
239

ПИЩЕВЫЕ СИСТЕМЫ  |  Том 4 № 4  |  2021 FOOD SYSTEMS  |  Volume 4 № 4  |  2021

DOI: https://doi.org/10.21323/2618-9771-2021-4-4-239-245

https://www.fsjour.com/jour
Научная статья

Open access

УСТАНОВЛЕНИЕ МЕТРОЛОГИЧЕСКИХ 
ПАРАМЕТРОВ МЕТОДИКИ ИЗМЕРЕНИЙ 

МАССОВОЙ ДОЛИ БЕЛКА МЕТОДОМ КЬЕЛЬДАЛЯ 
В ПИЩЕВОЙ РЫБНОЙ ПРОДУКЦИИ

Козин А. В.*, Абрамова Л. С., Гусева Е. С., Дерунец И. В.
Всероссийский научно-исследовательский институт рыбного хозяйства и океанографии, Москва, Россия

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА:  
аналитический метод, азот, 
автоматический анализатор, 
контроль качества, подготовка 
образцов, отбор проб, приборы

А ННОТА Ц И Я
В лабораторной практике существует множество методов определения количества белка и все они имеют 
свои преимущества и недостатки. Наиболее распространенным и широко используемым методом анализа 
белка в пищевой продукции, в том числе рыбной, является метод Кьельдаля. Однако при определении со‑
держания белка в пищевой рыбной продукции действующие стандарты на методы измерений не предус‑
матривают использование приборов, отвечающих современному уровню технического развития, а также 
не содержат метрологические показатели, гарантирующие достоверность полученных результатов. Целью 
исследования являлось обоснование методики измерений массовой доли белка методом Кьельдаля на ав‑
томатическом анализаторе и установление метрологических параметров. Проведена оценка показателей 
качества методики измерений методом Кьельдаля с  использованием анализатора азота Kjeltec System 
2300 (Foss Analytical AB, Sweden) в виде характеристики погрешности измерений и ее составляющих, что 
позволит получать результаты с заданной точностью.
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A BST R ACT
In laboratory practice, there are many protein quantification methods, and all of them have their own advantages 
and disadvantages. The most common and widely used method for the protein analysis in food products, including 
fish, is the Kjeldahl method. However, the current standards for measurement methods for the determination of 
the protein content in fish food products do not provide for the use of devices that meet the modern level of tech‑
nical development, and also do not contain metrological indicators that guarantee the reliability of the results 
obtained. The aim of the study was to substantiate the method for measuring the protein mass fraction in fish 
food products by the Kjeldahl method on an automatic analyzer and to establish metrological parameters. The as‑
sessment of the quality indicators of the Kjeldahl measuring method was carried out using a Kjeltec System 2300 
Nitrogen Analyzer (Foss Analytical AB, Sweden) in the form of a characteristic of the measurement error and its 
components, which will provide results with the required accuracy.
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1. Введение
Белки в  пищевых продуктах являются важным компо‑

нентом, определяющим пищевую ценность и функциональ‑
ное назначение продукции. Количественное определение 

содержания белка в  пищевой продукции необходимо для 
расчета энергетической ценности (калорийности), которая 
в обязательном порядке наносится на маркировку. Инфор‑
мация о содержании белка необходима при составлении ра‑
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циона питания; в процессе оценки соответствия заявленных 
данных спецификации или нормативным требованиям; для 
установления подлинности пищевых продуктов и пищевых 
ингредиентов на основе белка. Надежные количественные 
методы определения содержания этого нутриента в пище‑
вых продуктах и  ингредиентах важно для обеспечения их 
качества, безопасности, а также для цели предотвращения 
фальсификации, которая может нанести существенный вред 
здоровью потребителей. Примером может служить наличие 
меламина в  молочных продуктах. Исследования его ток‑
сичности показали, что длительное потребление меламина 
может привести к образованию камней в почках или даже 
к смерти [1].

