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ＨＰＬＣ测定茄尼醇的不确定度
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摘要：目的　 使高纯度茄尼醇（９０％以上）含量的测定准确及可靠。方法　 建立了ＨＰＬＣ测定高纯度茄尼醇的不确定度的评
定方法。结果　 通过统计学方法，量化不确定度分量，计算合成不确定度和扩展不确定度。结论　 仪器环境不变时测量结果
受控。
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　 　 茄尼醇（ｓｏｌａｎｅｓｏｌ），是一种存在于植物体内的
天然物质，广泛存在于烟叶、马铃薯、桑叶中［１］。茄
尼醇含量在０． ３ ～ ３％之间，化学名为九聚异戊二烯
伯醇，９０％以上纯品为白色，淡黄色结晶粉末。茄尼
醇是ＣｏＱ１０、ＶＫ２的合成侧链。近年ＣｏＱ１０在保
健品、化妆品、食品领域广泛应用，主要消费国是日
本、美国、欧洲各国。生产ＣｏＱ１０ 需要高纯度
（９０％以上含量）茄尼醇作为原料。我国是烟叶生
产大国，从废次烟草中提取茄尼醇，不仅能获得一种
重要的医药原料，而且能变废为宝，提高烟草工业附
加值，具有较大的现实意义。本试验主要研究了利
用ＨＰＬＣ进行茄尼醇的不确定度评定。
１　 实验部分
１． １　 仪器与试剂

日本岛津ＬＣ１０Ａ液相色谱仪，ＣＰ２２５Ｄ电子天
平，感量０． ００００１（北京塞多利斯），ＨＳ６１５０Ｄ超声波
脱气仪（天津恒奥公司），甲醇、乙腈、异丙醇均为色
谱纯（上海陆都化学试剂厂），甲醇为分析纯（成都
科龙化工试剂厂），茄尼醇对照品（日本大阪府立产
业技术综合研究所提供，纯度９５％，批号：Ｎｏ． ０２
００２２１４）。茄尼醇（９０％以上含量，批号：２００６１１
７）来自雅安胜间田生物技术有限公司。
１． ２　 色谱条件

色谱柱：Ｋｒｏｍａｓｉｌ ５Ｃ１８（１５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５
μｍ）；流动相：甲醇乙腈异丙醇（７５∶ １５∶ １０）；流速：
１． ０ ｍＬ·ｍｉｎ －１，紫外检测波长：２１０ ｎｍ；柱温：室温。
在上述色谱条件下，茄尼醇的对照品以及烟叶提取
物茄尼醇的色谱图见图１。
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图１　 茄尼醇对照品（Ａ）供试品（Ｂ）液相色谱图
Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ（Ａ）ａｎｄ ｓｏｌａｎｅｓｏｌ
ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ ｅｘｔｒａｃｔ （Ｂ）
１． ３　 测定方法

分别精密称取茄尼醇对照品和供试品２５ ｍｇ置
于５０ ｍＬ量瓶中，甲醇溶解（超声混匀），并稀释至刻
度，分别取５μＬ注入液相色谱仪进行分析，并各自重
复５次，取峰面积的平均值，按外标法计算含量。
２　 结果与讨论
２． １　 数学模型［２３］

用高效液相色谱方法测定茄尼醇，取５ μＬ样品
注入色谱仪，利用紫外检测器，通过对样品峰的保留
时间来定性，根据供试品峰面积与对照品比较，用外
标法定量，建立了利用液相色谱法测定高纯度茄尼
醇含量的数学模型：

Ｃ％ ＝ Ａｓ ／ Ａ０ × Ｍ０ ／ Ｖ０ × Ｖｓ ／ Ｍｓ × Ｐ ／ １００ × １００
Ａｓ：供试品溶液的主峰平均响应区；Ａ０：对照品

溶液的主峰平均响应区；Ｖ０：对照品的定容体积
（ｍＬ）；Ｖｓ：供试品的定容体积（ｍＬ）；Ｍ０：对照品物
质标准重量（ｇ）；Ｍｓ：供试品的重量（ｇ）；Ｐ：对照品
物质百分比的主要成分。

则Ｃ％相对标准不确定度为：
Ｕ（Ｃ）／ Ｃ ＝｛［Ｕ（Ａ０）／ Ａ０］２ ＋［Ｕ（Ａｓ）／ Ａｓ］２ ＋

［Ｕ（Ｍ０）／ Ｍ０］２ ＋［Ｕ（Ｍｓ）／ Ｍｓ］２ ＋［Ｕ（Ｖ０）／ Ｖ０］２ ＋
［Ｕ（Ｖｓ）／ Ｖｓ］２ ＋［Ｕ（Ｐ）／ Ｐ］２｝１ ／ ２
２． ２　 不确定度的来源［４］

