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测量不确定度分析
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摘  要:建立了评定 NY /T 1680 - 2009/蔬菜水果中多菌灵等 4种苯并咪唑类农药残留量的测

定 ) ) ) 高效液相色谱法0中影响测量不确定度的各因素的数学模型, 考察了样品前处理和液相色

谱测定的各个环节,并根据所建立的数学模型计算了评定测量不确定度的各分量。采用该方法测

得市售苹果中多菌灵的残留量为 0. 23 m g /kg。分析表明: 多菌灵残留量测定的不确定度主要来源

于样品溶液的平行测定、样品稀释以及萃取、净化等处理过程产生的回收率差异;此外,标准溶液的

配制和检测过程以及提取处理等其他环节对其也有一定影响。经计算,在置信概率 P = 95%时, 采

用该方法测定试样中多菌灵残留的扩展不确定度为 0. 02 m g /kg,若不考虑多菌灵残留在样品中分

布的均匀性,则苹果试样中多菌灵残留的检测结果可表示为 ( 0. 23 ? 0. 02) m g /kg (包含因子 k = 2)。
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Evaluation of uncertainty in m easurem ent of carbendazim
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Abstract: A ccording to them ethod o f NY /T 1680- 2009 / D eterm ination o f carbendaz im and o ther 3

benzim idazo les in vegetab le and fru it by HPLC 0, the m a them a tica lm odel w as established and used to

eva luate the uncerta inty in the m easurem ent o f carbendaz im residue in app le. Every link of sam ple

pre treatm ent and H PLC de term ination w as analyzed, and then the uncertainty com ponen ts w ere

ca lculated on the ba sis o f m athem at ical m ode.l The de term ination resu lt show ed that concentration o f

carbendazim residue in sam p le w as 0. 23 m g /kg. The uncertainty in m easurem ent of carbendaz im
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residuem a in ly o rig inated from recovery rate in parallel determ ina tion of sam p le-so lution by H PLC,

d ilut ion process o f sam ple-so lution, ex tract ion and pur if icat ion o f sam ple. M oreover, o ther proce sses,

such as preparation, detection and ex tract ion o f standard-so lution by H PLC, had som e inf luence on the

uncerta in ty. W hen the conf idence probability w as 95% , the ex tended uncertainty in m easurem en t o f

carbendazim residue in apple by HPLC w as 0. 02 m g /kg. So the carbendaz im residue in te st sam p le can

be expressed as ( 0. 23 ? 0. 02) m g /kg (k = 2) in case that the distribution o f residue in apple be no t

considered at th is circum stance.

K ey words: HPLC; vegetab le; app le; residue; uncerta in ly o f m easurem ent

  不确定度 ( uncerta inty )源于 1927年德国物理

学家 H eisenberg在量子力学中提出的不确定度关

系,又称为 /测不准关系 0。1962年,美国国家标准

局 ( NB S)的 Y ouden首先在计量校准系统中提出定

量表示不确定度的建议
[ 1 ]
。 1980年, 国际计量局

( B IPM )召集并成立了不确定度表示工作组, 起草

了实验室不确定度的规定建议书 INC - 1
[ 2]

;之后,

美国国家标注技术研究所 ( N IST)以此为指导制定

了不确定度评估指南
[ 3]
。 1993年, B IPM 工作组经

多年讨论和酝酿制定了 / 5测量不确定度表示指

南 6GUM 930, 2008年出版了修订后的第三版
[ 4 ]
。

1999年我国制定了中华人民共和国计量技术规范

JJF1059- 995测量不确定度评定与表示 6。不确定

度评定是误差理论和误差分析不断发展的成果,其

评定方式尚在逐步完善中。

测量不确定度是与测量结果关联的、表征合理

地赋予被测量量值分散性的参数
[ 1]

