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Metoda Dumasa alternatywng metoda
oznaczania biatka w produktach roslinnych —
badania poréwnawcze z metodg Kjeldahla

Dumas method as an alternative approach for determining protein contents of plant
products — comparative study with Kjeldahl method

Wozrastajace wymagania jakosciowe dotyczace znajomosci zawarto$ci biatka w r6znych surowcach
ro$linnych jak rowniez w zywnosci i paszach spowodowaly szersze uzycie metody Dumasa, ktora jest
metodg nawet starsza niz powszechnie od lat stosowana metoda Kjeldahla. Celem badan bylo
porownanie wynikow zawartosci biatka w 138 probkach ziarna trzech rodzajow zboz, pszenicy, owsa
i jeczmienia oraz 4 probkach $ruty rzepakowej i jednej sojowej, wyprodukowanych w warunkach
polskich, uzyskanych tymi dwiema metodami standardowymi. Stwierdzono wysoka korelacje migdzy
wynikami otrzymanymi metoda Dumasa i Kjeldahla, wynoszaca 0,9983 dla calego materiatu
badawczego. Wyniki uzyskane metoda Dumasa byly srednio o 0,46 jednostki procentowej wyzsze,
anizeli te otrzymane metoda Kjeldahla, co stanowito 2,4%, jednakze rdéznice pomigdzy metodami
zalezaly od rodzaju badanego produktu roslinnego. Stwierdzone wysokie korelacje migdzy wynikami
otrzymanymi tymi dwiema metodami wskazuja, iz metoda Dumasa z powodzeniem moze by¢
stosowana, jako metoda alternatywna do badania ziarna zbdz, $ruty rzepakowej i sojowej, na zawartos¢
biatka.

Stowa kluczowe: azot ogélny, metoda Dumasa, metoda Kjeldahla, $ruta rzepakowa, Sruta sojowa,
ziarno zb6z

Increased qualitative demand for the knowledge of protein contents in various plant products as
well in foods and feeds has led to wider used of the Dumas method, which is even older technique than
commonly employed Kjeldahl procedure. Aim of the study was to compare the results of protein
contents of 138 samples of cereal grains, such as wheat, barley and oat and 5 samples of meals produced
from rapeseed and soybean in Polish agricultural conditions, obtained by the Kjeldahl and Dumas
methods. Very high correlation coefficient was obtained between protein contents analysed with the
Dumas and Kjeldahl methods, equal to 0.9983 for the entire material tested. However, the results
obtained by Dumas method were, on average, by 0.46 percentage units higher than those analysed with
Kjeldahl procedure. The differences between methods applied depended on the materials to be
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analysed. These results suggest that Dumas method can be successfully used as an alternative method
for testing content of protein in cereal grains and rapeseed and soybean meals.

Key words:  cereal grains, Dumas method, Kjeldahl method, rapeseed meal, soybean meal, total
nitrogen

