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摘要%目的%对高效液相色谱法测定橙汁中酸性大红
73

的含量进行不确定度评定#分析不确定度来源和影响检

测结果的关键因素#从而提高检验结果的准确性&方法%

建立橙汁中酸性大红
73

含量不确定度的数学模型#对检

测过程中可能引入不确定度的因素进行分析#并对各不

确定度分量进行评定&结果%自制阳性橙汁中酸性大红

73

含量为
8?:#O

[

-

H

[

#扩展不确定度为
"?88O

[

-

H

[

!包

含因子
Wm!

"#测定结果表示为(

Fm

!

8?:#k"?88

"

O

[

-

H

[

!

Wm!

"&结论%不确定度主要来源于标准物质的纯度$标

准曲线线性拟合和高效液相色谱仪分析所引入的不确

定度&

关键词%高效液相色谱'橙汁'酸性大红
73

'不确定度
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酸性大红
73

又名酸性红
N9

!为黄光红色粉末!属于

偶氮类生物染色剂!溶于水%乙醇和乙二醇乙醚!不溶于

大多数有机溶剂!主要用于毛丝织物%皮革和纸张的染

色!还可用于塑料%木材和水泥等的着色1

8]:

2

"酸性大红

73

是一种强致癌物!为食品禁用色素1

>]#

2

"由于酸性大

红
73

具有水溶性好%颜色鲜艳%固色能力强和价格低廉

等优点!有不法经营者为了美化食品的外观!将其充当食

用色素添加到食品中"

!"!8

年
N

月
!*

日!国家市场监管

总局发布的+食品中酸性大红
73

的测定-

1

N

2等
:

项食品

补充检验方法的公告'

!"!8

年第
!*

号(!为检测食品中违

法添加酸性大红
73

提供了有力的技术支撑"

不确定度是表征合理赋予被测量值的分散性!与测

量结果相联系的参数1

*]8"
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"当检测结果能提供不确定度
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&--6 ; 0./,$123<

第
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卷第
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期 总第
!:*

期
"

!"!!

年
#

月
"



数值时可以很大程度提高测量结果的准确性1

88]8!
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"研

究拟参照
Z_(!"!8"N

+食品中酸性大红
73

的测定-中的

液相色谱法测定自制阳性橙汁中酸性大红
73

含量'定量

限为
8?>O

[

0

H

[

(!依据
__&8">=?8

,

!"8!

+测量不确定度

评定与表示-!对检测过程中的不确定度来源进行分析!

以期为高效液相色谱法检测橙汁等复杂基质中酸性大红

73

含量的测量及结果判定提供依据"

8

!

材料与方法
8?8

!

材料与试剂

酸性大红
73

标准品/纯度
=*?*@

!北京曼哈格生物

科技有限公司.

甲酸/色谱纯!阿拉丁试剂'上海(有限公司.

甲醇/色谱纯!德国默克化工公司.

乙酸铵%无水乙醇%氨水%柠檬酸%乙酸/分析纯!国药

集团化学试剂有限公司.

橙汁/市售.

阳性橙汁/实验室制备"

8?!

!

仪器和设备

高效 液 相 色 谱 仪/

+GVQFC .MMBGIUQQ!#=>

型!配

!==*E6.

检测器!美国沃特世公司.

超纯水仪/

0BMMB4c

型!美国密理博公司.

电子天平/

b(!">6%

型!梅特勒,托利多国际贸易

'上海(有限公司.

离心机/

()8#3

型!赛默飞世尔科技'中国(有限

公司.

氮吹仪/

142/.E:>

型!美国
-F

[

GI'OGVB'I

公司.

固相萃取装置/

,(24!:Z

型!天津市恒奥科技发展有

限公司"

8?9

!

试验方法

8?9?8

!

样品处理
!

依据
Z_(!"!8"N

+食品中酸性大红
73

的测定-进行样品处理"

'

8

(样品提取/精确称取
!?"

[

'精确到
"?""""8

[

(样

品于
>"O5

离心管中!用移液器移取
8"O5

无水乙醇,

氨水,水'

V

无水乙醇
jV

氨水
jV

水
mNj!j8

(溶液加入到样

品中!摇匀后超声
> OBI

!以
*"""F

0

OBI

的速度离心

>OBI

!将上清液转移至
>"O5

离心管中"重复上述步骤

提取
!

次!合并提取液!于
#"d

水浴下用氮气吹至
>O5

以下"用柠檬酸溶液调节
L

,

至
9?"

!

:?"

