[

前处理果蔬类农产品中
'*

苄基腺嘌呤含量测

定结果的各种不确定因素$标准品称量以及纯度引入的

相对不确定度
)
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重复测定
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#)回收率
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!

>

#和梯度标准溶液配制
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!

8

#等为主要不确定分量%

图
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苄基腺嘌呤样品和标样的
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分离效果图
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$8$

!

不确定度量化分析

根据样品测定过程及数学模型$影响试验不确定度

的主要分量见图
$

%

图
$
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不确定度影响因素构成图
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标准溶液配制过程中引入的相对标准不确定度

!

!

#标准品称量以及纯度引入的相对不确定度

)

G3.

!

8

标#"由标准物质证书提供的不确定度可知$标准品

'*

苄基腺嘌呤的相对扩展不确定度为
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$
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$服从

正态分布$则
)

G3.
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8

标#
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'

$̀ #8##:'

%按天平检定

证书给出的最大允差计算称量引入的不确定度%称量样

品和标准物质所用的
V[$#%T_

型电子天平!

G !̀

"

5

#检

定证书给出的最大允差为
b#8%+

5

$按矩形分布处理$其

标准不确定度
)

!

KA

# 槡#̀8###%c $

'槡( #̀8###:!

%天平

归零$称量
#8#!!"(+

5

标准样品$故天平称重的相对标

准不确定度"
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#标准溶液稀释引入的相对标准不确定度"根据
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/常用玻璃量器0$
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级#容量瓶的允许误差分别为
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%玻

璃量器引入的相对标准不确定度
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(容

量瓶在
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下校准$但有机溶剂体积受温度变化影响很

大$甲醇的体积膨胀系数
$

为
!8$c!#
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$远大于水的

膨胀系数
$8!c!#

M(
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$实验室的温度为!
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$按

照矩形分布$则环境温度引入的不确定度
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$按照矩形

分布$

)

G3.

!

B

#

#̀8#$#"

'

!#̀ #8##$#"

%合成标准储备溶液

配制过程的相对不确定度"
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梯度标准溶液配制过程中引入的相对标准不确定

度
)

3.

!

@

#

!

标准溶液稀释配制过程中$按照一定的比例

逐步稀释$引入的相对标准不确定度主要有标准物质以

及逐步稀释过程两个方面%校准溶液配制过程和稀释过

程中使用到
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/移液器0查
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'槡(%据此计

算试验中移液枪引入的标准不确定度分量$结果见表
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!!

)

G3.

!

8

(

#

` 'c)

G3.

!

!#+;

#

$

g$c)

G3.

$

!#+;

$

g$c)

G3.

$

#8%+;

$

g)

G3.

$

#8$%+;

$

g%c)

G3.

!

B

#槡
$

#̀8#!:!

%

!!

综上$

'*

苄基腺嘌呤标准溶液配制过程中引入的相对

标准不确定度合成为"

)

G3.

!

8

#

`

)

G3.

!

8

标#
$

g)

G3.

!

KA

#

$

g)

G3.

!

8

!

#

$

g)

G3.

!

8

$

#

$

g)

G3.

!

8

(

#槡
$

`

#8#!"$

%

$8$8(

!

J23G+>_(###

高效液相色谱仪检定证书给出的扩

展不确定度
!

使用
J23G+>_(###

高效液相色谱仪进样$

进样体积为
%

"

;

%检定校准证书给出的定量测量重复性

精密度
Q[T

为
#8($?

!

&`%

#$则
)

G3.

!

@

#

`#8($?

'槡%`

#8##!:(

%该标准偏差是随机测量$属
@

类不确定度*

"

+

%

$8$8:

!

标准曲线引入的相对标准不确定度
!

'*

苄基腺嘌

呤和 仪 器 响 应 峰 面 积 见 表
$

%试 验 将 质 量 浓 度 为

#8#%"$'

$

#8!!'%

$

#8$&!(

$

#8%"$'

$

!8!'%

"

5

'

+;

的标准

溶液分别进样
(

次$结果见表
$

%根据表
$

中的数据以浓

表
!

!

移液器引入的不确定度

J,I.3!

!

_4/3GA,-4A

B

>DG3+>K-4

5

.-

H

0-9-4EAG0+34AE

取量
P

'

+;

P

允许'
? )

!

@

!

