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使用模块消化和蒸馏装置进行凯氏定氮分析 
 

1 介绍 
本文是使用FOSS公司KJELTEC®系统进行凯氏定氮分析的一般性指导。所叙述的分析过程适用于常规实

验室分析的各类样品。因为凯氏定氮是一种普遍使用的常规分析方法，所以本介绍没有针对各种特定样品

的具体分析，样品具体的分析方法可以在福斯的专项应用简报中找到（FOSS公司免费提供各种应用简报）。 
 
FOSS公司提供了从手动到全自动分析的全套KJELTEC®系统，因此本文没有对各具体的仪器设置作说明，

这类资料可以在各套装置的使用说明书和专项应用简报中找到。 
 
2 安全性 
凯氏定氮法需要在高温下使用强酸来消化样品，必须要小心的操作试剂来保证安全。对于试剂的操作可以

参考有关的MSDS。 
 
另外，酸消化操作需要在通风良好的通风橱中进行，任何操作都需要配戴护目镜，处理热的消化管时也要

加以注意。 
 

3 样品制备 
用于凯氏定氮分析的样品必须认真制备以免造成最终实验结果的错误。能否获得有代表性的试样在于是否

有很好保证的制样方法，并因样品种类或行业的不同而有很大差异，本文不可能概括所有的制样方法。 
 
从大量样品中采得的实验室样品中获得分析试样可能要进行一种或多种样品处理以使样品均质。方法可以

有简单的物理处理如振荡、搅拌、研磨、等格缩分、四分法采样等，或是机械处理如研混、均质或粉碎。

根据样品不同（混合物、复合物或单一组分）使用不同的处理方法。样品一般可分为：固体、半固体或糊

状、液体。 
 
固体样品 
固体样品一般用粉碎的方法处理。可以使用简单的咖啡粉碎机或实验室粉碎磨。处理方法的选用不是绝对

的，但是处理方法的一致性是获得理想实验结果的重要条件，特别是实验中的一系列条件已经确定时更是

如此。例如：用旋风磨磨出的很细的样品颗粒将增加消化效率，如果与用咖啡粉碎机处理的同一样品在同

一条件下分析，结果是没有可比性的，因为咖啡粉碎机处理的样品消化可能不彻底。 
 
推荐使用粒度小于等于1mm的样品。 
 
半固体和糊状样品 
此类样品是最难处理的，尤其是样品粒度范围较宽和/或某些组分比较坚硬时更难处理。根据具体的样品类

型可用 浆、液化或球磨的方法处理以获得适当的分析样品。很多情况下，简单的乳钵和研钵就可以很好

处理样品了。 和所有的样品制备一样，为了达到合乎要求的样品均 度，或许需要两种或多种处理方法并

用。无氮滤纸可以简化称样并直接移入消化管中。 
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液体样品 
液体样品可有两种基本形式，即只含有可溶性物质的液体如自来水和含有颗粒的液体或悬浊液如牛奶。前

者只需要震荡或搅拌就可直接取样，而后者则要根据是想分析全部悬浊液还是液体的某一部分进行不同的

样品处理。例如：牛奶可分为含有悬浊固体颗粒的水相和脂肪相（即浮在液面上的奶油）。通常是对全奶进

行分析，这就需要均质。许多液体样品可能含有不需分析的沉淀物或者需要分别分析沉淀物和液体部分，

这时要对分析样品过滤或沉淀，然后对滤出物或上清液进行分析。 
 
只有在分析前做好样品制备工作，才能减少各种样品的实验误差。 
 
样品称重 
凯氏定氮分析样品要使用精确度为0.1毫克的分析天平准确称取并全部移入消化管。 
 
所需样品量依样品含氮量和均 度而定。一般说来，样品量越少，消化越快，样品量的确定大致如下： 
       均 的样品（水除外）                   0.1～1.0 克 
       不均 的样品                           ≥1.0～3.0 克 
       液体样品（视氮含量而定）               1.0～100 ml 
 