"

'

!

(样品净化/加少许水将
8

[

聚酰胺粉调成糊状!

倒入提取液中搅拌均匀后再倒入
79

垂熔漏斗中抽滤!依

次用
#"d

L

,:

的水%甲醇,甲酸'

V

甲醇
jV

甲酸
m#j:

(

溶液和水洗涤容器%垂熔漏斗
9

!

>

次!直到洗出的水溶液

L

,

为中性后!再用无水乙醇,氨水水'

V

无水乙醇
jV

氨水
j

V

水
mNj!j8

(溶液洗涤
9

!

>

次!至吸附的色素完全解吸

后!收集全部解吸液至离心管!用乙酸调节
L

,

直至中性!

于
#"d

水浴下氮吹至近干!加入甲醇,水'

V

甲醇
jV

水
m

#j:

(溶液溶解!定容至
>O5

后涡旋混匀!用
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+

O

尼

龙膜过滤!滤液供高效液相色谱分析测定"

8?9?!

!
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!
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.
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(.流动相/甲醇,
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5

乙

酸铵'

V

甲醇
jV

乙酸铵
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(.流速
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0

OBI

.柱温
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.检测波长
>8!IO

.进样量
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标准溶液的配制

'

8

(标准储备液/精确称取
"?"!>9:

[

酸性大红
73

标准品溶于水中!定容至
!> O5 .

级容量瓶中!得到

8?""O

[

0

O5

标准储备液"

'

!

(标准中间液/用移液管'

.

级(准确移取
!?""O5

标准储备液于
8""O5

容量瓶'

.

级(中!用水定容!得到

!"?"

+

[

0

O5

标准中间液"

'

9

(标准工作液/用移液管'

.

级(分别准确移取标准

中间液
"?8"

!

"?!>

!

"?>"

!

!?>"

!

>?""

!

8"?""O5

于
8"O5

容

量瓶'

.

级(中!用水稀释定容!得到质量浓度分别为
"?!

!

"?>

!

8?"

!

>?"

!

8"?"

!

!"?"

+
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0

O5

的标准工作液"

!

!

结果分析
!?8

!

数学模型

橙汁中酸性大红
73

含量按式'

8

(计算/
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g?g8"""

Mg8"""
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(

式中/

F

,,,试样中酸性大红
73

含量!

O

[

0

H

[

.

?

,,,试样定容体积!

O5

.

<

,,,测定试液中酸性大红
73

的质量浓度!

+

[

0

O5

.

<

"

,,,空白试液中酸性大红
73

的质量浓度!

+

[

0

O5

.

M

,,,试样质量!

[

.

8"""

,,,单位换算系数"
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!

不确定度来源分析

通过对检测过程和数学模型分析得出!高效液相色

谱法测定橙汁中酸性大红
73

不确定度来源如图
8

所示"

!?9

!

不确定度的评定

!?9?8

!

标准物质引入的标准不确定度
3

FQM

'

U

(

!

由标准物

图
8

!

不确定度来源分析图
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圆等%高效液相色谱法测定橙汁中酸性大红
73

的不确定度评定



质证书可知!酸性大红
73

标准物质纯度为
=*?*@

!扩展

不确定度为
k!?"@

!

Wm!

!则/

3

FQM

'

U

(

m

!?"@

!

m"?"8"

"

!?9?!

!

标准物质称量引入的不确定度
3

FQM

'

M

8

(

!

称量过

程使用的电子分析天平精确至
"?""""8

[

!该天平的最大

允差1

89

2为
k"?"""">

[

!

Wm!

!则/
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'

M

8

(

m

&

W

m

"?"""">

!

m
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"称取酸性大红
73

标准品
"?"!>9:

[

!则/

3

FQM

'

M

8

(

m

"?""""!>

"?"!>9:

m"?"""==

"

!?9?9

!

标准系列溶液配制引入的不确定度
3

FQM

'

CVW8

(

'

8

(配制酸性大红
73

标准储备液需要使用
!>O5

.

级容量瓶
8

个!该过程引入的不确定度来源于容量瓶

的校准和温度!根据
__78=#

,

!""#

+常用玻璃量器-规

定!在
!"d

时
!>O5.

级单标线容量瓶的容量允差为

k"?"9O5

!取均匀分布
W 槡m 9

!则定容引入的不确定度

为/

3

'

(

W

(

m

&

W

m

"?"9

槡9
m"?"8NO5

"酸性大红
73

标准储

备液用水溶解定容!