进行不确定度研究的关键步骤就是确定产生不
确定度的所有来源，分析这些来源的方法就是根据
测定步骤及建立的数学模型来构建不确定度来源因
果图，见图２。
２． ３　 各分量的相对不确定度［５６］

２ ． ３． １　 标准溶液的相对标准不确定度由电子天平

图２　 液相色谱测定茄尼醇的不确定度来源因果图
Ｆｉｇ ２ 　 Ｃａｕｓｅ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔ ｄｉａｇｒａｍ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ
ｓｏｌａｎｅｓｏｌ ｂｙ ＨＰＬＣ

的称量、试剂的纯度、量瓶、温度、重复性等引起的不
确定度。
２． ３． １． １　 对照品质量的标准不确定度由称样量和
对照品纯度的不确定度组成Ｕ（Ｍ０）／ Ｍ０，根据
ＣＰ２２５Ｄ电子天平鉴定证书，天平的精度为ｄ ＝
０． ０００ ０１ ｇ，按矩形分布，取包含因子Ｋ ＝ ３１ ／ ２，对照
品称样０． ０２５ ｇ，则称样的相对不确定度Ｕ（Ｍ０）／
Ｍ０ ＝ ０． ０００ ０１ ／（２５ × １０ －３ Ｋ）＝ ２． ３１ × １０ －４。茄尼
醇对照品纯度为９５％（日本提供），纯度的标准偏差
为５． ０％，按矩形分布，取包含因子Ｋ ＝ ３１ ／ ２，则对照
品纯度的相对不确定度Ｐ（Ｍ０）＝０． ０５ ／ Ｋ ＝ ０． ０２８ ９。
２． ３． １． ２　 对照品溶液是由对照品稀释而成，是由量
瓶的不确定度以及操作的熟练程度和温度而引起Ｕ
（Ｖ０）／ Ｖ０，根据国家计量鉴定规定［７］，Ａ级５０ ｍＬ
量瓶的允许偏差为± ０． ０５ ｍＬ，按矩形分布，取包含
因子Ｋ ＝３１ ／ ２，则由量瓶引起的相对不确定度为Ｕ１
（Ｖ０）＝ ０． ０５ ／ ５０ × ３１ ／ ２ ＝ ５． ７７４ × １０ －４；重复性，重复
用同一５０ ｍＬ量瓶进行１０次定容至刻度称量，实验
得出定容至刻度的准确性引起的不确定度按贝赛尔
公式计算为Ｕ２（Ｖ０）＝ ０． ０１２ ２；温度引起的标准不
确定度，根据制造商提供的信息，该量瓶在２０ ℃校
准，而实验室温度在± ２ ℃之间变动（假设）。水的
膨胀系数为２． １ × １０ －４ ／ ℃，体积的变化为２ × ５０ ×
２． １ × １０ －４ ＝ ０． ０２１（ｍＬ），按均匀分布，取包含因子
Ｋ ＝３１ ／ ２，则温度引起的标准不确定度为Ｕ３（Ｖ０）＝
０． ０２１ ／ ３１ ／ ２ ＝ ０． ０１２ １（ｍＬ）。则：

Ｕ（Ｖ０）／ Ｖ０ ＝ ｛［Ｕ１（Ｖ０）］２ ＋ ［Ｕ２（Ｖ０）］２ ＋
［Ｕ３（Ｖ０）］２｝１ ／ ２ ＝ ０． ０１７ ２。

供试品取样量的相对不确定度Ｕ（Ｍｓ）／ Ｍｓ；由
电子天平的称量０． ００２ ５ ｇ和最终定容体积为５０
ｍＬ引起的不确定度。

供试品称量引起的不确定度主要是分析天平校
准不确定度，根据鉴定证书，分析天平的精度为ｄ ＝
０． ０００ ０１ｇ，按矩形分布，取包含因子Ｋ ＝３１ ／ ２，则称样
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的相对不确定度Ｕ１（Ｍ）／ Ｍ ＝ ０． ０００ ０１ ／（２５ × １０ －３
Ｋ）＝２． ３１ × １０ －４。供试品溶液由供试品稀释而成，
主要由量瓶引入的不确定度，根据国家计量鉴定规
定Ａ级５０ ｍＬ量瓶的允许偏差为± ０． ０５ ｍＬ，按矩
形分布，取包含因子Ｋ ＝ ３１ ／ ２，则由量瓶引起的相对
不确定度为：

