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自动凯氏定氮仪测定食品中蛋白质消化 

条件的改进 

郑倩清 1*, 欧阳珮珮 2, 黄  诚 3 

(中山市疾病预防控制中心, 中山  528400) 

摘  要: 目的  优化自动凯氏定氮仪测定食品中蛋白质含量的消化条件。方法  选择 3 种不同类别的食品分

别进行测量, 研究样品量、催化剂配比(K2SO4 用量/CuSO4 用量, 以克计, 以下同)、浓硫酸用量、消化时间和

消化温度对蛋白质测定的影响。结果  实验得出最佳消化条件为: 大米样品量 0.8 g, 催化剂配比 6/0.4, 浓硫

酸用量 12.00 mL, 420 ℃消化 80 min; 香肠样品量 0.8 g, 催化剂配比 6/0.2, 浓硫酸用量 10.00 mL, 420 ℃消化    

90 min; 纯牛奶样品量 1.00 mL, 催化剂配比 6/0.2, 浓硫酸用量 10.00 mL, 420 ℃消化 70 min。平行测定结果的

相对标准偏差分别为 0.21%、0.29%、0.50%, 加标回收率均在 99%以上。结论  采用优化消化条件后的自动

凯氏定氮仪测定食品中蛋白质含量精密度高, 稳定性好, 测定结果准确可靠, 满足日常检测要求。 
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Improvement of digestion condition in determination of protein in food by 
automatic kjeldahl apparatus 

ZHENG Qian-Qing1*, OUYANG Pei-Pei2, HUANG Cheng3 

(Zhongshan Center for Disease Control and Prevention, Zhongshan 528400, China) 

ABSTRACT: Objective  To optimize the digestion condition of determination of protein content in food by 

automatic kjeldahl apparatus. Method  Totally 3 different categories of food were measured in terms of sample 

amount, catalyst proportion (K2SO4 dosage/CuSO4 dosage, in grams, the following is the same as), sulfuric acid 

amount, digestion time and digestion temperature to analyze their respective effect on the protein determination. 

Results  The optimal digestion conditions were: as to rice, the sample weight was 0.8 g, catalyst proportion was 

6/0.4, added amount of sulfuric acid 12.00 mL, digestion time was 80 min at a temperature of 420 ℃; as to sausage, 

the sample weight was 0.8 g, catalyst proportion was 6/0.2, added amount of sulfuric acid 10.00 mL, digestion time 

was 90 min at a temperature of 420 ℃; as to pure milk, the sample volum was 1.00 mL, catalyst proportion was 6/0.2, 

added amount of sulfuric acid 10.00 mL, digestion time was 70 min at a temperature of 420 ℃. The relative standard 

deviations were 0.21%, 0.29%, and 0.50%, and the recoveries were all above 99%. Conclusion  The optimized 

method has good precision and stability, and with accurate and reliable measurement, which can meet the 

requirements of routine testing. 
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1  引  言 

