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摘 要：为了建立传统发酵樱菜中菌落总数平板计数结果的不确定度评定方法，依据《食品安全国家标准 食品微生物学

检验菌落总数测定》《食品微生物学测量不确定度评估指南》和《测定不确定度评定与表示》，分析影响传统发酵樱菜中菌

落总数平板计数结果的不确定度来源，对其测定结果做了合成不确定度和扩展不确定度评估。结果表明，菌落总数平板

计数过程中引入不确定度的各分量因素所占比例顺序为：重复性检验＞稀释＞取样＞制备样品＞环境温度。菌落总数

平板计数结果的扩展不确定度为 218 CFU/g，取值区间为 5 782~6 218 CFU/g，包含因子 k=2。此方法适用于类似条件下菌

落总数平板计数结果不确定度评估。
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Abstract：In order to establish the evaluation on uncertainty of plate counting results on colonies count in fermented
Lepidium sativum.，the source of evaluation on uncertainty of plate counting results on colonies count in fermented
Lepidium sativum was analyzed according to the the“Guidelines for the Evaluation of Incertainty in Food Microbiolo⁃
gy Measurement”and the“Evaluation and Expression of Incertainty Determination”. The synthetic uncertainty and
extended uncertainty were evaluated. The results showed that the proportion order of the components of the uncer⁃
tainty introduced during the total number of colonies plate counting was: repeatability test > dilution > sampling >
preparation sample > ambient temperature. The extension uncertainty of the total number of colonies was 218
CFU/g，and the value range was 5 782 -6 218 CFU/g，including the factor k=2. This method was suitable for evalu⁃
ating the uncertainty of the total number of colony plate counting under similar conditions.
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菌落总数是判定食品卫生状况的至关重要的

指标。为了确保菌落总数平板计数结果准确可

靠，本文将测量不确定度的评定引入发酵樱菜菌
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落总数平板计数检验工作中。

测量不确定度是定量说明测定结果质量的参

数，在各个检测领域具有良好的应用前景 [1]。GB/
T 27025-2008《检测和校准实验室能力的通用要

求》[2]中明确规定：当用户有要求、或测定结果在

临界限时，应提供测量结果的不确定度。本文就

传统发酵樱菜中菌落总数平板计数结果进行不确

定度评定，分析和比较不确定度来源以及各分量

不确定度所占比例，从而定量说明传统发酵樱菜

中菌落总数平板计数结果的不确定度，为类似检
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测菌落总数平板计数不确定度的评定提供参考。

1 材料与方法

1.1 试验材料

樱菜购自延边朝鲜族自治州延吉市农贸市

场。

1.2 仪器与试剂

仪器：AB135-S 电子天平±0.01 g（瑞士梅特

勒-托利多公司）；PRESOCLAVE-Ⅱ高压灭菌器

（西班牙 SELECTA）；DHP-9162 恒温培养箱（太

仓市科教器材厂）；SW-CJ 无菌操作台（中国 苏

州安泰空气技术有限公司）。

试剂：平板计数琼脂（北京奥博兴生物技术有

限责任公司）；氯化钠（北京化工厂）。

1.3 试验方法

将新鲜樱菜进行晾晒、初腌，再按照朝鲜族传

统腌制方法进行腌制，加入 5% CCTCC M2018129
肠膜明串珠菌菌株菌悬液，4℃条件下进行发酵，

第 10 d取样测定其菌落总数。

依据 GB 4789.2-2016《食品安全国家标准 食

品微生物学检验 菌落总数测定》[3]进行测定。

1.4 不确定度的主要来源

传统发酵樱菜中，菌落总数平板计数结果不

确定度的主要来源见图 1。

2 各不确定度分量的评定

2.1 重复性检验引入的不确定度评定

菌落总数检验过程中同一样品由同一人计

数，重复测定 10次，结果见表 1。

表 1 菌落总数平板计数结果

编号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

平均值

检验结果（CFU/g）
3 200
7 000
9 000
6 000
10 000
5 900
4 300
5 700
5 100
3 800
6 000

lg xi
3.505 15
3.845 10
3.954 24
3.778 15
4.000 00
3.770 85
3.633 47
3.755 87
3.707 57
3.579 78
3.753 02

lg xi - lg -x
-0.247 87
0.092 08
0.201 22
0.025 13
0.246 98
0.017 83
-0.119 55
0.002 86
-0.045 45
-0.173 24

( )lg xi - lg -x 2

0.061 439
0.008 479
0.040 491
0.000 632
0.061 000
0.000 318
0.014 292
0.000 008
0.002 066
0.030 011
0.021 873