, 是对测定结果

的不可信程度或对测定结果有效性的怀疑程度。由

于被测量的真值难以准确复现, 因此科学合理地进

行测量结果不确定度的分析,并将其应用于测定结

果评定中,对于提高检测结果的质量、降低误判风险

具有重要意义
[ 5–6]
。

农药残留分析中不确定度的应用已越来越受到

重视。 2009年国际食品法典农药残留委员会

( CCPR) 41届年会专门讨论了农药残留分析中不确

定度的主要来源及其分析评估要点, 并着重介绍了

Bo ttom-up和 Top-dow n两种分析评估方法, 会上普

遍认同农药残留分析的不确定度主要来源于样品采

集、样品处理及分析过程 3个方面。本文拟重点讨

论高效液相色谱法测定苹果中多菌灵残留量分析过

程中的测量不确定度。

多菌灵 ( carbendaz im )属高效低毒类杀菌剂,具

有内吸治疗和保护作用
[ 7]

, 是目前国内需求量较大

的品种, 在水果、蔬菜和菌类作物上应用非常广

泛
[ 8]
。其检测方法主要有液相色谱法

[ 9]
、紫外分光

光度法
[ 10]
、液相色谱-串联质谱法

[ 11]
等,农业部发布

的行业标准 NY /T 1680- 2009
[ 9]
是检测蔬菜、水果

中多菌灵残留量的重要依据。笔者结合该检测方法

和实际操作,对本实验室检测苹果中多菌灵残留量

的测量不确定度进行了评定, 以期为科学、合理、准

确地表述残留检测结果提供参考。

1 材料与方法

1. 1 供试材料

苹果 ( Apple): 品种为红富士,自购于市场。

1. 2 主要仪器与试剂

液相色谱仪: 岛津 LC-20AB高效液相色谱仪,

配有紫外检测器、自动进样器及色谱工作站。量筒:

50 m L,最大允许误差为 ? 0. 50 m L。刻度移液管:

0. 5 m L, A级,最大允许误差为 ? 0. 01 mL; 1. 0 m L,

B级,最大允许误差为 ? 0. 015 m L; 5. 0 m L, A级,

最大允许误差为 ? 0. 025 m L。容量瓶: 10 m L,

A级, 最大允许误差为 ? 0. 02 mL; 100 m L, A级, 最

大允许误差为 ? 0. 10 mL。电子天平: JH 2102,最小

读数为 0. 01 g, 最大允许误差为 ? 0. 005 g。

多菌灵 ( carbendaz im )标准储备溶液: 100 ?

0125 m g /L (中国标准技术开发公司标样开发部 )。

乙腈、甲醇、三乙胺:色谱纯;磷酸: 分析纯;无水硫酸

镁: 140 e 烘烤 4 h; N-丙基乙二胺 ( PSA ) : 40 Lm,

6 nm。离子对试剂配制: 吸取 7. 0 m L 磷酸于

200 m L 水中, 加入 1. 0 g癸烷磺酸钠,溶解后加入

10. 0 mL三乙胺, 稀释至 1 000 m L。

1. 3 检测方法

1. 3. 1 试样制备  按 GB /T 8855- 2008
[ 12]
所述方

法抽取样品可食部分, 四分法留样, 粉碎并充分混

匀,制成待测浆样。

1. 3. 2 提取  准确称取匀浆样品 25. 00 g, 加入

25. 0 mL乙腈,高速混匀 2 m in,加入 15 g无水硫酸

镁, 剧烈振摇 1 m in, 2 500 r /m in离心 5 m in, 静置

30 m in分层。
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取 1. 0 m L乙腈于 2 m L离心管中,加入 200 m g

无水硫酸镁和 50 m g PSA, 2 500 r /m in离心 5 m in。

准确吸取 0. 5 mL乙腈溶液,加入 0. 5 mL离子对试

剂,振荡后过 0. 45 Lm滤膜,待测。

1. 3. 3 色谱条件  C18色谱柱 ( 250 mm @ 4. 6 mm,

5 Lm ); 检测波长 K= 275 nm; 流动相: 甲醇-离子对

试剂 ( 40 B60, 体积比 ) ; 流速 1. 0 m L /m in; 柱温

40 e ;进样量 10 LL。

1. 4 计算样品中多菌灵含量的数学模型

根据 NY /T 1680- 2009
[ 9]
的规定, 样品中多菌

灵的残留量可用式 ( 1)计算。

X =
c @ A 1 @ V1 @ V2

m @A 2 @ V3 @R
@ f (1)

