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摘 要：本文评估了分光光度法测定大豆中植酸含量结果的不确定度，建立了相应的数学模型，探讨了大豆中植酸测定

过程中产生测量结果不确定度的来源，按照 JJF1059-2012《测量不确定度评定与表示》和《化学分析中不确定度的评估指

南》的规定和要求，对测量结果的不确定度合成并扩展。结果表明，标准溶液配制、方法的回收率及标准工作曲线的拟合

是合成不确定度的主要来源，当取置信概率 95%，k=2时，计算出测量结果的扩展不确定度为 0.957 2 mg/g，测定结果表示

为（15.58±0.957 2）mg/g。
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Evaluation of Uncertainty of the Determination of Phytic Acid Content in Soy⁃
bean by Spectrophotometry
WEN Shuyuan1，FAN Jieying2，WEI Chunyan2，CAI Yuhong2，MA Hong2
（1. Yanbian University，Yanji 133002; 2. Jilin Academy of Agricultural Sciences，Changchun 130033，China）
Abstract：The uncertainty of the determination of phytic acid content in soybean by spectrophotometry was evaluat⁃
ed in the paper. A mathematical model was established and source of measurement uncertainty discussed. Accord⁃
ing to the requirement and method of Evaluation and Expression of Uncertainty in Measurement（JJF1059-2012），
Guidance on Evaluating the Uncertainty in Chemical Analysis，the component uncertainties were synthesized and
extended. The results showed that method recovery standard，solution preparation，fitted curve were the major fac⁃
tors of uncertainty. An expanded uncertainty of 0.957 2 mg/g was obtained at the confidence probability of 95% and
coverage factor of 2，the results of determination of phytic acid of soybean was (15.58 ± 0.957 2) mg/g.
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植酸（Phytic acid）在谷物及油料作物的籽实

中含量较高，是种子中磷营养元素的主要贮存形

式 [1]。植酸与组织中的钙、镁、铜、锰、锌等二价金

属阳离子生成不可溶性植酸盐 [2]，与蛋白质形成

难溶性和不易消化吸收的植酸-蛋白质复合物，

并抑制淀粉酶、胰蛋白酶、胃蛋白酶的活性 [3-4]。

由于人和单胃动物缺少植酸酶，消化植酸磷的能

力低，因此植酸分子中的大部分磷、部分微量元

素以及蛋白质不能被吸收利用，严重降低了植酸

中的磷、金属元素及蛋白质的利用率，所以说，植

酸是一种抗营养因子 [5]。

大豆是我国主要的植物性优质蛋白资源，在

我国大面积种植，食用方法多种多样，但也存在
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多种抗营养因子，植酸是其中之一，大豆籽粒中

植酸含量一般在 10～45 mg/g之间，在豆腐加工过

程中，植酸优先与凝固剂结合，改变豆腐凝胶形

成过程中凝固剂与大豆蛋白结合的有效浓度和反

应速度，从而影响凝固剂使用量及豆腐软硬

度 [6-9]，所以，在大豆及其制品生产加工过程中，必

须通过检测了解植酸的含量，保证豆制品品质。

因此，植酸含量高低是评价谷物、油料作物品质

的一项定量指标，成为育种工作者考虑的重要因

子之一。

不确定度是检测方法准确度的新的量化表达

方法，是一定概率的误差极限，是与测量结果相

关联的参数 [10-12]。不确定度完善了检测结果信

息，它显示测量结果的可信程度，反映了检测结

果的质量高低。《检验检测机构资质认定评审准

则》中《建立和保持应用评定测量不确定度的程

序》要求实验室有能力评估检测结果的不确定

度，出具包含有测量结果不确定度的报告。
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本文依据国家标准 [13]和三氯化铁比色法 [14-16]，

