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Nitrogen content in rice was determined by the Dumas combustion method in cooperation with 22 laboratories. Pro-

ficiency test by the Kjeldahl methods using same sample was performed with 12 laboratories.

HorRat values and RSDR of 7 samples for the Dumas Combustion method were 0.51 to 0.70, 1.97 to 2.81 % and

0.48 to 0.77 %, respectively, showed that the measuring results of this collaborative trial were satisfying, and this method

have a good performance and reproducibility to determine total nitrogen in rice.

The value of z−score obtained from the result of proficiency test to determine nitrogen content in rice by the

Kjeldahl method performed with various measuring condition, were −0.72 to 0.95, and half of them were −0.2 to 0.2,

showed that the Kjeldahl method have a good performance and robustness to determine total nitrogen in rice.

Keywords: nitrogen content（窒素含量）, the Dumas combustion method［燃焼（改良デュマ）法］,

the Kjeldahl method（Kjeldahl法）, rice（コメ）

緒 言

現在，食品中のたんぱく質の定量分析法として広く

使われているのは，手分析や種々の自動分析装置によ

るケルダール法（the Kjeldahl method）１）－９），燃焼法［改

良デュマ法（the Dumas combustion method）］１），１０）－１９）及

び近赤外分光（NIR）法２０），２１）である．

ケルダール法では，硫酸と触媒でたんぱく質などの

有機物を分解してその中の窒素をアンモニア態とし，

それを滴定して窒素量を算出する．また，燃焼法では，

試料を燃焼管内で燃焼させると，たんぱく質などに由

来する窒素酸化物が生成するので，それを還元して窒

素とし，窒素量を TCD検出器で定量する．食品中の

たんぱく質含有量は，ケルダール法及び燃焼法で得ら

れた窒素量に食品毎に決められた窒素－たんぱく質換

算係数２），３）を掛けて算出する．一方，NIR法による種々

の食品成分の測定原理は，近赤外線 （７００～２５００nm）

や中赤外線（２５００～１５０００nm）の吸収スペクトルを

測定し，定量する成分に関係するいくつかの吸収波長

（分子の基本振動数など）を選び，標準法による測定

値に対する検量線を作成し，試料を測定し検量線と比

較して，成分含量を求める．

食品中のたんぱく質の定量法としてはケルダール法
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が最も早く AOACインターナショナルの公認法にな