蛋白质是构成人体细胞、组织的重要成分, 是生命的

物质基础[1,2]。蛋白质是食品的主要营养成分之一, 是衡量

食品质量的一项重要指标[3,4]。目前, 测定蛋白质含量的方

法主要有凯氏定氮法、双缩脲法、甲醛滴定法、考马斯亮

蓝法、杜马斯燃烧法、近红外光谱法、高效液相色谱-质谱

/质谱联用法等[511], 双缩脲法干扰物质较少, 但灵敏度不

高; 甲醛滴定法中甲醛对人的眼、鼻等有刺激作用, 且为

致癌物质, 对人体危害较大; 考马斯亮蓝法及杜马斯燃烧

法用于不同样品的蛋白质测定时会存在一定偏差; 近红外

光谱法和高效液相色谱-质谱/质谱联用法测定样品类型相

对较少, 且检测成本较高。凯氏定氮法灵敏度高、稳定性

好、所用试剂对人体危害小且成本低廉, 是测定蛋白质的

常用方法, 也是国标规定的方法, 适用于各类食品中蛋白

质含量的测定, 是蛋白质测定的通用方法[12]。传统的凯氏

定氮法主要人工操作, 过程繁琐, 实验费时, 工作效率不

高, 检测结果受人为因素影响比较大[13,14], 全自动凯氏定

氮仪是对传统玻璃仪器的一个整合, 把加液、蒸馏、滴定、

记录数据和计算实行一体化操作, 省时省力, 同时减少了

操作误差, 提高测定结果的准确度和检测效率。 

目前全自动凯氏定氮仪测定蛋白质的文献报道已有

不少, 但多见于对单一类型食品或者某一反应条件的研究, 

缺乏全面性, 由于食品类别繁多, 基质复杂, 采用同一方

法处理样品容易造成资源浪费, 耗时耗力。本研究针对 3

种不同类别、含氮量不同的样品, 包括肉类制品、大米以

及液态奶进行分析, 在消化过程中选择合适的催化剂配

比、消化温度、消化时间、硫酸用量和样品量, 以降低样

品基质在消化过程中出现的爆沸、粘壁等现象, 减少样品

量的损失, 提高消化效率, 达到环保、高效、快速、安全

的效果, 为相关检测研究提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  材料、仪器与试剂 

大米、纯牛奶和香肠均为当地超市在售知名品牌。 

8400 全自动凯氏定氮仪(瑞士福斯仪器公司); 2500 消

化炉(瑞士福斯仪器公司); AL204 电子天平(梅特勒-托利多

仪器有限公司); Purelab Classic UV 超纯水机(系统)(颇尔公

司); 氢氧化钠、硼酸、硫酸铜、硫酸钾、硫酸(分析纯, 广

州化学试剂厂); 溴甲酚绿、甲基红(上海三爱思试剂有限公

司); 盐酸标准溶液(GBW(E)081127, 1.001 mol/L, 深圳市

博林达科技有限公司)。 

盐酸标准滴定溶液(0.1001 mol/L): 量取 100.0 mL 盐

酸标准溶液于 1000 mL 容量瓶中, 用超纯水定容至刻度。 

硼酸混合指示剂: 按每升 1%硼酸溶液加入 10 mL 

0.1%溴甲酚绿乙醇溶液和 7 mL 0.1%甲基红乙醇溶液比例

混合。 

2.2  实验方法 

2.2.1  样品制备   

大米用粉碎机粉碎处理; 香肠用绞肉机搅碎后再用

粉碎机 2 次粉碎; 液态纯牛奶摇匀直接量取。 

2.2.2  实验设计   

称取或量取一定量混匀后的样品于消化管中, 加入

硫酸铜、硫酸钾作催化剂, 再加入适当浓硫酸(浓硫酸沿管

口旋转缓慢加入), 置于 FOSS 消化炉加热消化, 同时降低

排废罩, 打开水龙头开启排气装置, 当消化管中的液体呈

绿色透明状, 取出冷却至室温, 用 Kjeltec 8400型全自动凯

氏定氮仪测定蛋白质含量[15]。选择样品量、催化剂配比、

浓硫酸用量、消化时间和消化温度作为变量, 研究各因素

对仪器测定结果的影响。 

2.2.3  蒸馏条件  

稀释液(超纯水)体积: 60 mL; 氢氧化钠溶液(400 g/L)