对大豆中植酸含量测量结果的不确定度分析并合

成 [17-18]，为同行实验室大豆中植酸含量测定结果

不确定度评估提供参考。

1 材料与方法

1.1 试验材料

材料：大豆（市售）。干燥后，四分法处理、粉

粹、全部通过 16目尼龙筛，在干燥器内储存备用。

试剂：植酸钠（98%）；硫酸钠、盐酸、磺基水杨

酸、三氯化铁、氢氧化钠、三氯乙酸（TCA）均为分

析纯；水为GB/T 6682规定的二级水。

仪器：T 6新世纪紫外-分光光度计：北京普

析通用仪器有限责任公司；BT 124S电子天平（精

确至 0.000 1 g）：中国赛多利斯科学仪器（北京）有

限公司；单标吸管、容量瓶：天津市天波玻璃仪器

有限公司（A级）；SC-3610离心机：中国 安徽中科

中佳科学仪器有限公司。

1.2 试样制备与测定

1.2.1 提取

称取大豆试样 1.000 g，加入 40 mL 1.2 %HCl-
10% Na2SO4混合溶液于离心管中搅拌均匀，静置

浸提 2 h，选择离心机 4 000 r/min，离心 30 min，取
全部上清液于 50 mL容量瓶中，用 HCl-Na2SO4浸
提液定容，4℃冰箱保存。

1.2.2 净化

取上清液 2.0 mL，加入 15% TCA 2.0 mL于 10
mL硬质玻璃试管中，混匀，4℃冰箱中静置 2 h，离
心（同 1.2.1），取全部上清液于 25 mL容量瓶中，用

0.75 mo1/L NaOH调节 pH值为 6.0~6.5，加水定容

至刻度，混匀。

1.2.3 测定液与空白液制备

取 3.0 mL净化液于 15 mL离心管中，加入 1
mL 0.3%磺基水杨酸，涡旋混匀，2 500 r/min离心

10 min，上清液即为测定液；按 1.2.2和 1.2.3项步

骤平行操作，但不加样品溶液，得比色空白溶液。

1.2.4 测定

将测定液和比色空白溶液分别倒入 1 cm比

色杯中，用空白液调“零点”，在 500 nm波长下测

定消光值。试样 8次重复，2次平行比色。

1.3 标准曲线制备

1.3.1 标准溶液、标准储备液、标准工作液的配制

称取 1.734 7 g植酸钠标准品，超纯水溶解、定

容至 100 mL，即为 10 mg/mL植酸标准溶液；吸取

5.0 mL标准溶液于 500 mL容量瓶中，加水定容至

刻度，即得 0.1 mg/mL标准储备液。分别吸取标准

储备液 0 mL、0.2 mL、0.4 mL、0.6 mL、0.8 mL、1.0
mL、1.4 mL于 7只 10 mL玻璃试管中，分别加超纯

水 3.0 mL、2.8 mL、2.6 mL、2.4 mL、2.2 mL、2.0 mL、
1.6 mL，再分别加 1.0 mL 0.3%磺基水杨酸试剂，

摇匀，即得每试管中含植酸 0μg、20μg、40μg、
60μg、80μg、100μg、140μg的系列标准工作液。

1.3.2 标准曲线绘制

1.3.1项各标准工作液离心，取上清液倒入 1
cm比色杯中，同空白溶液于 500 nm处比色，建立

直线回归方程。

2 不确定度分析

2.1 建立数学模型

X = m2 × 25 × 1 000
m1 × 3 × V × 1 000 × 50

X—试样中植酸含量（mg/g）；m2—3 mL供测

定用的试液植酸的质量（mg）；25—洗脱液定容体

积（mL）；m1—试样质量（g）；3—供测定用的试液

体积（mL）；V—供净化的提取液的体积（mL）；50
—提取液定容体积（mL）。
2.2 不确定度的来源

通过数学模型和实验过程可知，不确定度由

以下 6部分组成：①制备待测液；②绘制标准曲

线；③拟合标准曲线；④重复测定试样；⑤回收

率；⑥仪器检定（见图 1）。
2.3 评定不确定度分量

2.3.1 待测液制备 urel（X 制）

称量、提取、净化和定容用（0.000 1 g）天平及

吸管和容量瓶。

2.3.1.1 试样称量 urel（Xm）
查天平检定证书，实际分度值 d=0.1 mg，k=2
（1）称量变动性

u1( )Xm = ak =
0.1
2 = 0.05 ( )mg

（2）天平校准：按矩形分布。

温度校正
容量允许 试样称量

重复性 校准

试样定容

2、5 mL吸管 25、50 mL容量瓶

试样制备 仪器检定 回收率

U

标准品
纯度

标准品称量 100、500 mL容量瓶

校准 容量允许
温度校正重复性

储备液配制
准液配制

容量允许

温度校正

1、2 mL吸管 标准曲线 重复性 拟合曲线

温度校正
容量允许 试样称量

重复性 校准

试样定容

2、5 mL吸管 25、50 mL容量瓶

试样制备 仪器检定 回收率

U

标准品
纯度

标准品称量 100、500 mL容量瓶

校准 容量允许
温度校正重复性

储备液配制
准液配制

容量允许

温度校正

1、2 mL吸管 标准曲线 重复性 拟合曲线

图 1 不确定度来源与分析
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u2( )Xm = ak =
0.1
3 = 0.0577 ( )mg