Ｕ２（Ｍ）＝０． ０５ ／ ５０ × ３１ ／ ２ ＝ ５． ７７４ × １０ －４。则：
Ｕ（Ｍｓ）／ Ｍｓ ＝ ［（２． ３１ × １０ －４）２ ＋ （５． ７７４ ×

１０ －４）２］１ ／ ２ ＝ ６． ２１ × １０ －４。
２． ３． ２　 使用液相色谱仪的相对标准不确定度Ｕ
（Ａ０）／ Ａ０与Ｕ（Ａｓ）／ Ａｓ；标准色谱峰面积（Ａ０）与供
试品色谱峰面积（Ａｓ）的标准不确定度分量是由液
相色谱仪的定量从复性引起的不确定度。由于本方
法采用外标法与标准比较来进行定量，因此为Ａ类
不确定度。
２． ３． ２． １　 对照品溶液５次进样重复测量的峰面积
为７ ５２７ ７６４，７ ６１２ ５８３，７ ５６１ ７５１，７ ５３７ ５６２，
７ ５７７ ４３３平均为（Ａ０）＝７ ５６３ ４１８；则对照品峰面积
的标准不确定度按贝赛尔公式计算，其标准偏差Ｓｉ
＝［∑（Ａｉ － Ａ０）２ ／ ｎ － １］１ ／ ２ ＝ ３３ ７４９。
２． ３． ２． ２　 供试品溶液５次进样重复测量的峰面积
为７ ４８０ ７１４，７ ４３１ １６０，７ ５１０ ７２１，７ ５２０ １１３，
７ ４６５ ８８６平均为（Ａｓ）＝７ ４８１ ７１８；则供试品峰面积
的标准不确定度按贝赛尔公式计算，其标准偏差Ｓｉ
＝［∑（Ａｉ － Ａｓ）２ ／ ｎ － １］１ ／ ２ ＝ ３５ ７８７。
使用液相色谱仪的相对标准不确定度Ｕ（Ａ０）／

Ａ０与Ｕ（Ａｓ）／ Ａｓ为：
Ｕ（Ａ０）／ Ａ０ ＝ ［∑（Ａｉ － Ａ０）２ ／ ｎ － １］１ ／ ２ ／ Ａ０ ＝

０． ００４ ５
Ｕ（Ａｓ）／ Ａｓ ＝ ［∑（Ａｉ － Ａｓ）２ ／ ｎ － １］１ ／ ２ ／ Ａｓ ＝

０． ００４ ８
２． ４　 合成不确定度

相对标准不确定度总和为：Ｕｃ（Ｃ）／ Ｃ ＝ ｛［Ｕ
（Ｐ）］２ ＋ ［Ｕ（Ｍ０）／ Ｍ０］２ ＋ ［Ｕ（Ｍｓ）／ Ｍｓ］２ ＋ ［Ｕ
（Ｖ０）／ Ｖ０］２ ＋ ［Ｕ（Ａ０）／ Ａ０］２ ＋［Ｕ（Ａｓ）／ Ａｓ］２｝１ ／ ２ ＝
４． ７６％，高纯度茄尼醇测得的含量为，Ｃ ＝ ９３． ９％，
则其含量的相对不确定度为：

Ｕ（Ｃ）＝ Ｃ × Ｕｃ（Ｃ）／ Ｃ ＝ ４． ４６９％
２． ５　 扩展不确定度［８］

取包含因子Ｋ ＝２（９５％置信概率），则Ｕｃ（ｃ）＝
２ Ｕ（Ｃ）＝８． ９３８％，则茄尼醇测定结果表示为：

Ｃ（％）＝ Ｃ ± Ｕｃ（ｃ）＝９３． ９％ ±８． ９３８％
２． ６　 讨论

高效液相色谱法测定工业提纯的茄尼醇时，测
量时间一般在４５ ｍｉｎ，做工作曲线大约需要５ ｈ。再
测样品时，仪器灵敏度就发生了改变。所以，企业内
部一般采用单点校正法测定。因此，配制对照品溶
液的浓度一定与待测样品的溶液的浓度非常接近，
这样就可以消除仪器非线性的影响。而单点校正法
并没有考虑线性的影响，认为是绝对线性，不存在不
确定度的。该方法没有考虑工作曲线引起的不确
定度。

评价不确定度时，首先应尽量分析产生不确定
度的所有来源，因为合成不确定度的数值取决于产
生不确定度的所有来源的不确定度分量。本方法测
定结果的不确定度主要来自对照品及供试品的称
量、定容、及注入液相色谱仪的重复测定。
ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ
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