  式中: X) 样品中多菌灵的残留量 ( m g /kg ) ;

c ) 标准溶液中多菌灵的质量浓度 ( m g /L ) ; A 1) 样

品溶液中多菌灵的峰面积; A 2) 标准溶液中多菌灵
的峰面积;V 1) 样品提取液的体积 ( m L) ; V 2) 标准

溶液的进样体积 ( LL ); V 3) 样品溶液的进样体积

( LL ) ;m ) 样品的质量 ( kg ); R ) 添加回收率, 反映

了溶剂提取效率、净化过程中的损失以及乙腈与样

品分层时体积变化等多个步骤产生的误差; f) 稀释

倍数 ( f = 2)。

根据公式 ( 1)和不确定度传播规律导出多菌灵

残留量测定的相对合成标准不确定度、合成标准不

确定度和扩展不确定度,见公式 ( 2) ~ ( 4)。

u rel (X ) =
u( X)
X

2

=   

[ u rel ( c) ]
2 + [ u rel (m ) ] 2 + [ u rel (A 1 ) ]

2 + [ u rel (A 2 ) ] 2 + [ urel ( V1 ) ] 2 + [ urel ( V2 ) ] 2 + [ urel (V3 ) ]
2 + [ urel (R ) ] 2 + [ urel ( f ) ]

2

( 2)

  合成标准不确定度:

u (X ) = X# ure l (X ) (3)

  扩展不确定度:

U( X) = k# u (X ) (4)

  各式中: ure l (X ) ) 样品中多菌灵含量测定的相

对合成标准不确定度; u rel ( c ) ) 多菌灵标准溶液的
相对标准不确定度; u rel (m ) ) 样品质量的相对标准

不确定度; u rel (A 1 ) ) 样品溶液色谱峰测定的相对标

准不确定度; u rel (A 2 ) ) 标准溶液色谱峰测定的相对
标准不确定度; u rel (V 1 ) ) 提取溶剂体积的相对标准

不确定度; u rel (V 2 ) ) 标准溶液进样体积的相对标准

不确定度; u rel (V 3 ) ) 样品溶液进样体积的相对标准

不确定度; u rel (R ) ) 回收率引入的不确定度;

u( X) ) 样品中多菌灵含量测定的合成标准不确定

度; k) 包含因子; U( X) ) 样品中多菌灵含量测定

的扩展不确定度。

2 测量不确定度的分析与评定

分析表明,本实验中多菌灵残留量测定的测量

不确定度主要来源于以下几个方面。

2. 1 样品中多菌灵残留分布非均匀性引入的不确

定度

实验中严格按照 / GB /T 8855- 20080 [ 12]
规定

操作,以确保残留农药在匀浆样品中的均匀性,本研

究假定残留的多菌灵是均匀地分布在匀浆样品中,

因此对该因素未予评定。

2. 2 样品称量 (m )过程所引入的测量不确定度

样品称量所用天平最小分度值为 0. 01 g, 准确

称量 25. 00 g样品。由于天平非常稳定, 称量重复

性引入的不确定度忽略不计; 最大允许误差为

? 0101 g,则由称量误差导致的不确定度 u (m ) =

0101 / 3= 0. 006 g, u rel (m ) = u (m ) /m = 0. 023%。

2. 3 标准工作溶液配制过程引入的测量不确定度

多菌灵标准工作溶液由质量浓度为 100 m g /L

的标准储备液经过 3次稀释定容后得到, 由此可得

标准工作溶液浓度 ( c )计算公式 ( 5)。

c =
c0V

1
V

3
V

5

V
2
V

4
V

6 ( 5)

  式中: c0 ) 多菌灵标准储备溶液的质量浓度

( m g /L ); V
1) 第一次量取体积 ( mL ) ; V

2) 第一次

定容体积 ( m L ) ; V
3 ) 第二次量取体积 ( mL ); V

4 )

第二次定容体积 ( m L ) ; V
5 ) 第三次量取体积

( mL ) ;V
6 ) 第三次定容体积 ( m L)。

由公式 ( 5 ) 和不确定度传播规律导出公式

( 6)。

u rel ( c) = u rel ( c0 )
2
+ ure l (V

1
)