WSTEP

Poziom biatka ogdtem jest waznym kryterium jako$ciowym zaro6wno w przypadku
ziarna zb6z jak i nasion rzepaku oraz roslin stragczkowych niezaleznie od sposobu ich
wykorzystania. W pszenicach chlebowych zawarto$¢ tego sktadnika jest cechg elementarna
jakosci ziarna, gdyz z wyzsza zawartoscig biatka w ziarnie wigze si¢ bezposrednio jego
wyzsza warto$¢ wypiekowa (Gasiorowski, 2004; Shewry, 2007). Wysoka zawartos¢ biatka
jest tez cechg pozadang w ziarnie zboz pastewnych, nasionach, $rutach rzepakowych i
sojowych, przeznaczonych do sporzadzania mieszanek paszowych (Rakowska, 1978;
Leeson i in., 1987; Hanczakowski i in. 2001; Krotz i in., 2008). Dla utozenia w petni
zbilansowanych dawek pokarmowych dla roznych grup zwierzat gospodarskich doktadna
znajomo$¢ zawartosci biatka w poszczeg6élnych sktadnikach paszy jest konieczno$cig
(NZD, 1996; Gizzi i Givens, 2004). Odmienne wymagania pod wzgledem zawartosci
biatka sg stawiane ziarnu jeczmienia browarnego, ktore jako surowiec do produkcji stodu
wysokiej jakoSci powinno charakteryzowac si¢ zawartoscig tego sktadnika w $cisle
okreslonym przedziale (Baca i Golebiewski, 1997; Klockiewicz-Kaminska, 2005).
Zawarto$¢ biatka jest tak wazng cecha, ze stala si¢ wytyczng dla niektorych transakcji
handlowych ziarna zb6z. Cena zakupu podlega podwyzszeniu lub obnizeniu w zalezno$ci
od faktycznej zawartosci biatka w ziarnie pszenicy zwyczajnej dostarczonym do
magazynu/magazynow interwencyjnych. Minimalna zawarto$¢ biatka w ziarnie tego
gatunku zboza oferowanym do skupu interwencyjnego powinna wynosi¢ 10,5 procent
(strona internetowa Agencji Rynku Rolnego). Monitorowanie ilo$ci biatka musi, wigc by¢
wykonane z bardzo duza doktadnoscia w celu prawidlowego ustalenia warto$ci uzytkowej
w/w produktow roslinnych.

Do tej pory metoda powszechnie uzywang do bezposredniego oznaczania biatka
w produktach ros$linnych byla wieloetapowa metoda Kjeldahla, uzywana od przeszto 120
lat (Kjeldahl, 1883), w ktorej stosuje si¢ agresywne substancje chemiczne, tj. stezony kwas
siarkowy 1 stezong zasad¢ sodowa. Z tego wzgledu metoda ta wymaga umiejetnego
postepowania z pozostatosciami w/w odczynnikéw po analizie, aby zniwelowad
zagrozenie dla sSrodowiska, a takze zachowania duzej ostroznos$ci w toku pracy przez osoby
wykonujace samg analize. W ostatnim czasie coraz czesciej stosuje si¢ zamiennie metode
rownie starg (Dumas, 1831), lecz mniej rozpowszechniong metod¢ Dumasa, catkowicie
zautomatyzowana, niewymagajacg tak duzej, jak w przypadku metody Kjeldahla,
ingerencji cztowieka w analizg. Niewatpliwa zaleta metody Dumasa, poza znacznie
krotszym czasem analizy, jest proekologiczne podejscie do catego procesu oznaczania
biatka, a mianowicie wysokotemperaturowe spalanie probki w uktadzie zamknietym, z
wykorzystaniem niegroznych substancji redukujacych, jak wolfram, miedz i jej tlenek oraz
gazow, tlenu i dwutlenku wegla. Inng korzys$cig stosowania tej metody jest brak potrzeby
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skladowania niebezpiecznych odpadow. Wraz z udoskonaleniem aparatury metoda
Dumasa coraz cze¢$ciej jest stosowana jako metoda alternatywna oznaczania biatka w wielu
laboratoriach na §wiecie (Williams 1 in., 1998; Watson i Galliher, 2001). Celem naszych
badan bylo poréwnanie wynikow zawartosci biatka w roznych materiatach roslinnych
wyprodukowanych w warunkach polskich uzyskanych dwiema metodami standardowymi,
metoda Kjeldahla i metoda Dumasa.

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowito ziarno 138 odmian i linii hodowlanych trzech gatunkow
zb0z: 38 pszenicy zwyczajnej (Triticum vulgare L.), 83 owsa zwyczajnego (Avena sativa
L), w tym 39 form oplewionych i 39 form obluszczonych oraz 5 form nagich, 17
jeczmienia zwyczajnego (Hordeum vulgare L.). Dodatkowym materialem analitycznym
byly cztery probki $ruty rzepakowej i jedna Sruty sojowej. Wszystkie probki materiatu
ro$linnego zmielono na mtynku laboratoryjnym Cyclotec wyposazonym w sita o $rednicy
oczek 0,5 mm.