体积: 50 mL; 接收液(硼酸混合指示剂)体积: 30 mL。 

3  结果与分析 

3.1  样品量对测定结果的影响 

取样量的多少主要取决于样品蛋白质含量, 一般来

说, 减少取样量可以缩短消化时间, 但降低了样品的代表

性, 增大系统误差; 增大样品量有利于提高检测结果的准

确性, 却拖长了消化时间, 增加了试剂用量, 容易造成资

源浪费, 所以选择合适的样品量进行实验是十分必要的。 

以样品量为变量, 固定浓硫酸添加量 10 mL, 催化剂

配比(K2SO4用量/CuSO4用量, 以克计, 以下同)6/0.4, 消化

时间 90 min, 消化温度 420 ℃, 研究样品量对 3 种不同类

型食品蛋白质含量的影响。其中大米、香肠样品量以克为

单位, 纯牛奶以毫升为单位。大米称样量在 1.5 g 和 2.0 g

时消化后呈黑色液体, 证明消化不完全, 没有进行蒸馏滴

定。标准差是一组数据平均值分散程度的一种度量, 其反

应多组数据之间稳定值差异, 可以当作不确定性的一种测

量。结合标准差计算分析, 由表 1 可见, 样品测定值稳定性

好。当大米和香肠样品量<0.8 g,牛奶样品量<1.00 mL 时, 随

着样品量的增加蛋白质含量也随之增加, 标准差值也相对

较大。当大米和香肠的蛋白质样品量在 0.8 g、纯牛奶在样

品量为 1.00 mL 时, 蛋白质含量测定值相对较高, 且标准差

值相对较低, 随着样品量的增加蛋白质含量测定值有下降

趋势, 在此消化条件下再增加样品量容易造成消化不完全。
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因此, 样品量选择大米和香肠为 0.8 g, 纯牛奶为 1.00 mL。 

 
表 1  样品量对蛋白质测定结果的影响(n=6) 

Table 1  Effect of sample amount on the protein content(n=6) 

样品量
/(g/mL) 

大米 香肠 纯牛奶 

蛋白质 

含量/% 
标准差

/% 

蛋白质 

含量/% 
标准差

/% 

蛋白质

含量/%
标准差

/% 

0.2 6.80 0.15 12.68 0.15 3.49 0.13

0.5 6.79 0.14 12.55 0.16 3.51 0.09

0.8 6.83 0.10 12.73 0.08 3.57 0.10

1.0 6.68 0.09 12.63 0.12 3.61 0.06

1.2 6.75 0.13 12.57 0.13 3.47 0.08

1.5 — — 12.56 0.10 3.46 0.06

2.0 — — 12.70 0.09 3.48 0.09

 
3.2  催化剂配比对测定结果的影响 

凯氏定氮法中催化剂的作用是提高浓硫酸释放基质

氧的速度。高温条件下, 有机化合物在浓硫酸中的分解速

度比较缓慢, 加入硫酸钾提高消化液的沸点, 加快有机物

的分解; 硫酸铜作为催化剂, 加速氧化反应, 缩短消化时

间[16]同时在反应过程中作为碱性指示剂。若硫酸钾加入量

过大, 消化液温度太高, 反应生成的硫酸氢铵分解放出氨, 

容易造成损失, 但加入量太少, 则出现氨化不充分, 反应

不完全[17]。因此, 选择合理的催化剂配比以达到最佳的消

化效果。 

以催化剂配比为变量, 固定样品量大米 0.8 g、香肠

0.8 g、纯牛奶 1.00 mL, 浓硫酸用量 10 mL, 消化时间    

90 min, 消化温度 420 ℃, 研究催化剂配比对 3种不同类型

食品蛋白质含量的影响。由表 2 可见, 大米在 K2SO4/CuSO4

为 6/0.4, 香肠和纯牛奶在 6/0.2时, 蛋白质测定结果出现最

大值, 而 K2SO4/CuSO4 在 4/0.8 时, 3 种样品的消化液均出

现灰色沉淀, 说明硫酸铜用量过大, 故考虑硫酸铜的加入

量不宜超过 0.5 g。结合硫酸钾的加入量在 6 g 时出现峰值, 

且标准差选择相对较低, 大米所用 K2SO4/CuSO4 配比为

6/0.4, 香肠和纯牛奶所用配比为 6/0.2 为宜。 

3.3  浓硫酸用量对测定结果的影响 

凯氏定氮法测定蛋白质只能用硫酸消化, 样品与浓

硫酸在加热作用下将有机氮转变为无机氮, 浓硫酸用量过

少, 反应消化不完全, 造成测定结果偏低, 过多反而浪费

试剂、污染环境, 浓硫酸用量对测定结果有重要影响。 

以浓硫酸用量为变量, 当大米样品量为 0.8 g、香肠

0.8 g、纯牛奶 1.00 mL, 催化剂配比大米为 6/0.4, 香肠和纯

牛奶为 6/0.2, 消化时间 90 min, 消化温度 420 ℃。如表 3

所示, 当硫酸用量为 4.00 mL 和 6.00 mL 时, 消化液冷却后

有少量黑色溶液悬浮于液面, 证明样品未完全消化, 蛋白

质含量测定值偏低。当硫酸用量<10 mL 时, 蛋白质含量

随着浓硫酸用量的增加而增大 , 在测定大米时 , 浓硫酸

用量在 12.00 mL 蛋白质含量出现最大值, 随后有所下降; 