った１）．燃焼法は，ケルダール法と比較すると，危険

な試薬や環境負荷が大きな試薬を使わず，測定時間が

数分間で済み，簡易・迅速に自動測定が可能であるの

で２），品質管理用としても使える，ケルダール法の代

替法として普及している．また，ケルダール法との比

較により同等の性能を持つ定量分析法であることが確

認され１０）－１４），飼料やペットフード１２），２２），ビールとその

材料２３），穀類や油量種子１３），肉及び肉製品１４），牛乳２４）

などについては，燃焼法が ISO（International Organiza-

tion for Standardization，国際標準化機構）規格や AOAC

インターナショナルの公認法として採用されている．

日本国内でも燃焼法が，ハム類，ベーコン類，マカロ

ニ類，醸造酢，乾燥スープ，熟成ベーコン，しょう油

の日本農林規格（JAS）や飼料分析基準の公定分析法

の一つとなっている１６），１７），２５）．

ある食品に関する定量分析法が公定法となるために

は，その食品での試験室間共同試験（以後，室間共同

試験と略す）を行い，試験室間再現性などを確認する

必要がある．また，既に公認されている公定法との比

較も新分析法の公定法化のポイントとなる．日本の食

品では最も摂取量が多く日本人の主食でもあるコメに

ついては，AOACインターナショナルの穀類の公認法

の記載の中には含まれていないので，著者らはコメを

試料とした燃焼法の室間共同試験を行い，燃焼法によ

るコメにおける全窒素測定の妥当性確認を行った１８）．

ここに報告する共同試験は，コメを試料とした燃焼法

による２回目の共同試験になるが，前回よりも参加試

験室数が増え，国産だけではなくタイ産米も試料とし

て使い，また使用する燃焼装置の機種も増え，日本に

おいて使用されている燃焼装置の機種全体をほぼ網羅

できる状態での共同試験として，より適切な条件下で

の妥当性確認となっている．また，この燃焼法の共同

試験で使用したのと同じコメ試料を使用してのケル

ダール法による室間共同試験（技能試験）も実施し，

両測定法の比較検討を行った．ここに報告する共同試

験の結果は，アミノ酸を添加して窒素含有量の範囲を

広くして行った３回目の共同試験の結果１９）と併せて，

コメ試料の燃焼法による全窒素測定の信頼性を保証す

るものとなる．

なお，２００７年に発覚したメラミン混入事件は，たん

ぱく質含量が飼料や牛乳，粉ミルクの品質や価格を決

めるため，たんぱく質含量を高く見せかけるために起

こったものである．ケルダール法と燃焼法では，食品

中の窒素を定量してたんぱく質量に換算するため，メ

ラミン分子中の窒素もたんぱく質由来の窒素と区別な

く定量され，その定量値をもとにたんぱく質量が推定

される．分子中の窒素含有率が非常に高いメラミンの

添加でその食品の窒素含有率を高めてたんぱく質含量

が高いように偽装されたのだが，このような測定法の

原理自体を悪用した偽装に対しては，たとえ妥当性が

確認された分析法でも無力になる．この偽装に対して

は，ペプチド結合に由来する吸収波長の利用という原

理をまったく異にした NIR法が威力を発揮する．NIR

法も標準法であるケルダール法や燃焼法との比較によ

り全窒素測定における妥当性が確認されており２１），原

理の異なる複数の妥当性が確認された分析法が存在す

ることは，食の安全確保の上でも好ましいことである．

実験材料及び方法

１．分析試料

分析試料として，５種類の２００３年及び２００４年産の玄

米（新潟県，福島県，茨城県産のコシヒカリ３種類と

山形県産のはえぬき２種類）及び２種類の市販の白米

（新潟県産コシヒカリとタイ産米）を用いた．

２．粉砕と小分け，小分け試料の均質性

試料用のコメの粉砕は Retch社製の超遠心粉砕機

ZM２００を用い，１００００ rpmの回転速度で，０．５０mmの

スクリーンを装着して行った．

粉砕したコメ試料を業務用攪拌機（キッチンエイド

ミキサー，KSM5）で良く混合した後，約１５０ｇずつ，

表層部分に沿って順次採取し，ガスバリアー性のある

アルミ袋（ラミジップ）に保存し，小分けサンプルと

した．５サンプルを採取したらミキサーでの撹拌を１

分間行い，その後に同様の操作手順で試料採取を再開

し，小分けを行った．

小分けした２０袋から測定用試料を各２点ずつ取り燃

焼法で全窒素を測定し，文献に従って統計処理を行い，

試料の均質性を確認した（Table 1）２６），２７）．

３．妥当性確認試験及び技能試験

� 燃焼法の妥当性確認試験

燃焼法（改良デュマ法）による測定報告のあった試

験室が用いた機種は，試験室１～８が Leco-FP-2000

［LECOジャパン�］，試験室９～１２が Leco-FP-528

（同），試験室１３が Leco-FP-428（同），試験室１４が Leco

-TrueSpec（同），試験室１５～１７が Sumigraph NC-220F［�
住化分析センター］，試験室１８が Sumigraph NC-900s

３０



（同），試験室１９が Vario Max（エレメンタール社），

試 験 室２０が Vario Macron（同），試 験 室２１が rapid N

（同），試験室２２が Protein Corder JM1000N （ジェイ・

サイエンス・ラボ）で，その燃焼室の設定温度と試料

重量は Table 2に記載した．

参加試験室には試料の取り扱いや分析方法について

のプロトコール１８），１９）を付け，試料計７種類を配付した．

プロトコールの概要は以下の通り．

�本測定試験中は，同じ機器で測定すること．�本
測定試験中は，校正には同じ標準物質（同一バッチ）

を使うこと．�本測定試験には，試料を１００mg以上

使うこと．�本測定試験は，３点繰り返しで測定する
こと．�本測定試験の室内再現性試験は３回，異なる
日に行うこと．�これら以外の測定条件については，
各試験室で使っている機器を使い，通常の測定手順・

測定方法で測定すること．�測定値は水分含量で補正
しないこと（乾燥重量当たりではなく送付した試料そ

のままの重量当たりのデータ）．	結果の報告は全て
の生のデータを送付すること．


 ケルダール法の技能試験

ケルダール法の試験は，�本測定試験中は，同じ機
器で測定すること，�本測定試験には，試料を１ｇ以

Table 1. Homogeneity of rice sample analyzed for total nitrogen measured
by combustion method according to the Dumas principle

Table 2. Mean and its relative standard deviation (RSD) of each 7 samples reported by 22 laboratories participated in collaborative
study for determination of nitrogen in brown and milled rice by the combustion according to the Dumas principle

Material 1a Material 2a Material 3a Material 4a Material 5a Material 6a Material 7a

Number of accepted duplicate results ４０ ３８ ４０ ４０ ４０ ４０ ４０

[19 or 20 distribution units (m)] （２×２０） （２×１９） （２×２０） （２×２０） （２×２０） （２×２０） （２×２０）

Mean (X, %) ０．９２７６ １．０５２ ０．９３３５ １．１７８ １．２５４ １．３０６ １．０９７

RSD(%) ０．８８１ １．２６ １．４６ １．１６ ０．９７９ １．３６ １．５８

Target standard deviation ０．０３７５ ０．０４１８ ０．０３７７ ０．０４６０ ０．０４８５ ０．５０２ ０．０４３２

[Sp, 0.02 ×(X/100)0.8495 × 100, %]

Analytical variance (S2
an) ２．４９×１０−6 ９．１０×１０－６ ６．５６×１０－６ １．４７×１０－５ ８．１１×１０－６ １．１１×１０－５ １．００×１０－５

Sampling variance (S2
sam) ４．１０×１０−5 ８．６２×１０－５ ０．０００１１８ ２．９１×１０－５ ６．５４×１０－５ ０．０００２００ ０．０００１９８

S2
all = (0.3×Sp)2 ０．０００１２７ ０．０００１５７ ０．０００１２８ ０．０００１９１ ０．０００２１１ ０．０００２２８ ０．０００１６８

C =F1S
2
all + F2S2

an ０．０００２０４ ０．０００２５６ ０．０００２０８ ０．０００３１４ ０．０００３４１ ０．０００３６９ ０．０００２７５

S2
sam < C Accept Accept Accept Accept Accept Accept Accept

S2
sam < S2

all Accept Accept Accept Accept Accept Accept Not accept

Code of

Laboratory

Sample No. Sample

Weight

(mg)

C.T.c)

�
１ ２ ３ ４ ５ ６ ７

Resulta) RSDb) Result RSD Result RSD Result RSD Result RSD Result RSD Result RSD

１ ０．９１１４ ０．４３ １．００８ ０．５６ ０．９２２０ ０．３９ １．１２８ ０．３１ １．２５７ ０．４０ １．３０６ ０．５１ １．０８２ ０．７１ ３００ １３５０

