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凯氏定氮仪法测定胶原蛋白（冻干纤维状）中的蛋白质

方案编号：HM-KDN-004

适用仪器：全 HM-DN2、HM-DN3全自动凯氏定氮仪、HM-SM系列石墨消化炉

发布日期：2026年 10月 09日

1 前言

蛋白质是胶原蛋白类生物材料的关键质量指标，重组 Ⅲ 型人源化胶原蛋白作为重要的生

物医用材料，其蛋白质含量是衡量产品纯度与批次一致性的核心参数之一。我国相关标准对重

组胶原蛋白类产品（如医疗器械、生物敷料、化妆品原料等）均有明确的蛋白质含量要求，准

确测定冻干纤维状胶原蛋白中的蛋白质含量对产品研发、质量控制及注册申报具有重要意义。

本方案依据《GB 5009.5-2025 食品安全国家标准 食品中蛋白质的测定》中第一法凯氏定

氮法的全自动凯氏定氮仪法（5.2 节），采用全自动凯氏定氮仪配合石墨消化炉进行测定。该

方法将消解与检测流程无缝衔接：样品在石墨消化炉中消化完全后，消化管直接转移至凯氏定

氮仪，由仪器自动完成蒸馏、滴定及结果计算，具有自动化程度高、结果准确、重复性好的特

点，适用于重组Ⅲ型人源化胶原蛋白（冻干纤维状）及其他高蛋白生物材料中蛋白质的批量检

测。

2 仪器与试剂

2.1 仪器

HM-DN2/HM-DN3全自动凯氏定氮仪（配有滴定系统、蒸馏系统，可直接对消化管进行蒸

馏滴定），HM-SM系列石墨消化炉（控温精度 ±1℃，最高温度 ≥420℃），分析天平（感量

0.001 g），消化管（与消化炉和定氮仪配套），移液管、量筒等玻璃器皿，剪刀或研磨工具（用

于冻干纤维状样品的预处理）。

图 1 HM-DN3全自动凯氏定氮仪及石墨消化炉外观图

2.2 试剂

硫酸铜（CuSO₄·5H₂O），硫酸钾（K₂SO₄），硫酸（H₂SO₄，98%），氢氧化钠（NaOH），

硼酸（H₃BO₃），硫酸标准滴定溶液 [c(1/2H2SO4)=0.1 mol/L]，甲基红指示剂（1 g/L乙醇溶液），
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溴甲酚绿指示剂（1 g/L乙醇溶液），混合指示剂 B：1份甲基红乙醇溶液与 5份溴甲酚绿乙醇

溶液混匀，水：符合 GB/T 6682 规定的三级水。

试剂选择说明：人源化胶原蛋白冻干纤维蛋白质含量极高（通常 ≥90%），建议使用 0.1 mol/L

硫酸标准滴定溶液进行滴定。当蛋白质含量 ≤1 g/100 g时可选用 0.05 mol/L 溶液。

3 实验方法

3.1 试样制备

取具有代表性的重组 Ⅲ 型人源化胶原蛋白冻干纤维样品，用剪刀剪碎或研磨成均匀粉末

状，充分混匀后装入密闭容器中备用。冻干纤维状样品易吸潮，制备过程应尽量快速，避免长

时间暴露于空气中。

3.2 试样称量与消解

准确称取粉碎后的胶原蛋白试样约 0.1 g（精确至 0.001 g），置于干燥的消化管中。依次

加入：硫酸铜 0.4 g，硫酸钾 6 g，硫酸 15 mL。

轻轻摇匀，将消化管置于石墨消化炉上。启动消解程序， 420℃恒温消解至少 1～1.5h，直

至消解液呈蓝绿色透明状，确保消解完全。

消解结束后，取下消化管冷却至室温。无需转移消解液，消化管可直接用于后续蒸馏滴定。

同时进行空白试验（不加样品，其余步骤相同）。

图 2 石墨消化炉消解过程图

3.3 蒸馏与滴定

开机预热全自动凯氏定氮仪，检查碱液（氢氧化钠溶液）、吸收液（硼酸溶液+混合指示

剂 B）、滴定液（硫酸标准滴定溶液）是否充足。

将含有消解液的消化管（包括试样和空白）依次放入定氮仪的样品盘上。

根据仪器操作说明，设置蒸馏滴定参数（如加碱量、蒸馏时间、接收液体积等）。仪器将

自动加入氢氧化钠溶液碱化蒸馏（加碱量根据消解用酸量设定，通常为酸体积的 4倍）进行碱

化蒸馏，释放的氨被硼酸吸收，然后用硫酸标准滴定溶液自动滴定至终点（混合指示剂 B由蓝

绿色变为浅灰红色）。

仪器自动记录滴定体积并计算蛋白质含量。分别记录试样消耗体积 V1 和空白消耗体积 V0。
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图 3 滴定参数设置界面及全自动凯氏定氮仪工作图片