培养基 培养条件 体积

种类

质量

温度

温度

时间

稀释体积

量取体积

人员计数

修约

温度

湿度

计数 样品保存和测量条件

图 1 菌落总数平板计数结果不确定度来源

由表 1计算Urel (重复性检验 )为：

Urel (重复性检验 ) = 0.021 873
10(10 - 1) = 0.015 59

2.2 制备样品引入的不确定度评定

制备样品是微生物检验过程中非常重要的一

步，直接影响检验结果的准确度。制备样品过程

中引起不确定度因素主要有两个。一是量取 225
mL生理盐水引入的不确定度，二是称取 25.0 g样
品引入的不确定度。根据 JJG 196-2006《常用玻

璃量器检定规程》[4] 250 mL 量筒允许误差为 ±2

mL，按三角形分布计算。根据电子天平的检定证

书最大允许误差为±0.1 g，按矩形分布计算；因此

量筒和电子天平引入的不确定度 μ（v样）和 μ（m样）分

别为：

μ ( v样 ) = 2 mL6 = 0.816 496 mL

μ (m样 ) = 0.1 g3 = 0.057 735 g
量筒和电子天平引入的相对标准不确定度

Urel ( v样 )和Urel ( )m样 分别为：
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Urel ( v样 ) =
μ ( v样 )
v样

= 0.816 496 mL225 mL = 0.003 63

U
rel ( )m样

= μ (m样 )
m样

= 0.057 735 g25.0 g = 0.002 31
制备样品产生的相对标准不确定度 Urel (制备样品)

为：

Urel (制备样品) = U 2
rel (m样 ) + U 2

rel ( v样 )

= 0.003 632 + 0.002 312 = 0.004 30
2.3 稀释引入的不确定度评定

稀释过程不确定度来源主要是 1 mL移液器

吸取不同稀释级溶液 9 mL生理盐水 10倍系列稀

释过程[5]。依据 JJG 196-2006《常用玻璃量器检定

规程》[4]，10 mL刻度吸管允许误差±0.05 mL，属于 B
类评定。JJG 646-2006《移液器检定规程》[6]，1 000
μL移液器吸取 1 mL时允许误差±1.0%，按矩形分

布计算不确定度。

因此，10 mL刻度吸管和 1 mL移液器引入的

不确定度 μ (10 mL刻度吸管 )和 μ (1 mL移液器 )分别为：

μ (10 mL刻度吸管 ) = 0.05 mL3 = 0.028 87 mL

μ (1 mL移液器 ) = 1.0%3 = 0.577% = 0.005 77 mL
10 mL刻度吸管和 1 mL移液器引入的相对不

确定度 μ (10 mL刻度吸管 )和 μ (1 mL移液器 )分别为：

Urel ( )10 mL刻度吸管
= μ (10 mL刻度吸管 )

v = 0.028 87 mL9 mL = 0.003 21
Urel ( )1 mL移液器

= μ (1 mL移液器 )
v = 0.005 77 mL1 mL = 0.005 77

稀释产生的相对标准不确定度Urel（取样和稀释）为：

Urel ( )稀释
= 92

( )1 + 9 2 (Urel ( )1 mL
2 + Urel ( )10 mL

2 )

= 92
( )1 + 9 2 (0.005 772 + 0.003 212 ) = 0.005 94

2.4 取样引入的不确定度评定

每次取样是用 1 000μL移液器向培养基中接

种各稀释液，体积为 1 mL，根据 JJG 646-2006《移

液器检定规程》[6]规定，1 000μL移液器吸取 1 mL
时允许误差为±1.0%，属于 B类评定，按矩形分布

计算不确定度。

因此，1 mL移液器引入的相对标准不确定度

为：
Urel (取样 ) = Urel ( )1 mL移液器

= 0.005 77
2.5 环境温度引入的不确定度评定

实验过程中受环境影响最大的是温度，一般

通过空调进行控制，设置温度为（20±5）℃。水膨

胀系数为 2.1×10-4 ℃[1]，按矩形分布计算。

因 此 ，环 境 引 入 的 相 对 标 准 不 确 定 度

Urel ( )环境温度
为 ：

Urel ( )环境温度
= 5 × 2.1 × 10-43 = 0.000 606

3 传统发酵樱菜中菌落总数平板计

数的合成不确定度和扩展不确定

度

根据各相对不确定度合成菌落总数平板计数

的相对不确定度Urel (总)为：

Urel (总) = U 2
rel (重复性检验 ) + U 2

rel (制备样品) + U 2
rel (稀释 ) + U 2

rel (取样 ) + U 2
rel (环境温度)

= 0.015 592 + 0.004 302 + 0.005 942 + 0.005 772 + 0.000 6062
= 0.018 18

取置信区间 95%，包含因子为 k=2，扩展不确

定度U95rel为：
U95rel = k × Urel ( )总

= 2 × 0.018 18 = 0.036 36
传统发酵樱菜中菌落总数平板计数结果平均

值为 6 000 CFU/g，扩散不确定度U为：
U = 6 000 × 0.036 36 ≈ 218(CFU/g )

4 结果与报告

传统发酵樱菜中菌落总数平板计数结果平均

值为 6 000 CFU/g，其扩展不确定度为 218 CFU/g，
取值区间为 5 782~6 218 CFU/g。
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