称量引入的不确定度为：

u ( )Xm = u1( )m 2 + u2( )m 2

= 0.052 + 0.057 72 = 0.0763( )mg
称量引入的相对不确定度为：

urel( )Xm = u ( )m
m = 0.076 31 000 = 0.000 076 3

2.3.1.2 待测液提取、净化和定容引入的不确定

度 urel（Xv）

根据《常用玻璃量器检定规程》（JJG196-
2006）[19]规定，玻璃量器要评定容量允差、温度允

差引入的不确定度，其中，温度变动带来的不确

定度分量：假设有 3℃差异，查得水的膨胀系数为

2.1×10-4℃。取 p=0.95，体积变化△V=V×液体膨胀

系数×△T。所用玻璃量器不确定度见表 1。
urel( )Xv = urel 2( )V2吸 + urel 2( )V5吸 + urel 2( )V25容 + urel 2( )V50容

= 0.002 892 + 0.001 772 + 0.000 7822 + 0.000 6832
= 0.035 4

表 1 容量器具引入的相对标准不确定度

项目

1 mL吸管

2 mL吸管

5 mL吸管

25 mL容量瓶

50 mL容量瓶

100 mL容量瓶

500 mL容量瓶

200C允差

0.007
0.010
0.015
0.03
0.05
0.10
0.25

K值
3
3
3
3
3
3
3

容量允差（mL）
0.004 04
0.005 77
0.008 66
0.017 3
0.028 9
0.057 7
0.144 3

温度变化（mL）（矩形分布 3）
0.000 364
0.000 727
0.001 82
0.009 1
0.018 2
0.036 4
0.182

相对标准不确定度 urel(v)
0.004 05
0.002 89
0.001 77
0.000 782
0.000 683
0.000 682
0.000 465

urel( )X制 = urel 2( )Xm + urel 2( )XV

= 0.000 076 32 + 0.000 3542 = 0.000 362
2.3.2 标准溶液引入的不确定度 urel（X 标）

包括购买的有证标准品植酸钠及配制系列标

准溶液引入的不确定度。

2.3.2.1 植酸钠标准品（98%）urel（ρ1）
标准品纯度为 98%，按均匀分布 k = 3。
urel( )ρ1 = 100% - 98%

3 = 0.011 6
2.3.2.2 配制 0.1 mg/mL植酸标准储备液引入的不

确定度 urel（ρ2）
（1）称量 1.734 7 g 植酸钠标准品（计算同

2.3.1.1）
urel( )Xm = u ( )m

m = 0.076 31 734.7 = 0.000 043 9
（2）吸管和容量瓶不确定度（见表 1）
urel( )Xv = urel 2( )v5吸 + urel 2( )v100容 + urel 2( )v500容

= 0.001 772 + 0.000 6822 + 0.000 4652
= 0.001 95

urel( )ρ2 = urel 2( )Xm + urel 2( )Xv

= 0.000 043 92 + 0.001 952 = 0.001 95

2.3.2.3 配制系列标准溶液 urel（ρ3）
使用 1 mL或 2 mL吸管共 7次，由于平行比色

测定 2次，并设计了 8次试样重复，在此，不再重

复评定。

urel( )ρ3 = urel 2( )v1吸 + urel 2( )v2吸

= 0.004 052 + 0.002 892 = 0.004 98
urel( )X标 = urel 2( )ρ1 + urel 2( )ρ2 + urel 2( )ρ3

= 0.011 62 + 0.001 952 + 0.004 982 = 0.012 77

2.3.3 标准曲线拟合引入的不确定度 urel（X 拟）

取标准溶液各点测定平均值，以标准溶液系

 

y = -0.0023x + 0.533

R² = 0.9989

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0 50 100 150

吸
光
度
值

每管植酸含量（μg）

图 2 植酸标准曲线
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表 3 样品重复测定结果 μg
序号