В  мировой практике существует множество методов оп‑
ределения белка, и все они имеют свои преимущества и не‑
достатки [2,3]. Для быстрого контроля пищевой продукции, 
в  том числе качества рыбы и  рыбных продуктов, все более 
широкое применение находят экспрессные недеструктивные 
методы, например, инфракрасная спектроскопия [4]. Однако 
из-за большого количества времени и  затрат, необходимых 
для разработки внешних калибровок, а  также ввиду отсут‑
ствия возможности переноса калибровок между приборами, 
применение данного метода очень ограничено [5].

В  случае лабораторного анализа образцов на практике 
чаще всего используют традиционные способы определения 
белка, такие как метод Кьельдаля или метод Дюма. Однако 
установлено, что метод Дюма, по сравнению с методом Кь‑
ельдаля, при анализе пищевой рыбной продукции и кормо‑
вой муки дает завышенные результаты содержания общего 
азота [6–9].

Наиболее адаптированным в  лабораторной практике 
является метод Кьельдаля, основы которого разработаны 
более 135 лет назад датским химиком Йоханом Кьельдалем. 
Он широко используется в  качестве стандартного метода, 
как для градуировки, так и  для проверки альтернативных 
методов определения белка в  пищевой и  сельскохозяйст‑
венной промышленности, в клинической химии, в анализе 
почв, удобрений, поверхностных и  сточных вод [10,11]. За 
годы, прошедшие с момента своего появления, метод Кьель‑
даля существенно усовершенствован в части модификации 
отдельных стадий, таких как минерализация, автоматизи‑
рованное титрование, регистрация результатов [12]. Кроме 
того, постоянное внимание уделяется новым техническим 
решениям, которые связаны с  совершенствованием и  ав‑
томатизацией анализа такими известными фирмами, как 
Buchi (Швейцария), C.  Gerhardt, Behr Labor-Technik GmbH 
и  FoodALYT GmbH (Германия), Foss Tecator (Дания, Шве‑
ция), VELP Scientifica (Италия), J. P. Selecta (Испания), Hanon 
Instruments (Китай), MRC (Израиль), ООО ВПК «Сибагропри‑
бор» и ООО «Вилитек» (Россия) [12].

В соответствии с требованиями технического регламента 
Евразийского экономического союза «О безопасности рыбы 
и рыбной продукции» (ТР ЕАЭС 040/2016) [13], для определе‑
ния содержания белка в пищевой продукции, значения ко‑
торого необходимо наносить на маркировку, предусмотрен 
перечень стандартов, содержащих правила и методы иссле‑
дований (испытаний) и измерений, в том числе правила от‑
бора образцов [14]. Данный перечень содержит следующие 
стандарты:

 � ГОСТ 7636–85 «Рыба, морские млекопитающие, морские 
беспозвоночные и  продукты их переработки. Методы 
анализа» [15];

 � ГОСТ  31795–2012 «Рыба, морепродукты и  продукция 
из них. Метод определения массовой доли белка, жира, 
воды, фосфора, кальция и золы спектроскопией в ближ‑
ней инфракрасной области» [16].

Необходимо отметить, что методы, изложенные 
в  ГОСТ  7636–85 [15], не предусматривают использование 
приборов, отвечающих современному уровню технического 
развития, а  также не содержат метрологические показате‑
ли, гарантирующие достоверность полученных результатов. 
ГОСТ  31795–2012 [16] требует перед определением прово‑
дить градуировку средства измерений, которая заключается 
в выборе набора образцов для градуировки и в выборе на‑
бора образцов для проверки градуировки; а также в анализе 
образцов обоих наборов по ГОСТ 7636–85 [15].