２ ０．９３４９ ０．８５ １．０３０ ０．８５ ０．９４５１ ０．８１ １．１４６ ０．５５ １．２６７ ０．３４ １．３１７ １．０１ １．１０８ ２．０５ ２００ １３００

３ ０．９５３５ ０．６９ １．０５１ ０．４２ ０．９６５５ ０．５１ １．１７０ ０．６３ １．２９４ ０．６０ １．３４４ ０．７０ １．１２５ ０．７７ ５００ １２５０

４ ０．９２２７d) １．６１ １．０１４ １．２７ ０．９２２３ １．５０ １．１３６ ０．５８ １．２６１ １．３４ １．３０５ １．０３ １．０８４ １．２８ ８００－１０００ １２００

５ ０．９５１３ ０．２１ １．０４８ ０．３３ ０．９６１６ ０．３０ １．１６５ ０．３２ １．２８６ ０．３３ １．３３５ ０．２９ １．１１９ ０．２２ ５００ １３５０

６ ０．９４３０ ０．６６ １．０４１ ０．４３ ０．９５３１ ０．４２ １．１５９ ０．２３ １．２８６ ０．２３ １．３３６ ０．３１ １．１１９ ０．２９ ７５０ １３５０

７ ０．９３３３ １．４５ １．０２４ ０．９３ ０．９３８１ ０．７１ １．１４６ ０．５９ １．２６７ ０．４０ １．３１６ ０．２４ １．０９８ １．０３ ５００－６００ １０５０

８ ０．９２１２ ０．７２ １．０１３ １．０５ ０．９２２６ ０．４８ １．１３３ ０．８８ １．２４８ ０．３９ １．３０３ ０．２８ １．０８６ ０．４８ ２００ １３５０

９ ０．９１４９ ０．５６ １．００９ ０．８７ ０．９２３６ ０．５６ １．１１７ ０．９１ １．２３７ ０．７１ １．２９５ ０．３９ １．０６７ ０．８３ ２５０ ９５０

１０ ０．９９５９ １．０６ １．０９１ ０．４３ １．００８ ０．３４ １．２０４ ０．４７ １．３２８ ０．２９ １．３７３ ０．４１ １．１６２ ０．２５ ３００ ９５０

１１ ０．９７４５ １．４２ １．０７３ １．３９ ０．９８１９ ２．０５ １．１８７ １．７０ １．３０８ １．０８ １．３５９ ０．９０ １．１３１ １．０６ １５０－２５０ ９５０

１２ ０．９６４２ ０．８４ １．０６５ ０．２６ ０．９７２２ ０．２６ １．１６９ ０．４９ １．２９９ ０．４５ １．３４１ ０．６４ １．１２６ ０．５８ ３００ ９５０

１３ ０．９６０８ ３．６７ １．０４５ ２．６９ ０．９６４７ ２．１９ １．１８１ ６．４２ １．２６８ １．７３ １．３３８ ２．６６ １．０９４ ２．６１ ２００ ９５０

１４ ０．９６４２ ０．４８ １．０５８ ０．７２ ０．９６７６ ０．７０ １．１６３ ０．５７ １．２８４ ０．３９ １．３３０ ０．５６ １．１１５ ０．３５ ３００ ９５０

１５ ０．９４７１ ０．２７ １．０４１ ０．３３ ０．９５５８ ０．３５ １．１６４ ０．３５ １．２８２ ０．２３ １．３３３ ０．２９ １．１１７ ０．２９ ５００ ９００

１６ ０．９５００ ０．５１ １．０３９ ０．１８ ０．９５６８ ０．３２ １．１５９ ０．３７ １．２７８ ０．３４ １．３３３ ０．３３ １．１１８ ０．３７ ５００ ８７０

１７ ０．９３９３ ０．２３ １．０３１ ０．２７ ０．９４９０ ０．３０ １．１５１ ０．２５ １．２７８ ０．２５ １．３２６ ０．６７ １．１１０ ０．３７ ５００ ８７０

１８ ０．９５０４ ０．５７ １．０４５ １．０７ ０．９６５９ ０．５４ １．１７４ ０．８７ １．２７９ １．６４ １．３４３ ０．８２ １．１２５ ０．７９ １００ ８３０

１９ １．００４ １．１２ １．０８９ ０．５５ １．００８ ０．４４ １．２１３ ０．８０ １．３３４ ０．４５ １．３８９ ０．６５ １．１７２ ０．４７ ８００ Nde)

２０ ０．９８７０ １．０４ １．０８０ ０．６３ １．００６ ０．４６ １．２０４ ２．３６ １．３２５ ０．４１ １．３７８ ０．６４ １．１５７ ０．７０ １５０ Nd

２１ ０．９７４０ １．２４ １．０６３ １．３７ ０．９８０３ １．３１ １．１８０ １．１７ １．３０９ ０．９０ １．３５６ ０．６４ １．１３８ ０．７３ ５００ Nd

２２ ０．９４９７ １．０８ １．０３４ １．１７ ０．９６６８ ０．７６ １．１５３ ０．８２ １．２８１ ０．７７ １．３３４ ０．８５ １．１２６ ０．９３ ５００ ８５０