#'

+;

6

L

'

<

)

!

@

$

#'

+; P

重复性'
? )

!

@

(

#'

+; )

G3.

!

P

#

#8$% b$8# $8"&c!#

M(

b( %8$#c!#

M:

!8# !8#$c!#

M(

!8$(c!#

M(

#8%# b!8# $8"&c!#

M(

b( !8#:c!#

M(

#8% !8#$c!#

M(

'8:=c!#

M(

!8## b!8# %8==c!#

M(

b( $8#"c!#

M(

#8% $8#:c!#

M(

'8:'c!#

M(

)&

"

P>.8(=

"

R>8!!

刘飞波等!

\0)W2)Q[*Oe;W

法快速测定黄豆芽中
'*

苄基腺嘌呤含量的不确定度评定



表
$

!

标准曲线拟合数据

J,I.3$

!

T,A,>DD-AA-4

5

/,.-IG,A->4

编号
质量浓度'

!

"

5

,

+;

M!

#

峰面积'!

+@0

,

+-4

#

(! ($ ((

平均峰

面积
(

M

[JT

!

#8#%"$' #8#$"%#8#(#&#8#(## #8#$&"

[JT

$

#8!!'% #8#''&#8#'%(#8#''= #8#''(

[JT

(

#8$&!( #8$$%&#8$$='#8$$'& #8$$'"

[JT

:

#8%"$' #8:=(##8:=$%#8:=#& #8:=$!

[JT

%

!8!'%# #8&#!%#8"&&:#8"&&' #8&##$

度为横坐标$峰面积为纵坐标$拟合工作曲线方程为
,`

F3gG #̀8=&$=3M#8#!!&

!

Q

$

#̀8&&"$

#%

!!

称取
!#8$:

5

粉碎好的果蔬类!黄豆芽#样品$对同一

样品进行
%

次测量$由校准曲线求得
'*

苄基腺嘌呤浓度

为
#8'"'%

"

5

'

+;

$含量为
#8((%+

5

'

j

5

%校正曲线引入

的相对标准不确定度
)

G3.

!

/0GK3

#的计算公式为"

)

G3.

!

/0GK3

#

)̀

!

/0GK3

#'

8

$ !

$

#

)

!

/0GK3

#

`

7

Q

F

!

J

g

!

&

g

8M8

M

! #

$

A

FF槡 $ !

(

#

7

Q

T

2

&

-

T

!

,

%

U

!

F8

%

X

G

#

4 5

$

&

U

$槡 $ !

:

#

式中"

F

&&&斜率$

#8=&=$

(

J

&&&测试次数$

%

(

&

&&&校准次数$

!%

(

8

&&&样品黄豆芽中的质量浓度$

#8'"'%

"

5

'

+;

(

8

M

&&&不同质量浓度标准溶液的平均值$

#8::$=

"

5

'

+;

(

A

FF

&&&标准溶液离均差平方和$

A

FF

T

2

!

8

%

U

8

U

#

$

T

#6"!":

(

,

%

&&&第
%

个 校 准 标 准 溶 液 的 测 定 峰 面 积$

+@0

,

+-4

(

8

%

&&&第
%

个校准标准溶液的浓度$

"

5

'

+;

(

G

&&&标曲截距$

M#8#!!&

%

7

Q

&&&标准溶液峰面积残差的标准差$

#8##"((

%

将以上数据代入式!

$

#求得
)

G3.

!

/0GK3

#

#̀8#$"$

%

$8$8%

!

测定方法的回收率!

Q

#和测量重复性产生的不确

定度
)

G3.

!

D

M

#

!

采用
\0)W2)Q[

前处理方法液相测定果

蔬类农产品中
'*

苄基腺嘌呤主要有
(

个方面的影响"

#

溶剂提取是否完全(

$

净化试剂可能存在吸附情况(

%

净化除杂效果怎么样%为验证
\0)W2)Q[

前处理方

法的可靠性$考虑在线性范围内做空白基质加标试验$做

(

个浓度梯度的加标回收率试验$每个浓度做
(

平行加标

回收试验$每组各加入定量限!

#8#$+

5

'

j

5

#

!

$

$

$

%

倍的

'*

苄基腺嘌呤标准溶液后$按
!8(8$

项下色谱条件进行上

机检测$结果见表
(

%按
WR@[*Z;##'

&

$#!&

/化学分析

中不确定度的评估指南0$单次测量的回收率的相对标准

不确定度为"

)

G3.