2
+ ure l (V

2
)

2
+ ure l ( V

3
)

2
+ ure l ( V

4
)

2
+ ure l ( V

5
)

2
+ ure l ( V

6
)

2
( 6)
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2. 3. 1 多菌灵标准储备溶液的相对标准不确定度

 多菌灵标准储备溶液 ( c0 )标准物质证书提供的

测量不确定度为 u ( c0 ) = ? 0. 25 m g /L, 则:

u re l (c 0 ) = u ( c0 ) /c0 = 0. 25 /100= 0. 25%

2. 3. 2 第一次稀释、定容引入的测量不确定度  使

用 1. 0 m L刻度移液管将 1. 0 m L (V
1
)标准储备溶

液转移至 100 m L (V
2

)容量瓶中, 用甲醇定容至刻

度。 1. 0 mL刻度移液管示值允许差为 ? 01015 m L,

读数重复性偏差为 ? 0. 003 mL, 设为均匀分布, k =

3,则:

u rel (V
1
) =

u
2

(V
1. 1

) + u
2
(V

1. 2
)

V
1 = 0. 88%

100 m L容量瓶体积示值允许差为 ? 0. 10 mL,

读数重复性偏差为 ? 0. 01 mL, 照前所述, 得:

u re l (V
2

) =
u

2
(V

2. 1
) + u

2
(V

2. 2
)

V
2 = 0. 058%

2. 3. 3 第二次稀释、定容引入的测量不确定度  使
用 1. 0 m L刻度移液管将 1. 0 m L (V

3
)上述溶液转

移至 10 mL (V
4
)容量瓶中, 用甲醇定容至刻度。

110 m L刻度移液管示值允许差为 ? 0. 015 m L, 读

数重复性偏差为 ? 0. 003 m L,则:

u rel (V
3
) = 0. 88%

10 m L容量瓶体积示值允许差为 ? 0. 02 mL,

体积读数重复性偏差为 ? 0. 01 m L, 将以上两项分

量合成,得:

u rel (V
4
) = 0. 13%

2. 3. 4 第三次稀释、定容引入的测量不确定度  用

5. 0 mL刻度移液管将 5. 0 mL (V
5
)上述溶液转移至

10 m L(V
6

)容量瓶中, 用离子对试剂定容至刻度。

5. 0 m L刻度移液管示值允许差为 ? 0. 025 mL, 读

数重复性偏差为 ? 0. 01 m L,则:

u rel (V
5
) = 0131%

10 m L容量瓶体积示值允许差为 ? 0. 02 mL,

体积读数重复性偏差为 ? 0. 01 m L, 将以上两项分

量合成,得:

u rel (V
6
) = 0. 13%

2. 3. 5 多菌灵标准工作溶液配制引入的相对标准

不确定度  将以上不确定度分量代入式 ( 6), 合成

得到配制多菌灵标准工作溶液过程引入的相对标准

不确定度:

u rel ( c ) = 1. 33%

2. 4 样品处理过程中提取溶剂体积引入的测量不

确定度

样品处理过程中, 加入 25. 0 mL (V 1 ) 样品提

取液 (乙腈 ) , 50. 0 m L刻度量筒体积示值允许差为

? 0. 5 m L,设为均匀分布, k = 3,则:

u (V 1. 1 ) = 0. 5 / 3= 0. 29 mL

读数重复性偏差为 ? 0. 10 m L, 设为均匀分布,

k = 3, 则:

u (V 1. 2 ) = 0. 10 / 3= 0. 058 m L

将以上两项不确定度分量合成,得:

u rel (V 1 ) =
u

2
(V 1. 1 ) + u

2
(V 1. 2 )

V 1

= 1. 18%

2. 5 稀释因子 f引入的测量不确定度

样品经过提取和 PSA净化后,准确吸取 0. 5 mL

(V
7
)乙腈溶液, 加入 0. 5 mL (V

8
)离子对试剂, 振

荡后过 0. 45 Lm滤膜,待测。

f =
V

7
+ V

8

V
7 ( 7)