在测定香肠和纯牛奶时, 浓硫酸用量在 10.00 mL 出现最

大值; 浓硫酸用量在 20.00 mL 时由于用量过大, 无法达

到碱过量, 蒸馏无法顺利进行, 故未进行含量测定。盲目

增大硫酸用量并不能提高蛋白质检出率, 实验需要在碱

性条件下进行蒸馏 , 本次实验氢氧化钠溶液加入量为  

50 mL, 在保证样品消化完全的前提下, 鉴于消化管容量

(250 mL)限制以及避免试剂浪费, 结合标准差计算分析, 

测定大米的浓硫酸用量在 12.00 mL, 香肠和纯牛奶在

10.00 mL 为理想。 
 
 

表 2  催化剂配比对蛋白质测定结果的影响(n=6) 
Table 2  Effect of catalyst proportion on the protein content(n=6) 

催化剂配比(K2SO4 用量

/CuSO4 用量) 

大米 香肠 纯牛奶 

蛋白质含量/% 标准差/% 蛋白质含量/% 标准差/% 蛋白质含量/% 标准差/% 

3/0.2 6.72 0.17 12.53 0.22 3.48 0.10 

4/0.8 6.76 0.22 12.67 0.30 3.48 0.08 

6/0.2 6.79 0.17 12.84 0.17 3.51 0.06 

6/0.4 6.84 0.15 12.75 0.16 3.47 0.06 

4.5/0.5 6.69 0.19 12.69 0.19 3.47 0.08 

5/0.2 6.72 0.13 12.66 0.15 3.46 0.06 

4/0.2 6.73 0.19 12.67 0.17 3.44 0.08 
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表 3  浓硫酸用量对蛋白质测定结果的影响(n=6) 
Table 3  Effect of sulfuric acid amount on the protein 

content(n=6) 