W materiale badawczym oznaczono zawarto$¢ azotu w przeliczeniu na biatko ogdlne
metoda Kjeldahla z wykorzystaniem aparatu Kjeltec Auto 1030 Analyzer (Tecator,
Szwecja) oraz metoda Dumasa na aparacie Rapid N Cube (Elementar, Niemcy).

W metodzie Kjeldahla 1 g probki zmielonego ziarna zbdz lub 0,5 g Sruty rzepakowej
badZ sojowej mineralizowano w kolbach destylacyjnych przez 1 godzing w temperaturze
420°C stezonym kwasem siarkowym z dodatkiem katalizatorow celem przeksztalcenia
calego azotu w jony amonowe i nastgpnie zwigzanie ich w siarczan amonu.
Zmineralizowane probki przeniesiono do aparatu destylacyjnego, nastepnie dodano 40%
zasade sodowa celem wyparcia amoniaku z siarczanu amonu i przetransportowania go z
parg wodna do odbieralnika zawierajacego kwas borowy z domieszka indykatorow czutych
na zmiang¢ barwy pod wplywem amoniaku. [lo$¢ amoniaku zwigzanego w postaci boranu
amonu zmiareczkowano standardowym roztworem kwasu solnego. Procedura powyzsza
jest zgodna z metoda standardowa 925,10 wg AOAC (1995).

W metodzie Dumasa 250 mg probki zmielonego materialu roslinnego spopielano
w rurze spalania w temperaturze 960°C w obecnosci tlenu. W trakcie tego procesu azot
zawarty w zwiazkach organicznych zostaje przetworzony na tlenek azotu. Nastepnie po
katalitycznym dopaleniu w temperaturze 800°C powodujacym utlenianie oraz osuszeniu w
P,0:s, tlenek azotu jest redukowany do azotu czgsteczkowego na reduktorze (wolframem)
1 przenoszony za pomocg gazu nosnego, ktorym jest CO,, do celi detektora przewodnosci
cieplnej celem iloSciowego oznaczenia. Po wprowadzeniu wartosci nawazki do komputera,
za pomocg wzorow empirycznych przeliczono procentowa zawarto$¢ azotu na zawartos¢
biatka. Oznaczenie azotu wg metody Dumas wykonano zgodnie z procedurg 990.03 wg
AOAC (1995).

W obu metodach zastosowano ten sam wspotczynnik przeliczeniowy azotu na biatko
(%N x 6,25). Wszystkie warto$ci wyrazono w procentach suchej masy. Wyniki uzyskane
obu metodami porownano obliczajac wspotczynnik korelacji liniowej Pearsona.
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WYNIKI I DYSKUSJA

Badania poréwnawcze wykonano ogotem na 143 probach ziarna trzech zb6z, pszenicy,
owsa 1 jgczmienia oraz sruty rzepakowej i sojowej. Tak réznorodny material roslinny uzyty
do badan byl bardzo zréznicowany pod wzgledem zawartosci biatka ogotem, $rednio od
10,5 do 42% (tab. 1). Sposrod zbdz najnizszymi zawartosciami biatka charakteryzowato
si¢ ziarno pszenicy zwyczajnej, w zakresie od 9,4-12,2%, najwyzszymi ziarno owsa
nagiego i obluszczonego, w zakresie od 14,3-18,9%. Materialem analizowanym o
najwyzszej zawartosci bialka byly $ruty rzepakowe, u ktoérych poziom biatka wynosit od
40 do 47,2%.