当样品的均 度不是主要限制因素时，样品量可按照含氮量确定。如果使用0.2N的标准滴定溶液，分析样

品的理想含氮量应为10～100毫克氮。所需样品的大概重量可按下式计算： 
 
                            1000 
       最小样品量（毫克）= ----------- 
                              X 
        式中：X --- 估计含氮量% 
 
液体样本可用重量或体积来取样。用体积计算时，实验结果常以W/V来表示，例如：mgN/100ml 或gN/L, 因
为这时结果如以W/W来表示，实验结果会因液体样品比重/密度不同而相差甚远。 
                         
5 消化 
消化过程中，样品中的氮或蛋白质转化为硫酸铵，反应式如下： 
 
                           K2SO4 
         蛋白质 + H2SO4  --------------------->  (NH4)2SO4 
                           催化剂 
 
KJELTEC凯氏消化装置通过控制消化条件，避免了因酸的大量流失而导致的氮损失，因此其使用的酸量比

经典方法建议的酸量少。如果经典方法建议使用25～30ml硫酸，而用Kjeltec消化装置的话，250ml消化管

仅用10～15ml，100ml半微量消化管仅用2-5ml就够了。 
 
一般来说，250ml的消化管比100ml的更容易处理样品，因为250ml的消化管可以更灵活的处理各种类型的

样品、样品量和应用。在消化的第一阶段也可以更有效的处理起泡问题。 
 
盐类 
因为在浓硫酸沸点温度下不能分解样品中所有的化合物，所以有必要添加一种盐类来提高消化沸点，通常

使用的盐类是硫酸钾。FOSS公司用这种盐和催化剂一起制成凯尔特催化片（KJELTABS）以供使用。 
 
某些样品因为消化液沸点不够高造成消化分解时间过长，这时有必要多加一片凯尔特催化片，以改变盐和 
酸的比例。分析高脂或高碳水化合物的样品，消化时有可能发生结晶，因为需要消耗比蛋白更多的硫酸来 



氧化这些物质，遇到这种情况要在消化开始时多添加2-3ml酸。 
 
注意:消化过程中发生的结晶现象会引起氮的损失（消化结束后放冷才结晶则问题不大）! 
 
消泡剂 
过氧化氢是世界各地广泛应用于凯氏定氮分析实验室的试剂，它有两个作用： 

1. 作为氧化剂加速有机物的分解 
2. 作为消泡剂控制各种样品消化过程中可能出现的起泡现象 

在硫酸存在的情况下，加入过氧化氢会引起剧烈反应，而可能使氮以气体的形式损失。在许多情况下，添

加过氧化氢并不能明显地缩短消化时间。可以肯定的是当样品含脂较高或含碳水化合物高时，添加过氧化

氢有利于抑制泡沫形成。如果需要使用过氧化氢时，应沿消化管壁缓缓倒入＜5ml的过氧化氢。通常只有在

对消化有明显促进作用时才有必要加过氧化氢。如果仅是为了除泡，最好使用1～3滴辛醇或适当的除泡乳

化剂。 
 
表1   催化剂和消化时间与蛋白质含量百分比的关系 

表中的数据是由5-7组样品测试得到的。 

  分钟            汞              硒               铜               钛 
狗粮： 10              -                -                -                 - 
       20         25.6±0.10     25.1±0.10       24.8±0.19        25.0±0.17  
       30         25.6±0.14     25.4±0.15       25.2±0.22         25.3±0.27 
       45         25.7±0.13     25.4±0.16       25.4±0.11         25.5±0.25 
       60         25.7±0.07     25.6±0.11       25.5±0.12         25.6±0.22 
 
肉类： 10              -                -                -                 - 
       20 18.0±0.26     17.7±0.33       17.4±0.23         17.2±1.07 
       30         18.0±0.15     17.7±0.27       17.8±0.22         17.9±0.37 
       45         18.0±0.13     17.9±0.17       17.8±0.24         18.0±0.32 
       60         18.2±0.09     17.9±0.24       18.1±0.23         18.0±0.06 
 