测定值

平均值 74.784

1
74.33

2
74.21

3
75.09

标准偏差 0.399 25

4
75.14

5
75.21

6
74.42

相对标准偏差 0.533 9%

7
74.98

8
74.65

表 2 标准溶液质量－吸光度结果及计算

序号

0
1
2
3
4
5
6

X0i(μg)
0
20
40
60
80
100
140

A0i
0.5289
0.4908
0.4441
0.3956
0.3425
0.3036
0.2108

a+bC0i
0.533
0.487
0.441
0.395
0.349
0.303
0.211

(C0i-C0)2
3 951.0
1 836.7
522.4
8.162

293.8
1 379.6
5 951.0

[A0i-(a+bC0i)]2
0.000 016 81
0.000 014 44
0.000 009 61
0.000 000 36
0.000 042 25
0.000 000 36
0.000 084 64

列质量为横坐标，吸光度值为纵坐标，绘制标准

曲线（图 2），用最小二乘法进行拟合，建立直线方程

A=a+bc，a：直线截距；b：直线斜率。A=-0.002 3c+
0.533；R2=0.998 9。待测液吸光度平均值为：0.360 9，
计算待测液植酸含量为 74.784μg，代入数学模型，

试样中植酸含量为 15.58 mg/g。系列标准溶液质

量-吸光度结果及计算见表 2。
C—待测试样溶液浓度的平均值（μg）；C0—

标准曲线系列质量平均值（μg）；SR—标准曲线的

剩余标准差；C0i—各标准溶液质量（μg）；P—待测

试样重复测定次数（P=8）；n—标准曲线的点数（n
=14）；A0i—各标准溶液的实际响应值；a+bC0i—各

标准溶液的吸光度理论值。

SR =
∑
i = 1

n

( )A0i - ( )a + bC0i 2

n - 2
= 0.000 168 47

14 - 2 = 0.003 74
标准曲线拟合引入的不确定度为：

u ( )Cn = SRb
1
p +

1
n +

( )-C - -C 0
2

∑
i = 1

n

( )C0i - -C 0
2

= 0.003 740.002 3
1
8 +

1
14 + ( )74.784 - 62.857 2

13 942.7 = 0.739

则标准曲线拟合引入的相对不确定度为：

urel( )C拟 = u ( )Cn
-C

= 0.739
74.784 = 0.009 88

2.3.4 重复性测定引入的不确定度 urel（X 重）

每个试样进行 8次重复测定，吸光度值代入

直线方程，由直线方程计算待测液质量，计算大

豆样品待测液平均含量为：78.784μg，测定结果及

重复性引入的不确定度见表 3。
u ( )X重 = 0.399 258 = 0.141 2 ( )μg

urel( )X重 = 0.141 274.784 = 0.001 889
2.3.5 方法的回收率引入不确定度 urel（X 回）

实验回收率为 96%~105%，依据 JJF1059.1-
2012《测量不确定度评定与表示》，计算回收率产

生的不确定度：

urel( )X回 = ( )b+ + b- 2

12
b+ = ( )105 - 100 % = 5%

b- = ( )100 - 96 % = 4% urel( )X回 = 0.025 9
2.3.6 检定仪器引入的不确定度 urel（X 仪）

查分光光度计计量鉴定证书，透射比 U=0.6%
（k=2），则 urel( )X仪 = 0.0062 = 0.003
2.4 试样合成标准不确定度

试样相对合成标准不确定度为：

urel( )X = urel 2( )X制 + urel 2( )X标 + urel 2( )C拟 + urel 2( )X重 + urel 2( )X回 + urel 2( )X仪

= 0.000 3622 + 0.012 772 + 0.009 882 + 0.001 8892 + 0.025 92 + 0.0032
= 0.030 72

合成标准不确定度为：u（X）=X×urel（X）=15.58
mg/g×0.030 72=0.478 6 mg/g
2.5 扩展不确定度

k=2，U=ku=2×0.478 6 mg/g=0.957 2 mg/g
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2.6 检测报告

样品中植酸含量（X）=（15.58±0.957 2）mg/g
3 讨 论

各种不确定度分量的贡献比较结果见图 3。
由图 3可见，①方法的回收率、标准曲线绘制

及标准曲线拟合引入合成不确定度的 85%，实验

测定过程中，通过选择合适浓度范围的标准曲

线、增加标准溶液系列质量的点数和测定次数、

用较为精密的移液器代替吸管等措施，降低测量

结果的合成不确定度。②加强对仪器的日常维护

保养，定期计量检定和期间核查，保证仪器的技

术性能处于良好状态，以减少仪器测量引入的不

确定度，提高检测质量。③样品的制备、样品重

复性及仪器的性能对测量结果的不确定度影响较

小。
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图 3 不确定度分量贡献比较
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