Mean ０．９５２１ １．０４５ ０．９６０７ １．１６４ １．２８４ １．３３６ １．１２１

a; Material 1, 2, 3, 6; Variety ‘Koshihikari’ , material 4, 7; Variety ‘Haenuki’ , material 5; Indica varieties produced in Thailand

a) Average of 9 sample values, g/100 g, b) Standard deviation/average, (%), c) Combustion temperature, d) Results of italic figure indicate outliers eliminated, e) Nd; no data.
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上使うこと，�本測定試験は，２点以上の繰り返しで
測定すること，及び燃焼法のプロトコールとして示し

た���項の計６点を指示して行ったが，試薬の種類
や量，触媒などの詳細は示さず，室間共同試験ではな

く技能試験の形で実施した．

４．集計データの棄却，コクラン（Cochran）及び

グラッブス（Grubbs）の検定２８）

集計したデータは外れ値の検定を，国際調和プロト

コールである IUPAC（International Union of Pure and

Applied Chemistry，国際純正・応用化学連合）の方法

の２．５％の棄却限界値の表２８）により行った．

最初にコクランの検定を行い，棄却された試験室の

データを除き，次にグラッブスの検定を行った．ただ

し，参加試験室から異常値や室間共同試験のプロト

コールに従わなかった有効でないデータを報告した試

験室を除いた数の２／９以上は棄却できない２８）ので，検

定で棄却とされる試験室が多く出ても，例えば，今回

の２２試験室の場合では４試験室が棄却できる最大数で

ある．

５．データの解析

集計データの解析は前報告１８），１９）と同様に行い，最大

４試験室のデータを棄却した場合（棄却済データと略

す）と全試験室のデータを使った場合（全試験室デー

タと略す）それぞれについて，試料毎に分散分析を行

った．その結果から，総平均（Ｘ）とその分散，併行

分散（S2
r，Repeatability），室間再現精度（S2

r，Reproduci-

bility），併行精度標準偏差（Sr）や室間再現精度標準

偏差（SR），併行相対標準偏差（RSDr），室間相対標準

偏差（RSDR），Horwitz式による予測値 PRSDR（０．０２

Ｘ－０．１５０５，％）及び HorRat値 （RSDR/PRSDR）を算出

した２６），２９）．また，繰り返し測定と室内再現性試験の解

析結果から，室間再現精度（分析誤差）を試験室間誤

差と試験室内誤差，誤差に分けて計算した．

試料１と３，試料４と７，試料５と６は，窒素含有

量の差が５％以内の Youdenペアー３０）としての解析も

行った．

ケルダール法の技能試験としての解析は，文献３１），３２）

に従って行った．

実験結果および考察

１．燃焼法の妥当性確認試験（室間共同試験）

� データ

２２試験室の参加による燃焼法の妥当性確認試験で報

告された測定結果を Table 2に示す．各試験室の９回

の測定平均値とその相対標準偏差（RSD），燃焼室の

設定温度，試料重量を記載した．

この結果からは，燃焼法では RSDが大きな試験室

もあるが，機種による測定結果の違いはないといえる．

� 解析結果－１

これらの室間共同試験のデータの解析により外れ値

を検定・棄却し，Srや SRなどを求めた（Table 3）．な

お，棄却されたのは室内の測定値の分散の大きさによ

Table 3. Collaborative study parameters of the combustion according to the Dumas principle

Sample No. １ ２ ３ ４ ５ ６ ７

Number of laboratories retained after eliminating outliers １８ １８ １８ １８ １８ ２１ １８

Number of accepted results １６２ １６２ １６２ １６２ １６２ １８９ １６２

Mean and precision parameters for accepted results

Mean (X, %) ０．９５３１ １．０４４ ０．９６０４ １．１５８ １．２８６ １．３３６ １．１２０

Standard deviation of repeatability (Sr) ０．００７ ０．００７ ０．００５ ０．００７ ０．００６ ０．００８ ０．００７

Relative standard deviation of repeatability (RSDr, Sr/X, %) ０．７７ ０．６８ ０．５１ ０．６０ ０．４８ ０．６３ ０．６１

Standard deviation of reproducibility (SR) ０．０２６ ０．０２６ ０．０２７ ０．０２５ ０．０２７ ０．０２６ ０．０２８

Relative standard deviation of reproducibility (RSDR, SR/X, %) ２．７８ ２．４８ ２．８１ ２．１５ ２．１１ １．９７ ２．４６

Predicted relative standard deviation (PRSDR, 0.02X－０．１５０５, %) ４．０３ ３．９７ ４．０２ ３．９１ ３．８５ ３．８３ ３．９３

HorRat (RSDR/PRSDR) ０．６９ ０．６２ ０．７０ ０．５５ ０．５５ ０．５１ ０．６３

Mean and precision parameters for all valid results

Mean ０．９５２１ １．０４５ ０．９６０７ １．１６４ １．２８４ １．３３６ １．１２１

Sr ０．０１１ ０．０１０ ０．００９ ０．０１９ ０．０１０ ０．０１１ ０．００７

RSDr １．１９ ０．９８ ０．９０ １．６４ ０．７６ ０．８４ ０．５８

SR ０．０２７ ０．０２６ ０．０２７ ０．０３１ ０．０２７ ０．０２７ ０．０２８

RSDR ２．８４ ２．５３ ２．８５ ２．６５ ２．０９ １．９９ ２．４８

PRSDR ４．０３ ３．９７ ４．０２ ３．９１ ３．８５ ３．８３ ３．９３

HorRat ０．７０ ０．６４ ０．７１ ０．６８ ０．５４ ０．５２ ０．６３
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るコクランの検定によるものだけで，測定値の大小に