鱼粉： 10         69.1±1.62     65.0±0.75       64.7±1.21         64.8±1.15 
       20         72.4±0.22     70.1±0.66       72.6±2.83         69.5±0.54 
       30         73.0±0.31     71.0±0.23       70.6±0.74         70.4±0.34 
       45         72.7±0.14     71.7±0.19       71.4±0.39         72.3±0.43 
       60         72.7±0.28     72.2±0.15       72.3±0.21         72.3±0.45 
 
小麦： 10         11.4±0.31    11.2±0.24       11.0±0.19         11.0±0.29 
       20         11.7±0.06    11.6±0.07       11.6±0.06         11.0±0.03 
       30         11.7±0.07    11.6±0.04       11.6±0.05         11.7±0.06 
       45         11.7±0.07    11.6±0.04       11.6±0.05         11.7±0.06 
       60         11.7±0.05    11.7±0.07       11.7±0.04         11.7±0.05 
 
盐酸赖氨酸   10              -                -                -                 - 
   20        14.8±0.18     13.0±1.00      12.6±0.60        12.5±0.32 
     30        15.3±0.12     13.3±0.72      13.0±0.19        12.9±0.48 
       45        15.3±0.16     13.9±0.56      13.4±0.56        13.7±0.32 
       60        15.3±0.09     14.2±0.27      13.8±0.27        14.2±0.55 
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上表分析结果明显地表明了汞是最好的催化剂，根据表1的结果，一般食品消化30分钟就够了，用其它的

催化剂则需要相对较长的时间。仅仅在特殊的情况下，例如在进行谷物消化时，如果需要100%的回收率时

才考虑使用汞，一般用铜、钛或硒作催化剂来加速消化过程。在实际分析过程中，在可接受的时间内得到

接近100%的回收率就足够了。 
 
如表1所示，一般说来，消化时间过短，可造成消化不完全，有降低重复性的趋势，原因之一很可能是盐和

酸的比例的变化引起了消化速度的变化。 
 
消化炉工作时电压的影响 
电压决定了消化炉达到预定温度时所需的时间。一组加好样品和试剂的冷消化管插入消化炉后，使消化炉

回升到原来工作温度所需的时间也受电压的影响。这些因素对完成消化所需的时间有很大的影响，尤其是

当选用较短的消化时间时应重视电压的作用。 
 
注意:如没有另加说明，FOSS应用手册中建议的消化时间是在230伏电压条件下做出的。 
 
涤气系统 
为了能排除消化时产生的SO2和SO3废气，需要使用废气排气罩。除了排废气外，这样做也是为了防止酸的

过多流失。 
 
将样品消化管放在消化器里，盖上废气排气罩，在消化开始头5分钟，水抽气泵的水龙头一定要全开，以排

出涤气系统中的水分，5分钟后控制水流量以防酸的流失。为了简化操作程序和保证良好的工作条件，可以

选用一个流量调节器。 
 
加热挡板（热力罩）（仅对老型号的消化管架，新的消化系统使用一体化的消化管架，挡板固定） 
消化架的两侧挡板打开时，冷空气将在消化管之间流通，起冷却作用。这将使冷凝液面降低，粘在消化管

较高处的样品将不能被冲洗到消化管底部，样品将不能全部分解。 
 
为了保证正确的酸回流，加热挡板必须安放好。 

 

 
  A 由于消化管被冷却（加热挡板没安好），冷凝位置低                                  
  B 冷凝位置正确（加热挡板安好了） 
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6 蒸馏 
因为消化后样品中所有的氮将形成硫酸铵（NH4）2SO4，所以硫酸铵可以作为检验蒸馏器回收率的一种标