  由公式 ( 7)和不确定度传播规律导出公式 ( 8)。

ure l (f ) = ure l ( V
7
)

2
+ ure l ( V

7
)

2
+ ure l ( V

8
)

2

= 2 @ ur el ( V
7
)

2
+ ur el ( V

8
)

2
( 8)

  1)由于准确吸取 0. 5 m L 乙腈溶液 (V
7

)和

0. 5 mL 离子对试剂 (V
8

)均使用 0. 5 mL 移液管,

0. 5 mL 移液管示值允许差为 0. 01, 读数重复性偏

差为 ? 0. 005,设为均匀性分布, k = 3,则:

u re l (V
7

) = u r el (V
8
) = 1. 29%

2)代入公式 ( 8)得到:

u rel ( f ) = 2. 24%

2. 6 进样体积引入的测量不确定度
使用岛津液相色谱仪 SIL-10AF型自动进样

器,多菌灵标准溶液和样品溶液的进样体积均为

10 LL。说明书所提供标准进样方式 ( 10 LL )的进样

精密度 RSD < 0. 5%, 按最大相对标准偏差计算,

则:

u rel (V 2 ) = u rel (V 3 ) = 0. 50%

2. 7 色谱峰面积 (A 1、A 2 ) 测量引入的测量不确

定度

色谱峰面积测量引入的不确定度主要由重复进

样产生。样品溶液和标准溶液分别进行 6次重复测

定,由色谱工作站计算峰面积及测量结果的相对标

准偏差 (见表 1)。
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表 1 样品溶液和标准溶液的高效液相色谱测定结果

Table 1 Peak area o f sam ple-so lution and standard-so lution determ ined by H PLC

峰面积

Peak area

样品溶液峰面积

Peak area o f sam p le-so lu tion(A 1 )

标准溶液峰面积

Peak area o f standard-so lu tion(A 2 )

1 2 835 1 381

2 2 949 1 413

3 3 022 1 403

4 3 064 1 397

5 2 984 1 395

6 2 904 1 368

平均值 M ean 2 960 1 393

相对标准偏差 RSD /% 2. 79 1. 15

  从表 1可知, 测量样品溶液峰面积 A 1的 RSD

为 2. 79%, 即 u rel (A 1 ) = 2. 79% ;测量标准溶液峰面

积 A 2的RSD为 1. 15% ,即 u r el (A 2 ) = 1. 15%。

2. 8 回收率测定引入的测量不确定度

由于提取、净化等过程产生的不确定度,即回收

率测定引入的不确定度通过 6次添加回收平行试验

(添加水平为 0. 12 m g /kg )的相关数据计算所得,

6次添加回收率测定结果为: 84. 36% , 91. 90% ,

95107%, 93. 75%, 88. 31%和 92108%, 平均添加回

收率R = 90. 91%,标准偏差 SD = 3. 93%, 该结果满

足 NY /T 1680- 2009
[ 9 ]
标准中关于精密度的相关

要求。则标准不确定度和相对标准不确定度分别为:

u (R ) = SD / n = 3. 93% / 6= 1. 61%

u rel (R ) = u (R ) /R = 1. 61% /90. 91% = 1. 77%

对平均回收率进行差异显著性检验, 以确定是

否需要在计算公式中采用回收率校正。显著性检验

采用 t检验,当检验值 t大于或等于临界值 t ( 95, 5)

= 2. 571时, 说明 R与 100%有显著性差异,应在计

算公式中采用回收率修正结果; 当检验值 t小于临

界值 t ( 95, 5)时, 则说明 R与 100%无显著性差异,

不必采用回收率修正结果。计算结果如下:

t =
| 100% - R |

u(R )
=

| 100% - 90. 91% |

1. 77%
= 5. 14

  t值大于临界值 t ( 95, 5) = 2. 571, 说明与 100%

有显著性差异。因此, 在计算中应对结果进行回收

率修正。

3 小结与讨论

本研究在假定多菌灵残留是均匀分布在样品中

的条件下,得出以下结果。

3. 1 多菌灵残留量测定的相对合成标准不确定度

将以上各相对标准不确定度分量数值代入式

( 2), 即得苹果中多菌灵残留量测定结果的相对合

成标准不确定度 (多菌灵残留量的不确定度来源及

各分量所占的比例详见表 2) :

u rel (X ) =
u (X )