よるグラッブスの検定での棄却はなかった．

全試験室データと棄却データによる RSDRやＨorRat

値は，燃焼法では試料３以外はほとんど同じであった．

７試料の Srと SR，RSDr，RSDRについてまとめると，

Srは棄却済データでは０．００５～０．００８ｇ（単位は全窒素

の重量），全試験室データでは０．００７～０．０１９ｇ（同），

SRは棄却済データで０．０２５～０．０２８ｇ（同），全試験室

データでは０．０２６～０．０３１ｇ（同），RSDrは棄却済デー

タで０．４８～０．７７％，全試験室データでは０．５８～１．６４％，

RSDRは棄却済データで１．９７～２．８１，全試験室データ

では１．９９～２．８５％の範囲になった．

さらに，HorRat値は棄却済データで０．５１～０．７０，

全試験室データでは０．５２～０．７１の範囲であった．

今回の燃焼法の室間共同試験で得られた RSDrと

RSDRは，コムギや大豆などの穀類の室間共同試験の

報告１３）や前回の室間共同試験の RSDrや RSDRとほぼ

同じ範囲に収まっていた（Table 5）１８）．さらに，AOAC

インターナショナルでは，HorRat値は０．５～１．５の間

にあればその室間共同試験は満足の行くもの，逆に０．５

以下だと測定値の作為的な操作が行われたのではない

かと見なされるのが２２），今回の室間共同試験の HorRat

値は０．５１～０．７０であり，本定量法の妥当性が確認され

る満足のいくものであること，即ち，コメ中の全窒素

定量法としての燃焼法の有用性を示していた．

また，試料１と３，試料４と７，試料５と６は Youden

ペアー２８）としての解析も行った．燃焼法では，それぞ

れの解析値は，各試料単独で解析した値よりもほとん

どの場合小さかった．これは，各試験室の Youdenペ

アーとする試料の測定値間では，R２（決定係数，相関

係数の二乗）＝０．９６０以上の高い相関があったことに

関連すると推定した．

前回の燃焼法の室間共同試験の報告１８）では参加１６試

験室の内 Leco社以外は２試験室であったが，今回の

参加２２試験室中 Leco社は１４試験室と同数で，メーカー

が１社，測定機種は３種類増えている．前回の試験の

RSDr（０．３２～０．９１％），RSDR（１．７４～２．５６％），HorRat

値（０．５６～０．６６）の結果と比較してもほぼ同じ範囲で

あることから，機種に由来する測定値の違いはほとん

どないといえる．

さらに，試料５はタイ産米であるが，Table 2と Table

3の結果を含めて，RSDr，RSDR，HorRat値に他の試

料との差異はなく，この測定法が日本産の中粒米（ジ

ャポニカ種）だけでなく外国産の長粒米（インディカ

種）にも応用できる結果が得られた．

� 解析結果－２

燃焼法で得られた室間再現精度（分析誤差）を，試

験室の違いによる変動（試験室間）と測定日による変

動（試験室内日間変動）の分散，測定法自体に由来する

などのその他の誤差とに分けて算出した（Table 4）１８）．

その結果，試験室間に由来する変動は，棄却済デー

タで８９～９６％，全試験室データでも８１～９０％と高い割

合であった．試験室内の日間変動は１．４～６．７％と小さ

く，その他の誤差の割合も１．６～１５．６％であり，今回

の室間共同試験の測定値の変動の主体も，前回の室間

共同試験と同様に１８），各試験室間での測定値のばらつ

きに由来するものであった．

２．ケルダール法の技能試験

１２試験室の参加によるケルダール法の測定条件を

Table 5に示す．手分析２試験室，ケルテック（Kjeltec）

システム（FOSS（社）製）７試験室，ケルオートシス

テム（なかやま理化製作所製）２試験室，スーパーケ

ルシステム（アクタック社製）１試験室の，合計１２試

験室が測定値を報告した．また，その中の１０試験室が

詳細な測定条件も報告した．

自動装置を使用した８試験室では，硫酸銅０．５ｇ，

硫酸カリウム４．５ｇとなる Kjeltabs KPC（Thompson&

Capper LTD製）などの市販錠剤を使用していた．そ

Table 4. Nested random effects analysis of variance for values of sample No.1 to 7
determinated by the combustion according to the Dumas principle

Sample No. １ ２ ３ ４ ５ ６ ７

Calculated with accepted results

Inter-laboratory error (LAB, %) ９１．４ ９１．１ ９６．２ ９１．２ ９４．６ ８８．９ ９３．４

Intra-laboratory error (DAY, %) ３．６ ５．５ ２．２ ４．６ １．４ ３．８ １．８

Errors except inter- and Intra-laboratory error (ERROR, %) ５．０ ３．４ １．６ ４．２ ４．０ ７．３ ４．８

Calculated with all valid results

LAB ８１．４ ８３．４ ８９．６ － ８６．３ ８１．７ ８４．４

DAY ４．０ ６．７ ２．２ － ２．４ ２．７ ３．８

ERROR １４．６ ９．９ ８．２ － １１．３ １５．６ １１．８
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の他の分解促進剤として，３試験室で過酸化水素水，１

試験室が二酸化チタンを用い，硫酸は，手分析の１試

験室の２５ml以外は１０～１５mlを使用していた．分解

時間や終了の目安については，温度（４２０�～４５０�）
と加熱時間（６０～１２０分）を決めて分解した５試験室

（全て自動分解装置）と，分解溶液が透明になり，青

色あるいはわずかに緑色がかった青色になった後にさ

らに加熱を１５～８０分続けた５試験室に分かれた．

さらに，中和用に４０～４５％水酸化ナトリウム溶液，

蒸留したアンモニアの捕集用に１％～４％ホウ酸を２０

～５０ml，滴定には０．０５mol/l硫酸か塩酸溶液（容量分

析用５，自家調製６試験室）を用いた．

技能試験の報告された測定結果を Table 6に示す．２

回の測定平均値と z-scoreを記載した．

その z-scoreは－０．７２～０．９５の範囲であり，±０．５以

上は全体の１０％程度で，約半数が±０．２以下であった．

Table 5. The measuring conditions of Kjeldahl method

Table 6. Results of each 7 samples reported by 12 laboratories participated in collaborative study
for determination of nitrogen in brown and milled rice by the Kjeldahl method

Code
of

Lab.