В  соответствии с  требованиями приказа Министерст‑
ва промышленности и  торговли РФ от 15  декабря 2015 г. 
N4091 «Об утверждении Порядка аттестации первичных 
референтных методик (методов) измерений, референтных 
методик (методов) измерений и методик (методов) измере‑
ний и  их применения» [17] и  ГОСТ  Р 8.563–2009 «Государ‑
ственная система обеспечения единства измерений (ГСИ). 
Методики (методы) измерений» [18], аттестацию методик 
(методов) измерений осуществляют путем теоретических 
и (или) экспериментальных исследований и подтверждения 
соответствия аттестуемой методики (метода) измерений 
установленным метрологическим требованиям к  измере‑
ниям. Теоретические и  (или) экспериментальные исследо‑
вания аттестуемой методики (метода) измерений осуществ‑
ляются для установления показателей точности результатов 
измерений, получаемых по аттестуемой методике (методу) 
измерений, и проводятся разработчиком данной методики 
(метода) измерений.

В связи с изложенным целью исследования являлось обо‑
снование методики измерений массовой доли белка мето‑
дом Кьельдаля с использованием автоматических анализа‑
торов, а также установление метрологических параметров.

2. Материалы и методы
При проведении исследований за основу взяты методи‑

ческие подходы, изложенные в  ГОСТ  7636–85 (п.  8.9) [15]. 
Так как метод Кьельдаля предусматривает определение мас‑
совой доли белка в рыбе, морских беспозвоночных, морских 
млекопитающих, а также изготовленной из них продукции, 
предназначенной для пищевых, кормовых и  технических 
целей, из перечисленных объектов при обосновании мето‑
дики и  установлении метрологических параметров были 
выбраны образцы продукции, характеристика которых 
представлена в Таблице 1. Информация о диапазонах содер‑
жания белка в Таблице 1 приведена согласно литературным 
данным [19,20].

Отбор проб проводили в  соответствии с  ГОСТ  31339–
2006 [21], подготовку средней пробы осуществляли по 
ГОСТ 7636–85 [15]. При подготовке образца для обеспече‑
ния однородности использовали механические методы 
обработки, такие как перемешивание, измельчение или 
гомогенизация. Применяемый метод зависел от состава 
и консистенции обрабатываемого образца. Размер частиц 
был не более 1 мм.

В  каждую пробирку для минерализации помещали ис‑
ходную навеску исследуемого образца (с  точностью до 
0,01 г), 1 таблетку катализатора, используемого для сульфат‑
ной минерализации, а  также 12,5  см3 концентрированной 
серной кислоты.

Образцы подвергали минерализации в деминерализато‑
ре Digestor 2020 (Foss Analytical AB, Sweden), после чего охла‑
ждали. Окончание процесса минерализации определяли по 
отсутствию темных включений и изменению цвета жидко‑
сти в пробирке до прозрачного бесцветного (или зеленова‑
то-голубого). Одновременно аналогичным образом прово‑
дили контрольный (холостой) анализ без навески.
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Для определения содержания азота использовали 
анализатор азота Kjeltec System 2300 (Foss Analytical AB, 
Sweden). Пробирку с образцом устанавливали в дистилля‑
ционный блок и  закрывали защитную дверцу. Введение 
щелочи, а также циклы дистилляции и титрования прибор 
контролировал автоматически. Результат содержания азо‑
та в образце выводился на дисплей после завершения ти‑
трования.

3. Результаты и обсуждение
Для обоснования и  утверждения методики измерений 

массовой доли белка методом Кьельдаля и  установления 
метрологических параметров определены показатели каче‑
ства методики: показатели точности, правильности, повто‑
ряемости, воспроизводимости.

На первом этапе исследований проводили проверку пра‑
вильности работы оборудования. Так как все образцы после 
сжигания образуют сульфат аммония, который, как правило, 
рекомендуется в  качестве стандарта для проверки работы 
оборудования.