>

!#

`

A

Qc槡&
%

表
(

!

回收率引入的不确定度

J,I.3(

!

_4/3GA,-4A

B

>DG3/>K3G

B

'*

苄基腺嘌呤添

加量'!

+

5

,

j

5

M!

#

回收率'
?

! $ $

Q

M

'

?

7

'

?

)

G3.

!

>

#

#8#! "&8!$ ""8%:&#8='

#8#$ &%8:( &:8':&=8"& &:8'' :8$= #8#!%!

#8#: &"8"&!##8$#&'8::

!!

重复测定阳性样品!黄豆芽#$平行测定
'

份$所得的

峰面积按标曲换算成质量浓度$分别为
#8((%

$

#8((!

$

#8((&

$

#8(('

$

#8(((

$

#8($' +

5

'

j

5

$平 均 质 量 浓 度 为

#8((:+

5

'

j

5

(测量重复性产生的不确定度为"

)

G3.

!

D

U

#

T

)

!

D

U

#

D

U

V槡&
T

2

!

D

%

U

D

U

#

& &

U

!

! #槡
D

U

V槡&
T

#6##%%!

%

$8$8'

!

样品前处理定容引入的相对标准不确定度

\0)W2)Q[

前处理样品引入的相对标准不确定度主

要由称量天平)

$%+;

移液管)

%+;

移液管以及样品定

容时所用的
!+;

移液枪引入%电子天平
[)'#$S

检定

证书给出的分辨率为
b#8#!

5

$最大允差为
#8!

5

$天平归

零以后称取样品
!#8$%

5

$按矩形分布处理$其标准不确定

度
)

!

KA

# 槡#̀8#!c $

'槡( #̀8##"$

$故天平称重样品的相

对标准不确定度"

)

G3.

!

KA

#

`#8##"$

'

!#8$:`#8###"#!

%

定容采用
!+;

移液枪$

)

G3.

!

!+;

#

`#8##':'

%查
%+;

@

级移液管允差为
b#8#!%

$

$%+;@

级移液管允许误差

为
b#8#(# +;

$则样品定容引入的相对不确定度为

)

G3.

$

%+;

!

@

#

`#8##!=(

$

)

G3.

$

$%+;

!

@

#

`#8###'&(

%则样品

前处理定容引入的相对标准不确定度

)

G3.

!

8

样 #

`

)

G3.

$

%+;

!

P

#

$

g)

G3.

$

$%+;

!

P

#

$

g)

G3.

$

%+;

!

KA

#

$

g)

G3.

!

!+;

#槡
$

`

#8##'==

%

$8(

!

合成不确定度

综上分析$

Oe;W

法测定果蔬类农产品中的
'*

苄基

腺嘌呤的相对标准不确定度的分量见表
:

%

!!

将合成相对标准不确定度为"

!!

)

G3.

!

D

#

` )

G3.

!

8

标#
$

g)

G3.

!

KA

#

$

g)

G3.

!

3

#

$

g)

G3.

!

,

#

$

g)

G3.

!

/0GK3

#

$

g)

G3.

!

>

#

$

g)

G3.

!

$

M

#

$

g)

G3.

!

8

样#槡 $

#̀8#("(

%

*'

安全与检测
[@S)JY UXR[e)WJXNR

总第
$:!

期
"

$#$!

年
!!

月
"



表
:

!

相对标准不确定度分量表

J,I.3:

!

Q3K3GE3EA,49,G904/3GA,-4A

B

不确定度分量 不确定度来源 值

)

G3.

!

8

标# 对照品纯度
#8##:'

)

G3.

!

KA

# 标准品称量
#8##(:=

)

G3.

!

8

# 梯度标准溶液配制
#8#!"$

)

G3.

!

,

#

J23G+>_(###

仪器测定
#8##!:(

)

G3.

!

/0GK3

# 标准曲线拟合
#8#$"$

)

G3.

!

>

# 回收率
#8#!%!

)

G3.

!

D

M

#

测定重复性
#8##%%!

)

G3.

!

8

样# 样品前处理定容
#8##'==

!!

合成不确定度"

)

/

)̀

G3.

!

D

#

cD

M

`#8#("(c#8((%`

#8#!(+

5

'

j

5

%

取
W`$

$

R`&%?