Auto
Analyzer

Auto
Digestor

Catalyst and materials to promote digestion Conditions
of

Digestion

Additional
time for
digestion

Sodium
hydroxide

Boric
acid

Acids for
volumetric

analysis

Sample
weight

(g)
Sulfate

(ml)
Copper

sulfate (g)
Potassium
sulfate (g)

Another
materials

１
Kjeltec Auto
１０３５a)

Nd １０ ０．５ ４．５
Hydrogen peroxide
（３０％），５ml

４２０�－
１２０min

－
４０％，
５０ml

２％，
３０ml

０．０５mol/l
Sulfate, B

１．０

４
Kjeltec Auto
１０３５a)

Kjeltec
２０２０a)

１５ ０．５ ４．５ － Ａ ６０min
４０％，
７０ml

２％，
５０ml

０．０２５mol/l
Sulfate

１．０

５
KJEL-AUTO

VS-KT.Pb)
１０ ０．５ ４．５ － Ａ ３０min

３０％，
６０ml

３％，
２５ml

０．０５mol/l
Sulfate, B

２．０

６ Kjeltec Analyzer unita) １５ ０．５ ４．５ Hydrogen peroxide
＜４２０�－
６０min

－
４０％，
８０ml

１％，
３０ml

０．０５mol/l
Sulfate

１．０

７ KJEL-AUTO DTP-3b) １３ ０．５ ４．５ －
２２０�－３０min
４５０�－６０min

－
３０％，
５０～６０ml

３％，
２５ml

０．０５mol/l
Sulfate

１．２～１．５

９
２３００Kjeltec Analyzer

Unita)
１０ ０．５ ４．５ －

４４０�－
９０min

－
４０％，
５０ml

２％，
３０ml

０．０５mol/l
Sulfate

０．３～０．５

１１ Manual analysis ２５ ０．５ １５
Titanium oxide
０．５ｇ

Ａ ３０min
４５％，
７０ml

４％，
５０ml

０．１mol/l Hydro-
chloric acid, B

１．０

１２
Kjeltec Auto
１０３５a)

Kjeltec
２００６a)

Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd １．０～１．３

１３
Kjeltec Auto
１０３５a)

Kjeltec
２０２０a)

１０ ０．５ ４．５ －
４２０�－
６０min

－
４０％，
５０ml

２％，
３０ml

０．０５mol/l
Sulfate

１．０

１７ Manual analysis １０ ０．２ １０ － Ａ ８０min
４０％，
５０ml

４％，
２０ml

０．０５mol/l
Sulfate

１．０

１６
Superkjel
１３００c)

DK-２０c) １２ ０．５ ４．５
Hydrogen peroxide
（３５％），５ml

４２０�－
８０min，Ａ

１５～３０min
４０％，
５０ml

２％，
３０ml

０．０５mol/l
Sulfate, B

１．０

１８
2400 Kjeltec Analyzer

Unita)
Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd

０．０５mol/l
Sulfate, B

１．０

Code of

Laboratory

Sample No. Sample

Weight

(g)

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７

Resulta) z−sb) Resulta) z−sb) Resulta) z−sb) Resulta) z−sb) Resulta) z−sb) Resulta) z−sb) Resulta) z−sb)

１ ０．９６２８ ０．５０ １．０８１ ０．９５ ０．９５８７ ０．１８ １．１６７ ０．３５ １．２７７ ０．０５ １．３０７ －０．３４ １．１０２ －０．２０ １．０

４ ０．９２２６ －０．５５ １．０１７ －０．５９ ０．９２８０ －０．６２ １．１４２ －０．２０ １．２５７ －０．３７ １．２８７ －０．７２ １．０９２ －０．４３ １．０

５ ０．９４１０ －０．０７ １．０４６ ０．１０ ０．９６７０ ０．３９ １．１５９ ０．１６ １．２９１ ０．３３ １．３４２ ０．３６ １．１３３ ０．５１ ２．０

６ ０．９５１６ ０．２１ １．０４６ ０．１０ ０．９６０４ ０．２２ １．１５９ ０．１７ １．２８６ ０．２３ １．３３６ ０．２４ １．１１９ ０．１９ １．０

７ ０．９３９３ －０．１１ １．０２４ －０．４４ ０．９５４０ ０．０５ １．１２７ －０．５４ １．２６８ －０．１３ １．３３７ ０．２６ １．１１４ ０．０８ １．２－１．５

９ ０．９３５８ －０．２１ １．０３６ －０．１５ ０．９４１２ －０．２８ １．１４８ －０．０７ １．２６７ －０．１５ １．３２２ －０．０３ １．０９９ －０．２６ ０．３－０．５

１１ ０．９３２７ －０．２９ １．０３４ －０．２０ ０．９３３９ －０．４７ １．１４７ －０．１０ １．２５７ －０．３６ １．３１１ －０．２５ １．１００ －０．２３ １．０－２．０