Навеску 0,15  г сульфата аммония (NH4)2SO4 с  чистотой 
99,5%, взвешенную с точностью 0,01 г, помещали в пробир‑
ку для минерализации. Добавляли 75 см3 дистиллированной 
воды и  проводили дистилляцию. Принцип дистилляции 
заключается в превращении сульфата аммония (NH4) в ам‑
миак (NH3) с помощью щелочи, дальнейшей отгонке паром 
в приемный сосуд, содержащий борную кислоту, и титрова‑
нии стандартным раствором соляной кислоты. Рассчитыва‑
ли процент восстановления, результаты которого приведе‑
ны в  Таблице 2. Процентное содержание азота в  сульфате 
аммония (чистотой 99,5%) составляет 21,09%.

В соответствии с полученными данными сделано заклю‑
чение, что анализатор азота пригоден к эксплуатации (для 
проведения исследований), так как согласно инструкции ре‑
комендуемое значение степени извлечения должно состав‑
лять не менее 99%.

В  образцах продукции, перечень которых приведен 
в  Таблице 1, определяли содержание азота в условиях повто‑
ряемости (параллельные определения) согласно требовани‑
ям программы метрологической аттестации.

С целью подтверждения правильности выбора массы на‑
вески построены зависимости содержания азота от массы 
навески, приведенные на Рисунке 1.

Согласно рекомендациям к  прибору, необходимая мас‑
са образца зависит от содержания азота и от однородности 
анализируемого продукта, и чем меньше масса образца, тем 

быстрее будет завершена минерализация. Ниже приведены 
ориентировочные правила выбора массы образца:

 � однородные образцы (исключая воду) 0,1–1,0 г;
 � неоднородные образцы 1,0–3,0 г или больше.Кроме того, 

существует еще один методический подход, в соответст‑
вии с которым для однородных образцов массу образца 
рассчитывают по формуле:

 М = 1000 / Х,
где М —  минимальная масса образца, мг;
 Х —  ожидаемое примерное процентное содержание азота.

Таблица 2
Результаты определения содержания азота 
в сульфате аммония по методу Кьельдаля 

на автоматическом анализаторе

Наименование 
показателя Значение

Масса навески, г 0,1500

Содержание азота, % 20,93 20,90 20,82 20,90 20,87 20,98 20,97 20,93

Среднее содер жание 
азота, % (n = 8, P = 0,95, 
tст = 2,36)

20,91 ± 0,04

Относительное 
средне квад ра тич ное 
отклонение, sr, %

0,26

Относительная 
 погрешность, % 0,76 0,90 1,30 0,90 1,04 0,52 0,59 0,74

Предел допускаемой 
относительной  
погрешности, %

± 1,5

Степень извлечения, % 99,24 99,10 98,70 99,10 98,96 99,48 99,41 99,26

На основании приведенных данных можно сделать вы‑
вод, что для всех образцов выбранные интервалы массы 
навески укладываются в допустимые пределы отклонений. 
Полученные данные содержания азота в  исследованных 
образцах были использованы для расчета содержания белка, 
значения которых приведены в Таблице 3.

Результаты определения содержания белка в  пищевой 
рыбной продукции использованы для установления метро‑
логических показателей методики.

Оценку точности методики (погрешности) измерения 
содержания белка определяли на основе процедур контроля 
погрешности в  соответствии с  нормативными документа‑
ми: РМГ 61–2010 и РМГ 76–2014 [22,23].

Таблица 1
Характеристика объектов исследований, использованных для метрологической аттестации 

методики измерений массовой доли белка методом Кьельдаля

Анализируемый объект Диапазон содержания 
белка, % Наименование исследуемой продукции Сокращенное 

наименование

Рыба 16–25
Треска атлантическая. Филе без кожи мороженое Филе трески

Сельдь тихоокеанская жирная неразделанная мороженая Сельдь мороженая

Морские млекопитающие 16–26 Мясо нерпы мороженое Мясо нерпы

Морские беспозвоночные 12–25 Королевская креветка варено-мороженая (Категория «А») Креветка