!" d

时水的膨胀系数为
!?8g

8"

]:

d

]8

!实验室温度波动范围'

!"k>

(

d

!假设包含因

子
W 槡m 9

!则温度引入的不确定度为/

3

'

(

V

(

m

&

W

m

!>g!?8g8"

]:

g>

槡9
m"?"8>O5

"因此!配制标准储备液过程

中引入的合成不确定度为/

3

'

?

(

m 3

FQM

'
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W

(

!

f3

FQM

'

(

V

(槡
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m

"?"8N

!

f"?"8>槡 !

m"?"!9 O5

!相 对 不 确 定 度 为/

3

FQM

'

8?"O
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0

O5

(

m

3

'

?

(

(

W

m

"?"!9
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(配制标准系列溶液需使用
9

支
8O5.

级移液

管!

8

支
!O5.

级移液管!

!

支
>O5.

级移液管!

>

个

8"O5.

级容量瓶!

8

个
8""O5.

级容量瓶!计算得出

各量具引入的相对不确定度见表
8

!配置标准系列溶液引

入的相对不确定度
3

FQM

'

<

(按式'

!

(计算!结果见表
!

"

3

FQM

'
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(

m
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FQM

'
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(

g

?

!

?

9

1 2
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f3

FQM

'

?

:

(槡
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式中/

3

FQM

'

<

(,,,配置标准系列溶液引入的不确定度.

3

FQM

'

?

8

(,,,移液管引入的相对不确定度.

?

!

,,,移液管移取的体积!

O5

.

?

9

,,,移液管的体积!

+

[

0

O5

.

3

FQM

'

?

:

(,,,容量瓶引入的相对不确定度.

8"

,,,容量瓶的体积!

O5

"

通过式'

!

(!可以得出标准系列各浓度引入的不确定

度的详细过程"

!!

因此!标准系列溶液配制引入的相对标准不确定

度为/

表
8

!

各量具引入的不确定度

)GXMQ8
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%IUQFVGBIV
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BIVF'WKUQWX

J

QGUDOQGCKFBI
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V''M

量具 容量允差0
O5

3

'
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W

(

3

'
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V

(

3

FQM
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8O5

移液管
k"?""* "?"":# "?"""#8 "?"":#

!O5

移液管
k"?"8! "?""#= "?"""8! "?""9:

>O5

移液管
k"?"!> "?"8: "?""9" "?""!=

8"O5

容量瓶
k"?"! "?"8! "?""#8 "?""89

!>O5

容量瓶
k"?"9 "?"8N "?"8> "?"""=!

8""O5

容量瓶
k"?8" "?">* "?"#8 "?"""*:

表
!

!

配制标准系列溶液引入的相对不确定度

)GXMQ!

!

3QMGVBYQKIUQFVGBIV

J

'P

L

FQ

L

GFGVB'I'PCVGIWGFW

CQFBQCC'MKVB'I

标准溶液质量浓

度0'

+

[

4

O5

]8

(

移取体

积0
O5

移液管体

积0
O5

容量瓶0

O5

3

FQM

'

<

(

!"?" !?"" !?"" 8""?" "?""""9>

"?! "?8" 8?"" 8"?" "?"""89

"?> "?!> 8?"" 8"?" "?"""8N

8?" "?>" 8?"" 8"?" "?"""!#

>?" !?>" >?"" 8"?" "?"""8=

8"?" >?"" >?"" 8"?" "?"""98

!!

3

FQM

'

CVW8

(

m

1

3

FQM

'

8?"O

[

0

O5

(

!

f3

FQM

'

!"?"

+

[

0

O5

(

!

f

3

FQM

'

"?!

+

[

0

O5

(

!

f3

FQM

'

>?"

+

[

0

O5

(

!

f3

FQM

'

8?"

+

[

0

O5

(

!

f

3

FQM

'

>?"

+

[

0

O5

(

!

f3

FQM

'

8"?"

+

[

0

O5

(

!

2

8

!

m"?""8"

"

!?9?:

!

标准曲线拟合引入的不确定度
3

FQM

'

CVW!

(

!

标准曲

线各浓度分别为
"?!

!

"?>

!

8?"

!

>?"

!

8"?"

!

!"?"