$则扩展相对标准不确定度
#`

Wc)

/

#̀8#$'+

5

'

j

5

$则果蔬类农产品!黄豆芽#中的
'*

苄

基腺嘌呤含量可以表示为"!

#8((%b#8#$'

#

+

5

'

j

5

$

W`$

!

&%?

的置信区间#%即"

'*

苄基腺嘌呤的含量测定结果出

现在!

#8((%b#8#$'

#

+

5

'

j

5

区间的概率为
&%?

%

由表
:

可见$文中不确定度的主要来源是标准曲线

的拟合*

)

G3.

!

/0GK3

#

`#8#$"$

+)梯度标准溶液配制

*

)

G3.

!

8

#

#̀8#!"$

+以及测定的回收率*

)

G3.

!

>

#

#̀8#!%!

+%

曾志杰等*

%

+有关液质方法测定豆芽中
'*

苄基腺嘌呤含量

的合成相对标准不确定度
)

/

`#8#((:

$略低于文中的合

成相对标准不确定度
#8#("(

$但其未考虑整个前处理定

容所引入的不确定度$分析不够全面%唐韵熙*

'

+有关液

质方法对豆芽中
:*

氯苯氧乙酸)

'*

苄基腺嘌呤残留量的不

确定度评定$其合成相对标准不确定度
)

G3.

#̀8#&(&"

$远

高于文中的不确定度评定的数据$即使不考虑检测仪器

引入的相对标准不确定度
)

G3.

!

:+

#

#̀8#:

$其合成相对标

准不确定度
0

G3.

!

D

#

`#8#=&'

$也高于文中的%唐韵熙*

'

+

的研究中不确定度的主要来源分别是样品的前处理

*

)

G3.

!样品#

`#8#%==:

+)拟合标准曲线*

)

G3.

!

/0GK3

#

`

#8#:#!!(

+)检测仪器*

)

G3.

!

,

#

#̀8#:

+以及梯度标准溶液

配制*

)

G3.

!

8

#

`#8#(#!'

+%通过比较两者之间的不确定

度的主要来源$作者发现复杂的前处理方式$引入了大量

的不确定度%新的前处理方法简化了前处理步骤$减少

了溶剂的消耗$有利于环境保护和检验人员的身体健康%

(

!

结论
对果蔬类农产品中

'*

苄基腺嘌呤进行检测时$采用

\0)W2)Q[

法进行前处理$能够提升前处理速度$减少溶

剂的消耗$减少污染$保护人员身体健康%样品的称取)

提取)净化以及定容等过程都会引入不确定度$但其主要

来源于拟合标准工作曲线求得样品浓度过程以及标准溶

液的配制$而其他因素影响较小%因此$平时检验检测过

程中要注意前处理的规范性$尽可能选用高精度的
@

级

量具以及精确配制标准溶液等%同时应定期对高效液相

色谱仪进行保养)期间核查以及检定校准$以保持仪器状

态良好$降低仪器本身带来的不确定度的影响$保证测定

结果的可靠性%
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硬度%实际应用中可采用硬度较大的螺旋槽与硬度较小

的柔性辊相结合方案$这样既能扶正定位不损坏大枣又

具有足够驱动力输送大枣精确到达定位模套中%

!!

由表
(

可知$在推杆作用下花生的定心上料成功率

平均
&=?

$能够满足使用要求$但是枣夹花生成功率为

&!?

$相对较低%原因主要是"撑口装置为自动复位$在

多次装填花生后$撑口装置黏连了枣肉$造成撑口装置无

法复位到位$清理后满足使用要求$实际应用中可设计自

清理枣肉装置或改进撑口装置材质%

:

!

结论
为实现枣夹花生小型自动化功能要求$设计出小型

枣夹花生一体机整体机械结构$并对花生上料机构和推

杆机构进行了重点分析%通过一体机样机实验验证$采

用带推杆助力的三轴自定心上料机构定位成功率较高$

空间曲柄滑块机构应用在推杆机构中能实现稳定传动又

不会出现卡死现象%该设计操作便捷$尺寸小巧$但因花

生为双瓣结构$推杆推力易造成花生两瓣分离$从而影响

装填质量$降低装填成功率$针对这一问题需进一步修正

设计方案提高枣夹花生成品率%
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