１２ ０．９４３８ ０．００３ １．０４８ ０．１５ ０．９５２７ ０．０２ １．１４９ －０．０６ １．２８５ ０．２０ １．３３１ ０．１４ １．１１６ ０．１２ １．０

１３ ０．９５７５ ０．３６ １．０５４ ０．２９ ０．９７２５ ０．５４ １．１６６ ０．３１ １．２８８ ０．２７ １．３３２ ０．１６ １．１２３ ０．２７ １．０

１６ ０．９４７５ ０．１０ １．０４８ ０．１５ ０．９５４５ ０．０７ １．１５５ ０．０６ １．２７５ ０．００１ １．３２７ ０．０６ １．１１１ ０．０１ １．０

１７ ０．９４１５ －０．０６ １．０２５ －０．４１ ０．９４２０ －０．２６ １．１４０ －０．２７ １．２６３ －０．２５ １．３１３ －０．２２ １．１０２ －０．２１ １．０－１．２５

１８ ０．９４７８ ０．１１ １．０４４ ０．０５ ０．９５８３ ０．１７ １．１６１ ０．２０ １．２８４ ０．１９ １．３４１ ０．３３ １．１１７ ０．１５ １．０

Sp －０．３３７ ０．０４１ ０．０３８ ０．０４５ ０．０４９ ０．０５１ ０．０４４

Mean ０．９４３７ １．０４２ ０．９５２８ １．１５２ １．２７６ １．３２４ １．１１１

a) FOSS Japan, b) Nakayama-rika, c) ACTAC L.T.D.
A; Digestion continue until the solution change to clear and its color turn to blue or slightly blue green.
B; Grade for volumetric analysis.

a)Average of 2 sample values, g/100 g, b) z-score = (Result − Mean)/Sp

３４



これは種々の測定条件下でのケルダール法の測定値が

よく一致することから，測定法の優秀さ並びにその頑

健性（robustness）を示すデータである．

３．ケルダール法と燃焼法の測定値の比較

ケルダール法の測定値と，ケルダール法の試験に参

加した１２試験室に限定して，棄却された試験室のデー

タは除外した燃焼法のデータ（ケース１），及び燃焼

法の参加全試験室から統計的な棄却後に残った１８～２１

試験室の棄却済データ（ケース２）とを比較した．そ

の結果，各試験室内の両定量法の測定値間の相関は全

くなかったが，７試料の測定平均値間には，ケース１

では R２＝０．９９９５［ケルダール法の値＝０．９８７×（燃焼

法の値）＋０．０１５］，ケース２では R２＝０．９９９７［ケルダー

ル法の値＝０．９９０×（燃焼法の値）＋０．００３］と，非常に

高い相関があった．

要 約

コメ中の全窒素を測定する燃焼法の妥当性試験を２２

試験室の参加により行い，ケルダール法についても同

じ試料を用い１２試験室で技能試験を行った．

今回の試験の７試料の燃焼法の HorRat値は０．５１～

０．７０の間であり，満足の行く結果であった．また，RSDR

は１．９７～２．８１％であり，本測定法がコメ中の全窒素の

定量法としてパフォーマンスが高い妥当な分析法であ

ることが示された．

また，ケルダール法の技能試験の z-scoreは－０．７２

～０．９５の範囲に収まり約半数が±０．２以下となり，種々

の測定条件下での測定値もよく一致することから，ケ

ルダール法が優秀な測定法であること並びにその頑健

性（robustness）を示していた．

謝 辞

本室間共同試験に参加し測定値を報告していただい

た，�アクタック，アサヒビール株式会社，サッポロ
ビール株式会社価値創造フロンティア研究所，キリン

ビール株式会社 醸造研究所，三和酒類株式会社，�
ジェイ・サイエンス・ラボ，�住化分析センター科学
機器営業部，製粉協会製粉研究所，日本シイベルヘグ

ナー株式会社，日本食品分析センター基礎栄養分析課，

日本水産�食品分析センター，日本生活協同組合連合
会商品検査センター，日本製粉株式会社，（独）農林水

産消費技術センター，不二製油株式会社，ヤマキ株式

会社開発，レコジャパン株式会社（５０音順に並べた）

の担当者の皆様方に感謝いたします．

文 献

１）AOAC Official Method 920.87, Protein (Total) in

Flour, First Action 1920.

２）日本食品科学工学会，新・食品分析法編集委員会

編，新・食品分析法，第１章－３たんぱく質，ｐ３０

（１９９９），（光琳）．

３）五訂増補日本食品標準成分表分析マニュアル，文

部科学省科学技術・学術審査会資源調査分科会食品

成分委員会資料，第２章２．たんぱく質，ｐ１２（２００５），

（国立印刷局）．

４）安井明美，小泉英夫，堤忠一，松永隆司，吉川誠

次，二酸化チタンと硫酸銅を触媒として用いるケル

ダール改良法のクロスチェックによる精度の検討，

（第２報）コーンスターチ及び２種類のはちみつを

用いての解析，食総研報，３３，７９－８５（１９７８）．

５）P. F. Kane, Comparison of HgO and CuSO４ as Diges-

tion Catalysts in Manual Kjeldahl Determination of

Crude Protein in Animal Feeds: Collaborative Study, J.

Assoc. Off. Anal. Chem., 67, 869−877 (1984).

６）N. Thiex, H Manson, S Anderson and J. Persson, De-

termination of Crude Protein in Animal Feed, Forage,

Grain, and Oilseeds by Using Block Digestion with a

Copper Catalyst and Steam Distillation into Boric Acid:

Collaborative Study, J. AOAC Int., 85, 309−317 (2002).

７）S. Nozawa, A. Hanada, K. Sakaida, T. Suzuki and A.