Кормовая рыбная мука 35–70 Кормовая рыбная мука Кормовая мука

Икра 8–39 Икра кеты зернистая соленая Икра соленая

Полуфабрикаты (соленые и др.) 15–35 Сельдь тихоокеанская соленая Сельдь соленая

Кулинарные изделия 1–30 Рыбное кулинарное изделие: Паста с антарктическим 
крилем «Антарктик-криль сливочно-чесночный» Кулинарное изделие

Сублимированный продукт. 
Рыба сушеная, вяленая 12–60 Рыба сушеная Рыба сушеная

Рыбный фарш 12–25 Фарш сурими Фарш сурими

Белковая масса 3–25 Крабовые палочки Крабовые палочки
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Оценка показателя повторяемости выполнена в соответ‑
ствии с РМГ 61–2010 (п. 5.2.1., C. 11–14) [22] и РМГ 76–2014 
(Приложение Б, п. Б.3.2.3., С. 66–67) [23]. Рассчитано среднее 
арифметическое значение содержания белка и выборочная 
дисперсия результатов единичного анализа содержания 
белка в образце, полученного в условиях повторяемости (па‑
раллельные определения), по формулам:

 X 
ml = ( n

Σ
i = 1

Xmli) / n (1)

 S 2ml = ( n

Σ
i = 1

(Xmli – X 
ml)

2) / n – 1 (2)

где m = 1, …, M (число образцов); l = 1, …, L (число контрольных 
измерений); X 

ml — среднее арифметическое значение белка; 
S 2ml — выборочная дисперсия.

На основе полученных значений выборочной дисперсии 
проверяли гипотезу о  равенстве генеральных дисперсий, 
используя критерий Кохрена.

Таблица 3
Значения содержания белка в определяемых образцах (ОО)

№ 
ОО
(m)

Объект 
исследований n Минимальное 

значение, %
Максимальное 

значение, % Размах Медиана
X i ,

среднее 
значение, %

Относительное 
среднеквадратичное 

отклонение, Sr

1 Филе трески 20 15,15 16,21 1,06 15,50 15,52 2,0

2 Мясо нерпы 20 22,87 24,96 2,09 23,82 23,86 2,5

3 Сельдь мороженая 20 15,80 17,09 1,28 16,36 16,40 2,3

4 Кормовая мука 20 71,46 74,03 2,57 72,37 72,71 1,2

5 Креветка 20 19,49 20,43 0,94 19,97 20,02 1,3

6 Икра соленая 10 27,95 28,59 0,64 28,26 28,27 0,8

7 Сельдь соленая 10 14,06 15,20 1,14 14,58 14,64 2,3

8 Кулинарное изделие 10 2,49 2,90 0,41 2,75 2,74 4,7

9 Рыба сушеная 10 34,41 35,90 1,49 35,21 35,21 1,4

10 Фарш сурими 10 17,07 18,00 0,93 17,56 17,52 1,7

11 Крабовые палочки 10 3,20 3,61 0,40 3,36 3,38 3,8

Рисунок 1. Изменение содержания азота в образцах пищевой рыбной продукции в зависимости от массы навески, 
взятой для определения
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Показатель повторяемости результатов анализа содер‑
жания азота в  образцах в  виде среднего квадратичного 
(стандартного) отклонения повторяемости (СКО, σr, n)  рас‑
считывали по формуле:

 σr = Sr = √ 
M

Σ
m = 1

(S 2ml) / M (3)

Предел повторяемости (rn) рассчитывали в соответствии 
с РМГ 61–2010 (п. 5.2.1.5, С. 12) [21] и РМГ 76–2014 (Приложе‑
ние Б, п. Б.3.2.3.6) [22] по формуле:
 rn = Q (P, n) × σr (4)
где Q (P, n) —  коэффициент, зависящий от числа контрольных опре‑

делений и доверительной вероятности Р. При двух параллель‑
ных определениях (n = 2) и Р = 0,95, Q (P, n) = 2,8, т. е. r2 = 2,8 σr; 
σr —  значение СКО повторяемости.