Tabela 1

Zawarto$¢ bialka w ziarnie réznych gatunkach zb6z oraz w Srutach rzepakowych i sojowej oznaczona

metoda Kjeldahla i Dumasa Protein contents of various cereal grains and rapeseed and soybean meals
obtained by the Kjeldahl and Dumas methods

Liczba Biatko (%SM) Blad metody
' ] probek Protein (%DM) Résnica Method error (%) Stosunck
%}l?;?n(;/;?;f 51;11(1)1 Olfe Difference Ratio
sp Kjeldahl Dumas K &D |Kjeldahl | Dumas K/D
()
Jeczmien jary 12,94 13,48
Spring barley 17 (12,17-13,79)* (12,62-14,14)* 0,54 0,33 0.75 0,960
Pszenica zwyczajna 10,54 11,08
Common wheat 38 (9.39-12.15) (9.84-12.67) 0,54 0,33 0,83 0,951
Owies oplewiony 12,84 13,03
Hulled oat 3 (11,69-14,66)  (11,79-15,20) 0,19 0,70 0.86 0,985
Owies nagi i obluszczony 16,24 16,80
Naked and hulless oats a4 (14,31-18,88)  (14,62-19,54) 0.56 0.64 0,66 0,967
Sruta rzepakowa i sojowa 41,95 42,43
Rapeseed and soybean meals 3 (37,1-47,21)  (37,79-47,76) 048 0.28 0.21 0,989
WartoS¢ Srednia 14,30 14,76 0,46 052 076 0,968

Mean value
* W nawiasach podano zakres zmiennosci zawartosci biatka w badanych produktach roélinnych
* In brackets the range of protein contents in plant materials analysed is given

Wyniki zawarto$ci biatka uzyskane metodg Dumasa byly $rednio o 2,4 % wyzsze niz te
otrzymane metoda Kjeldahla, a rozbiezno$¢ w ilosci tego sktadnika migdzy metodami
wynosita 0,46 jednostki procentowej. Roznice w ilo$ci biatka pomigdzy metodami zalezaty
rowniez od rodzaju badanego produktu roslinnego. W przypadku ziarna pszenicy rdznica
w zawarto$ci bialka na korzy$¢ metody Dumas wyniosta $rednio 5,1% (0,54 jedn.
procent.), jeczmienia 4,2% (0,54 jedn. procent.), owsa nagiego i obtuszczonego 3,4% (0,56
jedn. procent.). Natomiast w przypadku owsa oplewionego oraz $rut rzepakowych i
sojowej roéznica pomigdzy metodami byta bardzo niewielka i wynosita odpowiednio 1,5%
oraz 1,1% (0,19 oraz 0,48 jedn. procent.). Wyniki przez nas uzyskane sg zgodne z
wynikami uzyskanymi przez innych autoréw, przy czym roznica w ilosci oznaczonego
przez nich biatka, $cislej azotu, tymi dwiema metodami byta tym wicksza im wigcej nie
amonowych form azotu znajdowato si¢ w materiale badawczym (Daun i DeClercq, 1994;
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Simonne iin., 1997; Wiles i in., 1998; Williams i in., 1998; Watson i Galliher, 2001; Marco
iin., 2002; Jung i in., 2003; Meller i in., 2007). W obu metodach sktadnikiem bezposrednio
oznaczanym jest azot i dopiero w ilosci tego skladnika wyliczany jest poziom biatka
ogoélem. Do biatka ogolnego zaliczane sg wszystkie sktadniki zawierajace azot, wlaczajac
sktadniki azotowe niebiatkowe. R6znica w zawarto$ci biatka w analizowanych produktach
uzyskana miedzy tymi dwiema metodami moze by¢ gldwnie zwigzana ze stopniem
odzyskania catkowitej ilo$ci azotu w badanej probce. W metodzie Kjeldahla mierzony jest
iloSciowo azot wchodzacy w sktad zwigzkéw amonowych oraz azotowych zwigzkow
organicznych, ktore tatwo daja si¢ w trakcie mineralizacji probki przeksztatcic w zwigzki
amonowe. Inne formy azotu wystgpujace w materiatach roslinnych, jak azot w postaci
wolnej, czy azotynow, azotandw oraz nitryli sa bardziej efektywnie oznaczane w metodzie
Dumasa (Williams i in., 1998; Moller, 2009).