Yasui, Method Performance Study of the Determination

of Total Nitrogen in Soy Sauce by the Kjeldahl

Method, Anal., Sci., 21, 1129−1132 (2005).

８）野澤慎太郎，坂井田健一，鈴木忠直，安井明美，

Kjeldahl法によるしょうゆの全窒素定量における分

解条件の最適化，分析化学，５５，１５－２１（２００６）．

９）橋本 佳子，忠田 吉弘，鈴木 忠直，安井 明

美，ケルダール法による米黒酢の全窒素分測定方法

の最適化，分析化学，５８，３７９－３８５（２００９）．

１０）G. Bellomonte, A. Costantini and S. Giammarioli,

Comparison of Modified Automatic Dumas Method and

the Traditional Kjeldahl Method for Nitrogen Determi-

nation in Infant Food, J. Assoc. Off. Anal. Chem., 70,

227−229 (1987).

１１）R. A. Sweeney and P. R. Rexroad, Comparison of

LECO FP−222 “Nitrogen Determinator” with AOAC

３５



Copper Catalyst Kjeldahl Method for Crude Protein, J.

Assoc. Off. Anal. Chem., 70, 1028−1030 (1987).

１２）R. A. Sweeney, Generic Combustion Method for De-

termination of Crude Protein in Feeds: Collaborative

Study, J. Assoc. Off. Anal. Chem., 72, 770−774 (1989).

１３）R. C. Bicsak, Comparison of Kjeldahl Method for

Determination of Crude Protein in Cereal Grains and

Oilseeds with Generic Combustion Method: Collabora-

tive Study, J. AOAC Int., 76, 780−786 (1993).

１４）M. K. Brink and J. G. Sebranek, Combustion Method

for Determination of Crude Protein in Meat and Meat

Products: Collaborative Study, J. AOAC Int., 76, 787−

793 (1993).

１５）M. Thompson, L. Owen, K. Wilkinson, R. Wood and

A. Damant, Testing for bias between Kjeldahl and Du-

mas Methods for the Determination of Nitrogen in

Meat Mixtures, by Using Data from a Designed Inter-

laboratory Experiment, Meat Sci., 68, 631−634 (2004).

１６）野澤慎太郎，笠間裕貴，鈴木忠直，安井明美，改

良デュマ法によるしょうゆの全窒素定量，分析化

学，５６，１７９－１８３（２００７）．

１７）八木寿治，榊原良成，吉永 晋，福本祐二，石黒

瑛一，安井明美，飼料中の粗たん白質の燃焼法によ

る定量法の妥当性確認，飼料研究報告，３３，９１－９８

（２００８）．

１８）堀田 博，燃焼法による玄米中の全窒素定量の室

間共同試験，分析化学，５５，３２３－３２７（２００６）．

１９）堀田 博，成分添加試料の作製とそれを使用した

試験室間共同試験，食総研報，７３，１５－２２（２００９）．

２０）斎尾恭子，秋山美展，趙来光，近赤外分光分析法

による日本国産大豆の粗蛋白，粗脂肪，水分含量の

定量，食総研報，５１，１１－１４（１９８７）．

２１）S. Anderson, Determination of Fat, Moisture, and

Protein in Meat and Meat Products by Using the FOSS

FoodScanTM Near−Infrared Spectrophotometer with

FOSS Artificial Neural Network Calibration Model and

Associated Database: Collaborative Study, J. AOAC

Int.., 90, 1073−1083 (2007).

２２）AOAC Official Method 990.03 Protein (Crude) in

Animal Feed, Combustion Method, First Action 1990

Final Action 2002.

２３）AOAC Official Method 997.09, Nitrogen in Beer,

Wort, and Brewing Grains Protein (Total) by Calcula-

tion, Combustion Method, First Action 1997.

２４）ISO 14891:2002 Milk and milk products − Determi-

nation of nitrogen content − Routine method using

combustion according to the Dumas principle, ISO web

site, http://www.iso.org/iso/store.htm

２５）JAS規格一覧,農林水産省Web site,

http://www.maff.go.jp/j/jas/jas_kikaku/kikaku_itiran.html

２６）内藤成弘，第３章化学分析法の妥当性確認，第３

節 データの統計的取り扱い，食品分析法の妥当性

確認ハンドブック，サイエンスフォーラム，Ｐ１６３－

Ｐ１８６（２００７）．

２７）T. Fearn, M. Thompson, New test for ‘sufficient ho-

mogeneity’, Analyst, 126, 1414 − 1417 (2001).

２８）W. Horwitz, Protocol for the design, conduct and in-

terpretation of Method−Performance Studies, Pure &

App. Chem., 67, 331 − 343 (1995).

２９）Edited by W. Horwitz, “Official methods of analysis

of AOAC International” 18th ED, Appendix D, p9

(2005), AOAC Int., Gaithersburg, MD, USA. (http://

www.aoac.org/vmeth/omamanual/omamanual.htm)

３０）F. D. McClure and J. K. Lee, Computation of HOR-

RAT values, J. AOAC Int., 86, 1056−1058 (2003).

３１）Thompson M. , L. Stephen and R. Wood, The Interna-

tional Harmonized Protocol for the Proficiency Testing

of Analytical Chemistry Laboratories, Pure & App.

Chem., 78, 145−196 (2006).

３２）Protocol for the organization and analysis of data, 6th

edition, 2002, food analysis performance assessment

scheme (FAPAS), Central Science Laboratory, UK. FA-

PAS web site,

http://www.fapas.com/pdfpub/FAPASProtocol.pdf

３６