+

[

0

O5

!对标准

曲线的每个浓度点重复分析
9

次!用最小二乘法对标准

曲线各浓度与峰面积进行拟合!得到线性回归方程见

表
9

"通过式'

9

(计算得出残差标准差
@

为
!!N:?=*

"样

品平行测定
N

次!测得样液平均浓度
6

"

m"?>*#*

!定容体

积为
>?"O5

!将各数值代入式'

8

(!计算得出试样中酸性

红含量为
8?:#O

[

0

H

[

!再由式'

:

(求得拟合标准曲线得出

的标准不确定度为
"?"!8

"

@

Y

*

'

NY

8

'

/

N

[

D

"

[

D

8

6

,

(

!

'

[

!槡 ! '

9

(

3

FQM

'

CVW!

(

Y

@

D

8

8

T

Z

8

'

Z

'

6

"

[

6

[

(

*

'

,

Y

8

'

6

,

[

6

[

(槡
! '

:

(

式中/

/

N

,,,第
,

个标准溶液的第
N

次计数值.

D

8

,,,标准曲线的斜率!

>98>:?N*

.

!!

D

"

,,,截距!

89*#?:*

.

6

,

,,,第
,

个标准溶液的质量浓度!

+

[

0

O5

.

!!

6

"

,,,样品的平均质量浓度!

"?>*#N

+

[

0

O5

.
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表
9

!

线性回归方程

)GXMQ9

!

5BIQGFFQ

[

FQCCB'IQ

a

KGVB'I

质量浓度0'

+

[

4

O5

]8

( 峰面积
8

峰面积
!

峰面积
9

标准曲线 相关系数

"?! 88:N" 88*>> 88"8!

"?> !N#=9 !*>!> !#N!=

8?" >9!#9 >988# >98#>

>?" !#N"*= !N"8#! !#N9!*

8"?" >9>#># >9=>N" >98=!"

!"?" 8"#!*9* 8"#:>>! 8"#89>>

/m>98>:?N*6

,

f89*#?:*

"?====

!!

6

]

,,,标准工作液的平均质量浓度!

#?8!

+

[

0

O5

.

0

,,,工作液峰面积残差的标准差!

!!N:?=*

.

T

,,,样品的测量次数!

N

.

'

,,,标准曲线各点的测量次数!

8*

.

3

FQM

'

CVW!

(,,,标准曲线引入的标准不确定度"

!?9?>

!

称量样品引入的不确定度
3

FQM

'

M

!

(

!

准确称取

N

份
!?"

[

的样品!

N

份样品的平均值为
!?""!>"

[

!电子

天平引入的不确定度计算方法同
!?9?!

!则/

3

'

M

!

(

m

"?""""!>

[

!称取平均值为
!?""!>"

[

样品时!天平产生

的相对不确定度为/

3

FQM

'

M

!

(

m

"?""""!>

!?""!>"

m"?""""8!

"

!?9?#

!

样液的定容引入的相对标准不确定度
3

FQM

'

(

W

(

3

FQM

'

(

W

(计算过程同
!?9?9

'

8

(!

>O5.

级容量瓶在

!"d

时的容量允差为
k"?""!O5

!样液最后用甲醇水定

容!由于甲醇占比大!因此只考虑甲醇因温度变化产生的

不确定 度!甲 醇 的 膨 胀 系 数 在
!" d

时 为
8?8*g

8"

]9

d

]8

!则容量允差引入的不确定度为/

3

'

(

W8

(

m

&

W

m

"?""!

槡9
m"?""8!O5

!温度波动引入的不确定度为/

3

'

(

W!

(

m

&

W

m

>g8?8*g8"

]9

g>

槡9
m"?"8N O5

!则/

3

'

(

W

(

m

3

FQM

'

(

W8

(

!

f3

FQM

'

(

W!

(槡
!

m "?""8!

!

f"?"8N槡 !

m"?"8NO5

!

3

FQM

'

(

W

(

m

3

'

(

W

(

(

W

m

"?"8N

>

m"?""9:

"

!?9?N

!

仪器引入的相对标准不确定度
3

FQM

'

"

(

!

仪器校

准证书给出!

+GVQFC.MMBGIUQQ!#=>

高效液相色谱仪的扩

展不确定度为
#@

'

Wm!

(!则/

3

FQM

'

"

(

m

#@

!

m"?"9"

"

!?9?*

!

重复测定样品引入的相对不确定度
3

FQM

'

F

(

!

取

被测样品重复检测
N

次'

'mN

(!按式'

>

(和式'

#

(计算!得

出样品中酸性大红
73

含量%重复测定的标准偏差%相对

标准不确定度见表
:

"

@

'

F

(

Y
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'

,

Y

8

'

F

,

[

F

[
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FQM
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F

(
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@

'
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(
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式中/

F

,

,,,酸性大红
73

第
,

次测量的含量!