4 结果与讨论

4.1 计算公式

试样中蛋白质含量按下式计算（适用于全量蒸馏，即全部消解液用于蒸馏）：

式中：

X —— 试样中蛋白质含量，单位为克每百克（g/100 g）

V1 —— 滴定试样消解液消耗硫酸标准滴定溶液的体积，单位为毫升（mL）

V0 —— 滴定空白消解液消耗硫酸标准滴定溶液的体积，单位为毫升（mL）

C —— 硫酸标准滴定溶液的浓度，单位为摩尔每升（mol/L），此处为 c(1/2H2SO4)

0.0140 —— 与 1.00 mL硫酸标准滴定溶液 [c(1/2H2SO4)=1.000 mol/L]相当的氮的质量，单

位为克每毫摩尔（g/mmol）

M —— 试样质量，单位为克（g）

F —— 蛋白质折算系数（重组Ⅲ型胶原蛋白取 5.325）

100 —— 换算为每百克试样的系数

注：全自动凯氏定氮仪内置上述计算公式，可直接读取蛋白质含量结果。

4.2 测试结果

样品名称 取样量（g） 滴定体积 V1（mL） 蛋白质含量（g/100 g） 平均值（g/100 g）

胶原蛋白样品

1-1
0.1766 18.08 16.1

16.2
胶原蛋白样品

1-2
0.1204 12.24 16.2

注 1：硫酸标准滴定溶液浓度 c = 0.1129 mol/L；V0:0.08 mL。
注 2：蛋白质折算系数 F = 5.325，结果保留三位有效数字。



编号：HM-KDN-004

4

图 4 检测结果截图

4.3 精密度

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的 5%（因蛋白

质含量 >10 g/100 g），符合 GB 5009.5-2025标准要求。

5 方案特点与优势

5.1 针对胶原蛋白冻干纤维样品的方法优势

样品代表性：冻干纤维状样品经剪碎或研磨确保均匀，避免纤维粗细差异导致消化不完全。

消解高效：石墨消化炉温控精准，420℃ 恒温消解保证胶原蛋白中蛋白质彻底分解。

流程简化：消解后直接上机，无需转移定容，减少操作步骤和人为误差。

5.2 仪器设备优势

石墨消化炉：加热均匀、升温快、耐腐蚀，可同时处理多批样品，提高效率。

全自动凯氏定氮仪：自动化完成加碱、蒸馏、滴定、计算，结果直接读取，数据可存储导

出，符合现代实验室对智能化、可追溯的要求。

5.3 关键操作要点

样品粉碎：冻干纤维状样品必须剪碎或研磨，防止纤维缠绕或颗粒不均匀导致消化时间延

长或消化不完全。消解终点判断：消解液应呈蓝绿色透明状，且加热至少 1 h，确保氮完全释放。

碱液添加量：加碱量应根据消解时加入的硫酸量确定。通常碱液（40% NaOH）的添加量

应为消解用浓硫酸体积的 4倍左右，以确保完全中和硫酸并使溶液呈强碱性。

碱量是否充足的判断：可通过观察反应液颜色变化来判断。硫酸铜在碱性条件下会生成褐

色沉淀（氧化铜），若蒸馏时溶液颜色未发生变化，说明碱液添加量不足，需要补加。

空白控制：空白值应稳定且低（通常 V0<0.2  mL），若偏高需检查试剂纯度、消化管清洁

度或蒸馏系统密封性。

滴定液浓度：定期标定硫酸标准滴定溶液，确保浓度准确；注意使用与浓度匹配的滴定管

精度。
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折算系数：大豆蛋白质折算系数为 6.25，若检测大豆制品（如大豆分离蛋白）应参照产品

标准执行。

6 结论

本方案采用全自动凯氏定氮仪配合石墨消化炉，建立了大豆中蛋白质含量的测定方法。方

法严格遵循 GB 5009.5-2025国家标准，消解与检测无缝衔接，操作简便、结果准确可靠，适用

于大豆原料、豆制品及饲料等样品的批量检测，可为育种、收购、加工及质量控制提供有力支

持。
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