硫酸用量
/mL 

大米 香肠 纯牛奶 

蛋白质 

含量/% 
标准差

/% 

蛋白质 

含量/%
标准差

/% 

蛋白质 

含量/% 
标准差

/% 

4.00 3.73 0.16 12.08 0.39 3.46 0.06

6.00 6.56 0.10 12.66 0.17 3.49 0.06

8.00 6.83 0.08 12.73 0.08 3.49 0.02

10.00 6.85 0.08 12.81 0.11 3.52 0.03

12.00 7.03 0.07 12.67 0.07 3.47 0.04

15.00 6.57 0.08 12.44 0.08 3.42 0.04

20.00 — — — — — — 
 

3.4  消化时间对测定结果的影响 

消化时间关系着消化反应的完全程度[18]。从理论上讲, 

消化时间越长, 样品消化越完全, 但片面地追求消化效率, 

消化时间过长, 氮元素随着蒸汽排出而造成氨损失, 导致

测定结果偏低, 同时浪费能源; 时间过短消化不完全, 影

响测定结果。以消化时间为变量, 当大米样品量为 0.8 g、

香肠 0.8 g、纯牛奶 1.00 mL, 催化剂配比大米为 6/0.4, 香

肠和纯牛奶为 6/0.2, 浓硫酸用量大米为 12.00 mL, 香肠和

纯牛奶 10.00 mL, 消化温度 420 ℃, 如表 4可见, 随着时间

的增加, 蛋白质含量在不断增大, 当消化时间在 30~60 min

时, 随着时间延长, 冷却后的消化液颜色由全黑色过渡到

咖啡色, 证明消化并未完全; 当消化时间在 70~90 min 时, 

消化液呈浅蓝色, 蛋白质含量出现最大值, 表明在此时间

内样品消化已完全, 而延长时间测定值并没有出现明显的

提高, 为了提高实验的时效性, 结合标准差结果分析, 测

定大米的消化时间可控制在 80 min, 香肠 90 min, 纯牛奶

70 min。 

3.5  消化温度对测定结果的影响 

消化温度过高, 样品分解致使氮损失, 过低则消化速

度慢, 消化不完全导致测定结果偏低。选择适当的消化温

度, 提高反应效率同时避免资源浪费。以消化温度为变量, 

大米样品量为 0.8 g, 催化剂配比 6/0.4, 浓硫酸用量  

12.00 mL, 消化 80 min; 香肠 0.8 g, 催化剂配比 6/0.2, 浓

硫酸用量 10.00 mL, 消化 90 min; 纯牛奶 1.00 mL, 催化剂

配比 6/0.2, 浓硫酸用量 10.00 mL, 消化 70 min。如表 5 所

示, 3 种样品分别在 340 ℃消化后, 消化液为黑色液体, 表

示样品未消化完全 , 故没有进行含量测定。当温度在

360~400 ℃时, 随着温度升高, 冷却后的消化液由棕黑色

逐渐向浅蓝色过渡, 蛋白质含量测定值也逐渐增加, 表明

消化温度低于 400 ℃样品不能完全消化, 当温度在 420 ℃

时, 测定结果出现最大值, 即样品消化已完全, 且数据稳

定性相对较好, 温度再增大结果也无明显差异, 故消化温

度宜控制在 420 ℃。 

 
表 4  消化时间对蛋白质测定结果的影响(n=6) 

Table 4  Effect of digestion time on the protein content(n=6) 

消化时间
/min 

大米 香肠 纯牛奶 

蛋白质

含量/%
标准差

/% 

蛋白质 

含量/% 
标准差

/% 

蛋白质 

含量/% 
标准差

/% 

30 6.65 0.21 12.47 0.22 3.48 0.11

40 6.72 0.11 12.50 0.20 3.49 0.05

50 6.79 0.05 12.62 0.10 3.49 0.04

60 6.83 0.04 12.73 0.09 3.48 0.06

70 6.93 0.06 12.77 0.09 3.59 0.04

80 6.99 0.05 12.85 0.09 3.49 0.09

90 6.89 0.03 12.87 0.07 3.48 0.04

120 6.93 0.06 12.65 0.11 3.51 0.09

 
表 5  消化温度对蛋白质测定结果的影响(n=6) 

Table 5  Effect of digestion temperature on the protein 
content(n=6) 

消化温度
/℃ 

大米 香肠 纯牛奶 

蛋白质

含量/%
标准差

/% 

蛋白质 

含量/% 
标准差

/% 

蛋白质 

含量/% 
标准差

/% 

340 — — — — — — 

360 6.56 0.09 12.10 0.04 3.34 0.03

380 6.70 0.03 12.31 0.12 3.43 0.03

400 6.76 0.02 12.66 0.05 3.51 0.04

420 6.84 0.01 12.79 0.04 3.55 0.02

440 6.84 0.03 12.74 0.12 3.34 0.03

 

3.6  精密度实验及准确度实验 

通过上述实验确定 3 种样品的最优消化条件见表 6。

根据实验条件, 用全自动凯氏定氮仪对 3 种样品进行精密

度实验, 每个样品平行测定 6 次, 计算平均值和相对标准

偏差, 结果见表 7; 3 种样品各称取 3 组, 分别加入低、中、

高(0.005、0.01、0.015 g)3 个实验水平硫酸铵(相当于 1.06、

2.12、3.18 mg 氮), 按 2.2.2 操作及表 6 消化条件处理样品

并测定, 进行加标实验, 计算回收率, 由表 8 可知, 该消化

条件下, 3 种样品的平均回收率均大于 99%。为验证方法

的准确性 , 选择脂肪含量较少的标物为代表 , 以样品量

为 0.8 g, 催化剂配比 6/0.4, 浓硫酸用量 12.00 mL, 420 ℃

消化 80 min的条件下测定全麦粉 GBW(E)100126中粗蛋白

质,如表 9 可见, 测定值与标准物质证书标示值相符。 
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表 6  最优消化条件 
Table 6  The optimal digestion conditions 