准试剂。具体检验方法将在下面阐述。蒸馏的原理是用氢氧化钠将NH4
+ 转化为氨，然后将氨蒸馏到一个

含有硼酸的接收瓶中，再用标准酸溶液滴定，用比色法判断滴定终点。 
 
蒸馏器回收率的化学检验 
1. 用纯度＞99.5%的（NH4）2SO4（注意硫酸铵标准品需确知含水量或充分烘干） 
    摩尔重量=132.14克/摩尔 

（NH4）2SO4的含氮量=21.09% 
  将（NH4）2SO4置于102℃条件下烘干4小时，然后放在干燥器中冷却。称取0.15克（精确至小数点后

第四位）（NH4）2SO4放入消化管，加入75ml的蒸馏水和50ml40%的NaOH，然后蒸馏。 
 
                         (ml - 空白ml值）x N x 14.007 x 100 
                 氮% = ---------------------------------------------- 

                                样品重量，mg 
 
                 式中：N = 滴定标准液当量浓度，精确至小数点后第四位 
 
                            实际含氮%    
                 回收率% = -------------------X 100 
                              21.09 
 
2. 用硫酸亚铁铵（NH4）2Fe(SO4)2 X 6H2O（含稳定结晶水，一般不处理，严格需用适当方法平衡水分） 
     摩尔重量 = 392.14克/摩尔 
     硫酸亚铁铵含氮量 = 7.145% 
     称取0.5克硫酸亚铁铵放入消化管，再加75ml蒸馏水和50ml40%NaOH 
 
                            (ml - 空白ml值）x N x 14.007 x 100 
                    氮% = ----------------------------------------------------- 

                                       样品重量，mg 
 
                    式中：N = 滴定标准液当量浓度，精确至小数点后第四位 
 
                                实际含氮%    
                    回收率% = -------------------X 100 
                                  7.145 
 
注意：上面的公式要根据使用的氨基酸盐的纯度进行调整。如果要对化学反应进行全面的检查，可以使用
谷氨酸作为测试样品进行消化。 
 
标准滴定液的浓度 
为了获得准确的氮/蛋白质分析结果，必须要保证盐酸的浓度符合要求，因此有必要按照下述方法用碳酸钠

滴定盐酸，否则不准确的盐酸标准液浓度会引起实验误差。 
 

a)基准物质 
称取约10克无水碳酸钠（Na2CO3)，研成细粉，在265℃干燥1小时或200℃干燥2小时，在干燥器中冷却

后移入烧杯，盖紧，在干燥器中存放。 
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b)  指示剂 
将0.1克甲基红溶于100ml95%乙醇中。将0.1g溴甲酚绿溶解于100ml95%乙醇中。 
 
c)  步骤 
用分析天平称取约0.4克基准Na2CO3，记取重量（W1），移入锥形瓶，加40ml蒸馏水，再各加8滴甲基红

和溴甲酚绿指示剂，用盐酸标准液滴至粉红色，记下所用盐酸ml数（A1)。将椎形中的溶液煮沸几分钟，再

用自来水冲凉至室温，此时粉红色褪去，继续使用盐酸滴定至粉红色复现，记下滴定ml数（A2）。再将椎形

瓶中的溶液煮沸几分钟，然后用自来水冲凉至室温，此时粉红色褪去，继续使用盐酸滴定至粉红色复现，

记下滴定ml数（A3）。 
备注：温度会影响标准溶液的体积和浓度。使用标准溶液时的温度应该和标定时的温度接近。如果需要对
温度进行校正，可使用校正表。 
 
d)  计算 
                                       18.870 x W1 

摩尔浓度= ---------------------- 
                                        A1 + A2 + A3 
 
注意：浓度必须精确到小数点后4位，例如0.2000M。 
 
氢氧化钠使用量 
蒸馏时要用过量的NaOH将铵转化为氨，在FOSS应用简报里要求使用50ml40%的NaOH，这是以消化时用

12ml的硫酸使用量来确定的。 
 
氢氧化钠溶液 
应为400克NaOH/升，溶液浓度不要超过40%，否则会形成结晶影响泵的功能，市售溶液一般为50%，如

果你只能买到浓度高于40%的溶液，须稀释后再用。 
 
大体上可这样计算：消化用酸量 x 4 = 40%NaOH溶液需要量 
例如，消化时使用20ml浓硫酸，则40%NaOH溶液用量为20 x 4 = 80ml40%NaOH 
 