Показатель воспроизводимости в  виде среднего ква‑
дратичного отклонения воспроизводимости (σR) рассчитан 
теоретически, исходя из предположения симметричности 
и  одномодальности (равенства нижней и  верхней границ) 
распределения погрешности результатов анализа и  при 
условии |∆H| = |∆B| = |∆| (РМГ 61–2010, п.  4.8., примечание 2). 
σR = ξ · σr, где ξ —  коэффициент, зависящий от объекта анали‑
за и методики, составляющий 1,4–2,2. В нашем случае рас‑
считан по формуле (5):
 σR = 1,4 × σr (5)

Показатели качества методики анализа в  виде характе‑
ристики погрешности и ее составляющих оценены с приме‑
нением расчетно-экспериментального метода (РМГ 61–2010, 
приложение В) [22].

Погрешность измерения концентраций складывается из 
суммы систематической (δc) и случайной составляющей по‑
грешностей (σR). Показатель точности δ определяли согласно 
РМГ 61–2010 п. 5.4 по формуле (6):

 δ = 1,96 √ σ2
c + σ2

R (6)

Полученные метрологические параметры методики 
приведены в Таблице 4.

За результат анализа принимали среднее арифметиче‑
ское результатов двух параллельных определений, расхо‑
ждение между которыми не должно превышать предела по‑
вторяемости в соответствии с формулой (7):

 
2 × | X1 – X2 | × 100

( X1 – X2 )
 ≤ r (7)

где Х1, Х2 —  результаты параллельных определений,%; r —  значение 
предела повторяемости (Таблица 4), при этом r = 2,8 σr.

Результат анализа при вероятности Р = 0,95 представлен 
в виде:
 (X  ± ∆), % (8)
где  X  —  среднее арифметическое результатов определений, при‑

знанных приемлемыми,%; ∆ — граница абсолютной погрешно‑
сти, %.

 ∆ = δ × X  / 100, % (9)
где δ —  граница относительной погрешности методики (показатель 

точности в  соответствии с  диапазоном концентраций (Таб-
лица 4), %.

На основании проведенных исследований разработана 
и  аттестована методика измерений массовой доли белка 
методом Кьельдаля. Свидетельство об аттестации № 0147/
ROCC RU.0001.310430/2020.

4. Заключение
В результате исследований по измерению массовой доли 

белка в  рыбной продукции методом Кьельдаля на автома‑
тическом анализаторе обоснованы и установлены метроло‑
гические параметры для различных объектов, что позволит 
представлять полученные данные с установленными пока‑
зателями точности и достоверности.

Таблица 4
Метрологические параметры методики измерений массовой доли белка методом Кьельдаля

Анализируемый 
объект

Диапазон 
измерений 
массовой 

доли 
белка, %

Показатель 
точности (грани-
цы относитель-
ной погрешно-

сти, P = 0,95),
± δ, %

Показатель 
повторяемости 
(относительное 
средне-квадра- 

тичное отклоне-
ние повторяемо-

сти), σr, %

Показатель 
воспроизводимо-

сти ( относительное 
средне- квад ра тич-

ное отклонение 
воспроизводимо-

сти), σR, %

Предел 
повторяемости (зна-
чение допустимого 
расхождения между 
двумя результатами 
параллельных опре-

делений), r, %

Предел воспроизводи-
мости (значение допу-
стимого расхождения 
между двумя резуль-
татами измерений, 

полученных в разных 
лабораториях),

R,% (P = 0,95)

Рыбная продукция 1–60 14 4,7 6,5 13 18

Морские 
млекопитающие 8–30 10 2,6 3,6 7 10

Кормовая мука рыбная 45–80 6 1,2 1,6 3 5

Беспозвоночные 1–25 6 1,3 1,8 4 5
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