
微量凯氏定氮法测定蛋白质含量
实验步骤

消化�

置于 ���mL 凯氏烧瓶中 加 �g 混合催化剂、�mL 消化液，同时作
一对照，除不加试样外其他相同

摇匀后，将凯氏烧瓶放在通风橱内的消
化炉上消化。

注意：此时要注意控制火力，勿使瓶内泡沫上升
至瓶颈，否则将会影响样品测定结果

待瓶内水汽蒸完，硫酸开始分解
释出SO  白烟后适当加强火力

直至消化液透明，并呈淡蓝绿色为止
为了保证消化彻底，再继续加热 ��min

消化完毕，取出消化瓶冷却至室温 加水,待溶液温度降到室温后，再转入 
���mL 容量瓶中

水稀释至刻度，混匀后准备蒸馏

先用低温加热，不久看到
凯氏烧瓶内物质炭化变黑

，并产生大量泡沫

对照

准确称取 （精确到 �.����g）

���℃ 烘至恒重的蛋白样品 �.�g
 �g 混合催化剂

�mL 消化液
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蒸馏

（�） 凯氏定氮蒸馏仪（图 �）的洗涤 

�

图 � 凯氏定氮蒸馏装置

打开

关闭

a—蒸汽发生器    b—蒸汽收集器     c—反应室    d—漏斗    e—玻璃管    f—冷凝管    g—吸收瓶    h—铁夹    i—铁夹

加热，使蒸汽发生器 a 中水沸腾 打开 h、d 使蒸汽通过 b、c、d、f 冲洗 �min 然后关上 d，使蒸汽通入接收器洗 �min，
然后开放冷凝水

在 g 处放一盛有 �mL 硼酸指示剂混合液
的三角瓶，继续使蒸汽通过 �～�min

观察三角瓶内的溶液是否变色，如不变色
则证明蒸馏装置内部已洗涤干净

移去三角瓶，打开夹子 i，夹紧夹子 h

由于 b 瓶中蒸汽压力降低，使 
c 中的液体倒流入 b 瓶中 打开 b 瓶下端活塞，将废液放出

a—蒸汽发生器

用几滴硫酸酸化
的蒸馏水



蒸馏

（�）标准样品练习 

➀ 加样

为了熟练蒸馏操作，可先用标准                    溶液试验 �～� 次。

�

取 � 个 ���mL 三角瓶，
各加 �mL 硼酸指示剂混合液，用表面皿覆盖备用。 

加样前反应室 c 内液体应尽量减少，
以免降低碱的浓度使氨蒸馏得不完全。

此时三角瓶内硼酸指示剂混合液由
紫色变成鲜绿色

待反应室外壳烫手时，打开
夹子 i，夹紧夹子 h，使反应
室内容物倒吸入 b 瓶中并

放出

排完反应室废液后，打开夹子 h，
夹紧夹子 i

移开三角瓶，使硼酸液离开冷凝管口约 �cm，
用少量蒸馏水洗冷凝管下口外面

继续蒸馏 �min 移开三角瓶，
用表面皿覆盖瓶口

将 � 个盛有硼酸指示剂混合液的三角瓶放在冷凝管下
将瓶倾斜，使冷凝管下端浸在液体内

打开漏斗 d 夹子，
小心地加到漏斗下方，使其流入反应室 c

用量筒量取 ��%NaOH 溶液 ��mL 
放入漏斗 d，轻轻开启夹子使之流入

反应室

尚未完全流入时，将夹子夹紧，向漏
斗中加入约 �mL 蒸馏水

再轻轻打开夹子，使一半蒸馏水流入
反应室，一半留在漏斗中作水封

�mL 
标准                       溶液

�mL 蒸馏水

（NH  ）  SO� � �

（NH  ）  SO� � �

 ��%NaOH 溶液 

➁ 蒸馏
在进行上述加样操作时，蒸汽不能停，加样完毕，开始蒸馏

➂ 排废液及洗涤
蒸馏完毕后，继续加热蒸汽烧瓶

自变色起计时，蒸馏 �～�min

�cm



（�）样品及空白蒸馏  

滴定�

计算�

从漏斗 d 加入 ��mL 蒸馏水，
放入反应室，继续加热紧夹子 i

取 �mL 消化好的样品或空白稀释液进行蒸馏，
其余与标准                        溶液练习操作相同。

直至硼酸指示剂混合液由绿色变回淡紫色，
即为滴定终点。

标准                         含量（mg 氮/mL）= V×c×��
式中 :
V  ⸺滴定试样时消耗 HCl 标准溶液体积，mL；
V�  ⸺滴定空白时消耗 HCl 标准溶液体积，mL；
c  ⸺HCl 标准溶液的浓度，mol/L；
��⸺消耗 �mL，�mol/L HCl 标准溶液相当于氮的质量，mg；
m  ⸺称量样品的质量，g；
�.��⸺氮换算成蛋白质的系数；
����⸺mg 换算成 g 的系数。

用 �.����mol/L HCl 标准溶液
滴定三角瓶中的吸收液

重复排废液操作，将反应室内洗涤液排出，反复洗 �～� 次，
直至用硼酸指示剂混合液检查合格为止

再做下次蒸馏

按以上操作，用标准                         溶液蒸馏 �～� 次，分别以 �.����mol/L HCl 标准溶液滴定，
计算直到实验数值与实际浓度误差不超过 �.�% 时，方可正式进行样品和空白的蒸馏。

��mL 蒸馏水

（NH  ）  SO� � �

（NH  ）  SO� � �

（NH  ）  SO� � �

蒸馏 �～� 次

反复洗 �～� 次

练习操作相同

 �.����mol/L HCl 标准溶液