O

[

0

H

[

.

F

]

,,,酸性大红
73

的平均含量!

O

[

0

H

[

.

'

,,,测量次数!

N

.

@

'

F

(,,,重复测定的标准偏差.

3

FQM

'

F

(,,,重复测定引入的相对不确定度"

!?9?=

!

样品回收率引入的相对不确定度
3

FQM

'

K

(

!

对空

白试样进行添加量为
9?"O

[

0

H

[

的加标试验'

'mN

(!按

式'

N

(%式'

*

(和式'

=

(计算!得出酸性大红
73

的回收率引

入相对标准不确定度见表
>

"

@

'

K

(

Y

*

'

,

Y

8

'

K

,

[

K

[

(

!
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[

8槡 ! '

N

(
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3

'

K

(

m

@

'
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FQM

'

K

(

m

3

'

K

(

K

]
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=

(

!!

式中/

!!

K

,

,,,酸性大红
73

第
,

次测量的回收率!

@

.

K

]

,,,酸性大红
73

测量
'

次的回收率!

@

.

'

,,,测量次数!

N

.

表
:

!

重复测定引入的不确定度
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QGVQWWQVQFOBIGVB'I

73

含量0'
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[

4

H

[

]8

(

8 ! 9 : > # N

平均值
F

0

'

O

[

4

H

[
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(

标准偏差

@

'

F

(

3

FQM

'

F

(

8?:: 8?:# 8?:: 8?:# 8?:: 8?:# 8?:# 8?:# "?"8" "?""!#
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"

A'M?9*

$
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袁
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圆等%高效液相色谱法测定橙汁中酸性大红
73

的不确定度评定



表
>

!

样品回收率引入的不确定度
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J

BIVF'WKUQWX

J
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MQFQU'YQF

J

回收率0
@

8 ! 9 : > # N

平均值

K

0

@

标准偏差

@

'

K

(

3

'

K

(

3

FQM

'

K

(

=#?> =N?8 =N?8 =#?# =#?= =#?9 =#?: =#?N "?9> "?89 "?""8:

!!

@

'

K

(,,,回收率的标准偏差.

3

'

K

(,,,回收率引入的不确定度.

3

FQM

'

K

(,,,回收率引入的相对不确定度"

!!

研究进行了
N

次加标回收测定试验'

'mN

(!取
=>@

置信区间!自由度'

']8

(为
#

!查阅
__&8">=?8

,

!"8!

+测

量不确定度评定与表示-附录
Z

!得到
>

UFBV

!

#

m!?:>

"试验

中
>m

8]K

]

3

'

K

(

m"5!>

!

>

%

>

UFBV

!

#

!因此!回收率
K

与
8

无显

著性差异!不需要使用校正因子"

!?9?8"

!

合成相对标准不确定度
3

FQM

!

根据式'

8"

(合成各

分量得到/

3

FQM

m"?"9*

"

3

FQM

m

1

3

FQM

'

U

(

!

f3

FQM
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M

8
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!
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FQM
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CVW8
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!

f

3

FQM
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CVW!

(

!

f3

FQM

'

M

!

(

!

f3

FQM

'

(

W

(

!

f3

FQM

'

F

(

!

f3

FQM
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K

(

!

f

3

FQM

'

"

(

!

2

8

!

" '

8"

(

!?9?88

!

扩展不确定度
!

该测量误差的分布类型属正态

分布!在置信水平为
=>@

时!取
Wm!

"扩展不确定度
$m

3

FQM

gWgFm"?"9*g!g8?:#m"?88

"

!?9?8!

!

不确定度评定结果
!

采用高效液相色谱法测定

橙汁中酸性大红
73

含量!检测结果表示为
Fm

'

8?:#k

"?88

(

O

[

0

H

[

'

Wm!

("

9

!

结论
研究所用自制阳性橙汁样品中酸性大红

73

含量的

检测结果为
Fm

'

8?:#k"?88

(

O

[

0

H

[

'

Wm!

(!通过建立

数学模型!对高效液相色谱法测定橙汁中酸性大红
73

含

量可能引入的不确定度分量进行评定"评定结果表明!

标准物质的纯度%标准曲线拟合和高效色谱仪分析引入

的不确定度为测定过程中不确定度的主要来源"在实际

检测中可以通过提高标准品纯度%控制标准曲线校准过

程和定期对仪器进行维护保养!来减小测量结果的不确

定度!从而提高检测结果的准确度"
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