样品 样品量/ 催化剂配比(K2SO4 用量/CuSO4 用量) 硫酸用量/mL 消化时间/min 消化温度/℃ 

大米 0.8 g 6/0.4 12.00 80 420 

香肠 0.8 g 6/0.2 10.00 90 420 

纯牛奶 1.00 mL 6/0.2 10.00 70 420 

 
表 7  精密度实验结果 

Table 7  Results of precision experiment 

样品 
蛋白质测定值/% 

平均值/% 相对标准偏差/% 
1 2 3 4 5 6 

大米 6.84 6.84 6.87 6.84 6.82 6.83 6.84 0.21 

香肠 12.83 12.76 12.75 12.84 12.80 12.80 12.79 0.29 

纯牛奶 3.57 3.54 3.54 3.57 3.53 3.56 3.55 0.50 

 
表 8  准确度实验结果(n=3) 

Table 8  Results of accuracy experiment(n=3) 

样品 样品含氮量/mg 加标量/mg 总氮量/mg 实测值/mg 
回收率/% 

结果 平均值 

大米 

9.22 1.06 10.28 10.27 99.1 

99.3 9.36 2.12 11.48 11.46 99.1 

9.25 3.18 12.43 12.42 99.7 

香肠 

16.38 1.06 17.44 17.43 99.1 

99.6 16.27 2.12 18.39 18.40 100 

16.51 3.18 19.69 19.68 99.7 

纯牛奶 

5.56 1.06 6.62 6.61 99.1 

99.8 5.53 2.12 7.65 7.67 101 

5.60 3.18 8.78 8.76 99.4 

 
表 9  标准物质分析结果 

Table 9  Results of standard substances 

标准物质 标准值/% 
测定值/% 

平均值/% 
1 2 3 4 5 6 

GBW(E)100126 15.8±0.3 15.74 15.51 15.93 15.80 16.04 15.62 15.77 

 

3.7  实际样品测定 

用表 6 的消化条件和方法对市售的 3 类样品进行分析测

定, 结果见表 10。每类样品分别购买 5 种不同品种的产品进行

分析, 所测结果与标签标示值基本一致, 符合国家安全标准。 

4  结  论 

本次实验通过优化消化条件, 完善自动凯氏定氮仪

测定食品中蛋白质含量的方法, 经实验得出最优消化条件: 

大米样品量 0.8 g、催化剂配比 6/0.4、浓硫酸用量 12.00 mL、

消化 80 min、消化温度为 420 ℃; 香肠样品量 0.8 g、催化

剂配比 6/0.2、浓硫酸用量 10.00 mL、消化 90 min、消化温

度 420 ℃; 纯牛奶样品量 1.00 mL、催化剂配比 6/0.2、浓

硫酸用量 10.00 mL、消化 70 min、消化温度 420 ℃。通过

精密度和准确度实验, 在该处理条件下, 方法的结果重现

性好, 精密度高, 结果准确可靠。本次实验将食品类型粗

分, 通过各因素的优化, 减少了试剂的浪费和能源的损耗, 

缩短消化时间, 与传统方法相比, 减少了人为误差, 可批

量消化样品, 提高工作效率, 降低出现消化不完全、粘壁

等现象, 操作更简单安全, 满足日常检测要求。 
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表 10  样品测定结果 
Table 10  Detection results of samples 

样品 
测定值/% 

平均值/%
1 2 3 

黑龙江大米 7.17 7.24 7.22 7.21 

泰国香米 7.26 7.19 7.22 7.22 

广东大米 6.99 6.93 7.05 6.99 

广西大米 6.64 6.59 6.50 6.58 

江西大米 8.23 8.23 8.22 8.23 

热狗肠 12.59 12.73 12.49 12.60 

火腿切片 16.19 15.92 15.96 16.02 

培根 17.35 17.41 17.49 17.42 

三文治 10.66 10.53 10.75 10.65 

鸡肉火腿肠 11.33 11.19 11.27 11.26 

高钙牛奶 3.16 3.22 3.24 3.21 

核桃牛奶 2.53 2.48 2.57 2.53 

红枣枸杞牛奶 1.69 1.76 1.70 1.72 

谷粒牛奶 3.42 3.52 3.48 3.47 

全脂牛奶 3.66 3.79 3.73 3.73 
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