X

2

   

= [ u
rel
( c) ] 2 + [ u

rel
(m ) ] 2 + [ u

rel
(A

1
) ] 2 + [ u

rel
(A

2
) ] 2 + [ u

rel
( V

1
) ] 2 + [ u

rel
( V

2
) ] 2 + [ u

rel
(V

3
) ] 2 + [ u

rel
(R ) ] 2 + [ u

rel
( f ) ] 2  

= ( 1. 33% ) 2 + ( 0. 023% ) 2 + ( 1. 15% ) 2 + ( 2. 79% ) 2 + ( 1. 18% ) 2 + ( 0. 50% ) 2 + ( 0. 50% ) 2 + ( 1. 77% ) + ( 2. 24% ) 2

= 4. 57%

3. 2 多菌灵残留量测定的合成标准不确度和扩展
不确定度

1)根据多菌灵残留量计算公式, 经回收率校

正,测得苹果中多菌灵残留量 X= 0. 23 m g /kg (按

标准中要求,结果保留两位有效数字 ), 则苹果中多

菌灵残留量的合成标准不确定度:

u ( X) = X# u rel ( X ) = 0. 23 m g /kg @ 4. 57%

= 0. 011 m g /kg

2)根据测量不确定度评定指南对一般实验室

的要求:在置信概率 P = 95%时,取包含因子 k U 2,

故其扩展不确定度为:

U ( X) = k# u ( X ) = 2 @ 0. 011 m g /kg = 0. 02 m g /kg

综上所述,若不考虑多菌灵残留在样品中分布

的均匀性,则苹果试样中多菌灵残留量检测结果可

表示为: ( 0. 23 ? 0. 02) m g /kg (k = 2)。

3. 3 讨论

本研究在未考虑多菌灵残留在样品中分布的均

匀性的前提下,从样品称量、标准溶液配制、样品前

处理、样品和标准溶液峰面积测定等几方面对苹果

中多菌灵残留量测定的不确定度进行了分析。由表
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表 2 多菌灵残留量测定的相对合成标准不确定度来源及各分量所占的比例

Tab le 2 Factors and propo rtion of re lated uncerta in ty in m easurem ent o f carbendaz im residue by HPLC

不确定度来源 Factor 相对合成标准不确定度 u rel /% 所占比例 Propo rt ion /%

标准溶液 S tandard so lu tion 1. 33 8. 41

样品称量 S am p le w eigh ting 0. 023 0. 003

样品溶液色谱峰面积 Peak area of sam p le-solut ion 2. 79 37. 30

标准溶液色谱峰面积 Peak area of standard-so lut ion 1. 15 6. 36

提取溶剂体积 V o lum e of so lven t extraction 1. 18 6. 64

标准溶液进样体积 V olum e of standard-solut ion in jected into H PLC 0. 50 1. 20

样品溶液进样体积 V o lum e of sam p le-solution in jected in to H PLC 0. 50 1. 20

添加回收率 Recovery 1. 77 14. 95

稀释因子 D ilu tion facto r 2. 24 23. 94

多菌灵残留量测定的相对合成标准不确定度

Related uncertain ty in m easurem en t of carb endaz im residue
4. 57 100

2可见,本实验采用高效液相色谱法测定苹果试样

中多菌灵残留量的不确定度主要来源于样品溶液色

谱峰面积的测定 ( 37. 30% )、样品上机前的稀释过

程 ( 23. 94% )以及添加回收率测定 ( 14. 95% ), 其次

来源于提取溶剂的量取、标准溶液色谱峰面积测定

和标准溶液配制等过程;而相比之下,样品称量过程

对不确定度的贡献很小。因此, 在检测工作中应严

格控制测量和样品处理过程,特别应强调检测过程

的准确性和前处理操作过程的规范性, 以及标准工

作溶液配制的精确性, 必须认真对待每个环节才能

确保对检测结果的有效控制,保证检测结果的准确

可靠。
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