当使用HgO作催化剂时，汞必须同硫代硫酸钠（Na2S2O3·5H2O）络合，可以直接将其加入碱液，比例为

60克/升。 
 
注意：有一点非常重要，碱液必须过量，否则将形成硫化氢（H2S），硫化氢是一种强酸性气体，会使指示
剂变红，这样将不能得到任何实验结果。 
 
硼酸接收液 
1%硼酸溶液（含溴甲酚绿和甲基红指示剂）：1030、1035、2300、2400和8400型自动滴定分析仪 
4%硼酸溶液（含溴甲酚绿和甲基红指示剂）：需手动滴定的分析仪（1002、1026、2100、2200、8100和
8200型）。 
为了获得准确的结果，硼酸溶液需要调整到空白在0.05-0.15ml之间。 
 
制备： 
1. 将100克硼酸溶于10升蒸馏水配成1%硼酸溶液。 
   将400克硼酸溶于10升蒸馏水配成4%硼酸溶液。 
2. 添加100ml溴甲酚绿溶液（100毫克溴甲酚绿溶于100ml95%乙醇）。 
3. 添加70ml甲基红溶液（100毫克甲基红溶于100ml95%乙醇）。 
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   注：配好的吸收液颜色应该是暗紫色（蓝紫色） 
调节： 
1. 取25ml上述步骤配好的硼酸溶液于一个锥形瓶中，加入100ml蒸馏水，此时溶液应该变灰蓝色。如果溶

液仍然是红的，则应加碱调节，可用0.1M的NaOH滴定至灰色。然后可根据下面的公式再调节剩余的

硼酸： 
需用的1.0M的NaOH体积数= 0.1M的NaOH体积数×40 
将计算好的1.0M的NaOH加入到硼酸溶液中。 

2. 或者：用25ml硼酸滴定一个空白值，如果空白值过高（0.5ml0.2摩尔的盐酸），说明硼酸配的不正确，

这会造成空白值不稳定。空白值过高可用下列方法纠正：向硼酸桶中直接加入盐酸，仔细混 ，重新

测定空白值，直至其数值＜0.2ml盐酸为止。如果得不到正的空白值（或为零），需添加少量的氢氧化

钠进行调节，重新滴定直至获得满意的结果为止。 
 
注意：加入NaOH的目的是得到正的空白值。但是还是要保证空白值在0.05-0.15ml之间，这样才能获得好
的重复性。 
 
7 通用应用概论 
下文阐述了凯氏定氮法的过程，可广泛应用于各种样品，当然，可以优化实验步骤以适应具体实验室和样

品类型的需要。 
1. 制备有代表性的样品，称1克（精确至0.1毫克）样品放入消化管。 

注意：使用1035/2300/2400/8400分析仪时称量值可直接输入仪器电脑，自动进行结果计算。 
2. 添加2片凯尔特催化片Cu3.5（相当于7克K2SO4和0.8克CuSO4·5H2O） 
3. 仔细添加12ml浓硫酸，轻轻地摇动，将样品浸湿。 

注意：对含脂高（＞10%）或含碳水化合物多的样品要用15ml硫酸。 
4. 将涤气装置接在消化管架中的消化管上，将水抽气泵水龙头全开。如有分体的挡热板，需扣上。 

注意：如果使用自动升降装置排废罩会自动盖上。控制器和程序调节器会自动调节水流量。 
5. 将装上涤气装置的消化管连消化管架放入预热好的消化炉（420℃）。 

注：如使用自动升降装置，本过程将自动进行。 
6. 5分钟后调小抽气泵水流使酸雾恰好被吸入涤气罩。 

注：如有配套小型涤气装置和程序控制器，本过程将自动进行。 
7. 继续消化直至全部样品变为透明的蓝绿色澄清液体，根据样品种类，消化时间大约在30-60分钟之间。 
8. 消化完毕后，将消化管连同消化管架和涤气罩一起从消化器中取出，冷却10-20分钟，可用风扇加速