Obie metody charakteryzuja si¢ podobnym bledem oznaczania, ktéry wynosi $rednio
0,56%, przy czym nieco wigkszg doktadnos¢ analizy azotu wykazano w przypadku metody
Kjeldahla (btad ponizej 0,5), w porownaniu z metoda Dumasa (btad ponizej 0,7%) (tab. 1).
By¢ moze jest to zwigzane z 4-krotnie lub 2-krotnie nizszg nawazka probki brang do analizy
azotu w przypadku ziarna zb6z i $rut rzepakowych oraz sojowych w metodzie Dumasa, co
jednoczes$nie wskazuje na konieczno$¢ bardzo dobrej homogennosci probek po zmieleniu
jak rowniez bardzo doktadnego ich nawazenia.
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Rys. 1. Zalezno$¢ miedzy zawartoScia bialtka (% SM) uzyskana metodami Dumasa i Kjeldahla
Fig. 1. Relationship between protein contents (% DM) obtained by the Dumas and Kjeldahl methods

Porownujac wyniki uzyskane metodg Dumasa i metoda Kjeldahla, stwierdzono wysoka
zalezno$¢ miedzy nimi. Wspolezynnik korelacji liniowej Pearsona dla wartosci
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uzyskanych tymi dwiema metodami wynosit r = 0,9983 (rys. 1). Rownie wysokie
wspotczynniki korelacji (r = 0,999) uzyskali Watson i Galliher (2001) oraz Beljkas$ i in.
(2010) analizujac ziarna réznych zbo6z jak réwniez $rute sojows. Tak wysoka korelacja
miedzy wynikami otrzymanymi tymi dwiema metodami wskazuje, iz metoda Dumasa
moze by¢ z powodzeniem stosowana, jako metoda alternatywna do badania ziarna zbo6z i
sruty rzepakowej 1 sojowej na zawarto$¢ biatka. Wyliczone rownanie regresji (y = 0,9946x
—0,3699, gdzie x — wartos$¢ dla biatka oznaczona metodg Dumasa) umozliwi przeliczenie
zawarto$ci biatka oznaczonego metoda Dumasa na wartosci jakie mozna by uzyskaé
stosujac metode Kjeldahla (rys. 1). Rownanie regresji moze by¢ wykorzystane do
ekstrapolacji wynikow w przypadku np. klasyfikowania nowych odmian jeczmienia
browarnego w klasach jakos$ci ustalonych dla zawarto$ci biatka oznaczonego metoda
Kjeldahla.

Glowng zaletg stosowania metody Dumasa w porownaniu z metoda Kjeldahla jest
znacznie wigksza szybko$§¢ analizy i bezpieczne wykonanie catej procedury oznaczania
azotu. Te same korzysci stosowania metody Dumasa byly podnoszone przez innych
autoréw testujacych te alternatywng metod¢ oznaczania iloSciowego azotu w ziarnie zbdz
i produktach spozywczych (Williams i in. 1988; Watson i Galliher, 2001; Saint-Denis 1
Goupy, 2004; Beljkas i in., 2010).

PODSUMOWANIE I WNIOSKI

1. Wysoka korelacja miedzy wynikami otrzymanymi dwiema metodami wskazuje na
zasadno$¢ stosowania metody Dumasa jako metody alternatywnej do rutynowego
oznaczania biatka w r6znych materiatach ro§linnych, takich jak ziarna zbdz czy nasiona
rzepaku i soi oraz §ruty z nich otrzymane.

2. 7 uwagi na wyzsze warto$ci biatka uzyskiwane metodag Dumasa koniecznym wydaje
si¢ opracowanie nowych norm dla poszczegélnych klas jakosci, w szczegdlnosci dla
pszenicy zwyczajnej oraz dla jeczmienia jarego, dla ktorych zawartos$¢ biatka decyduje
o ich wartosci wypiekowej czy browarne;j.
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