冷却。 
注：如使用自动升降装置，本过程将自动进行。如有配套小型涤气装置和程序控制器，将自动关闭
水龙头。 

9. 在每个消化管中仔细加入80ml蒸馏水。 
注意：如果使用KJELTEC®1026/1030/1035/2200/2300/2400/8100/8200/8400，蒸馏循环开始时蒸
馏水自动加入。 

10. 将25-30ml吸收液加入锥形吸收瓶，放入蒸馏器，使馏出液出口浸入吸收液中。 
注意：2200可选自动加入吸收液，使用KJELTEC® 1030/1035/2300/2400/8200/8400时此过程为自
动操作。 

11. 将消化管放入蒸馏器，关上安全门。 
注意：使用KJELTEC®1026/1030/1035/2200/2300/2400/8100/8200/8400，如果选用了自动程序，
将自动添加蒸馏水。 

12. 将50ml 40%NaOH加入消化管。 
注意：使用1002需要手动操作碱泵，其他系统可以自动添加碱液。 
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在所有的分析系统中，都可在碱液添加和蒸汽发生器启动之间设置一个延时，以减少酸碱反应的剧
烈强度。在Kjeltec 2100/2200/2300/2400/8100/8200/8400上可选用SAfE模式进行蒸馏，能够进一
步降低反应强度。 

13. 打开1002的蒸气阀蒸馏大约4分钟。使用1026/1030/1035/2100/2200/2300/2400/8100/8200/8400
时，蒸汽阀和蒸馏循环自动控制。 

14. 使用2100/2200/8100/8200时，当蒸馏结束时，有一个分隔阀阻止液体倒吸。使用1002时，在蒸馏

大约完成90%时要降低蒸馏平台。1026会自动完成。 
注意：1030/1035/2300/2400/8400会自动完成蒸馏、滴定和计算。 

15. 使用Kjeltec 1002时，蒸馏循环结束时要将阀门关闭。 
注意：Kjeltec1026/1030/1035/2100/2200/2300/2400/8100/8200/8400的阀门自动控制。 

16. 此条只对Kjeltec 10021026//2100/2200/8100/8200适用：接收瓶中的溶液这时呈绿色，表示有碱――

氨存在。 
17. 用标准盐酸溶液（通常为0.1N或0.2N)滴定馏出液至兰/灰色为滴定终点，记下耗用盐酸的ml数。 

 
8 空白实验 
每次分析之前，应该做分析所用化学试剂的空白实验以校正化学试剂对实验的影响，空白值的测定应与样

品测定一样才有意义。例如在凯氏分析中，将消化管装入12ml浓硫酸和2片催化片Cu3.5进行消化，后面的

其他处理也与样品一样直至得到空白值。 
 
9 结果计算 
报告凯氏定氮分析结果的最常用形式为氮% 、蛋白质% 、毫克N/升（ppm）、克N/升和毫克N/100ml。 
计算如下： 
 
                 氮% =   （T-B) x N x 14.007 x100 
                                  样品毫克数 
 
                 蛋白质%  =   N2% x F 
 
                 毫克N/升 =  (T-B) x N x 14.007 x 1000 
                                   样品ml数 
 
                 克N/升 =     (T-B) x N x 14.007 
                                  样品ml数 
 
                 毫克N/100ml= （T-B) x N x 14.007 x100 
                                            样品ml数 
 
      T = 样品滴定耗用盐酸量（ml） 
      B = 空白实验耗用盐酸量（ml） 
      N = 盐酸摩尔数或当量数，精确到小数点后四位 
      F = 氮转换为蛋白质的转换系数，根据样品种类不同分别为6.25、5.7、6.38. 
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