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Poréwnano dwie metody oznaczania azotu catkowitego w zZywnosci, tj. meto-
de Kiejdahla oraz metode Dumasa. Material badawczy stanowily produkty spo-
zywcze pochodzenia zwierzecego i roslinnego (mieso krélicze i wolowe, kalafior
i ziarno owsa) oraz material referencyjny. Zawartos¢ azotu okreslona metodq
Dumasa byla poréwnywalna z wartosciami oznaczonymi metodq odwolawczq
— Kiejdahla, a wartos¢ odzysku dla wszystkich materialow miescila sie w pra-
widlowym zakresie.
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Zawartos¢ biatka w zywnosci i racjach pokarmowych oznacza si¢ najczesciej za
pomoca metody Kjeldahla (metoda posrednia), mnozac okreslona po hydrolizie,
destylacji i miareczkowaniu zawartos¢ azotu ogoélnego przez odpowiedni przelicz-
nik, wyrazajacy $rednig zawarto$¢ azotu w biatkach produktow zywnosciowych
(1). Zawartos¢ ta, zaleznie od rodzaju produktu waha si¢ od 15% (np. dla maki
pszennej) do 17% (np. dla produktéw mlecznych) i srednio wynosi 16%, czyli
6,25. W metodzie Kjeldahla wykorzystywany jest stezony kwas siarkowy oraz
inne odczynniki stanowiace zagrozenie dla zdrowia cztowieka, a takze srodowiska
naturalnego. O konieczno$ci modyfikacji oznaczania biatka méwi np. Dyrektywa
Komisji z dnia 4 czerwca 1993 r. zmieniajaca zatacznik 1 do trzeciej dyrektywy
72/199/EWG — ,nalezy zmieni¢ wyzej wymieniona metod¢ ze wzgledu na za-
awansowany postep w nauce i technice” (2), a w szczegdlnosci za§ postanowie-
nia Dyrektywy Rady 80/1107/EWG z dnia 27 listopada 1980 r. w sprawie ochro-
ny pracownikéw narazonych na ryzyko zwigzane z oddziatywaniem czynnikow
chemicznych, fizycznych i biologicznych w czasie pracy (3). Do nowoczesnych,
proekologicznych, bezpiecznych oraz szybkich metod oznaczania biatka nalezy
metoda Dumasa. Celem pracy byta proba walidacji metody Dumasa poprzez po-
rownanie oznaczania biatka w prébkach zywnosci (pochodzenia zwierzecego oraz
roslinnego) z metodq odwotawcza Kiejdahla.
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MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowily probki zywnosci, w tym: migso krélicze (6 pro-
bek), migso wotowe (8 probek), kalafior (8 probek), owies (9 probek). W ramach
kontroli jakosci przebadano trzy materialy referencyjne: siarczan amonu (zawar-
tos¢ azotu N = 21,00 g/100 g), EDTA (zawarto$¢ azotu N = 9,50 g/100 g) oraz
materiat pochodzacy z migdzynarodowych badan mig¢dzylaboratoryjnych nr 28138
LGC Proficiency Testing Group w 2007 r. (zawartos¢ azotu N = 0,533 g/100 g).
Przed przystapieniem do analiz materiat rozdrabniano do uzyskania jednolitej proby
o mozliwie najmniejszej Srednicy czastek. W celu oznaczenia zawartosci azotu za
pomoca metody Dumasa stosujac aparat TruSpec N firmy Leco (4) odwazano ok.
0,5 g analizowanego materialu, nastgpnie zamykano go w cynowej folii i poddawa-
no spalaniu w atmosferze tlenu w temp. 950°C. Gazy powstate w trakcie spalania
gromadzone sg i mieszane z czystym helem w obecnosci miedzi jako katalizatora
w celu przemiany tlenkéw azotu w azot czasteczkowy. Taka mieszanina gazoéw tra-
fia do detektora termoprzewodnosciowego emitujacego sygnal elektryczny w ilosci
proporcjonalnej do ilosci azotu. Koncowe wyniki obliczano na podstawie krzywej
kalibracyjnej wykreslonej na podstawie EDTA jako wzorca. Czas analizy pojedyn-
czej probki wynosit 4 min. (aplikacja firmy Leco, Saint-Denis i Goury, 2004). Réw-
noczesnie w tym samym materiale oznaczano zawartos¢ biatka za pomoca metody
Kiejdahla z wykorzystaniem aparatu Kjeltec™ 2100 firmy Foss. Material badany
w ilosci ok. 0,5 g poddano mineralizacji na mokro w stgzonym kwasie siarkowym
z uzyciem Kkatalizatorow. Otrzymany mineralizat destylowano w aparacie Kjeltec
a nastepnie miareczkowano za pomoca kwasu solnego o stez. 1 mol/dm’ zgodnie
z aplikacja aparatu Kjeltec — Foss Tecator 2200 (5). Czas analizy (mineralizacja,
destylacja, miareczkowanie) pojedynczej probki wynosit ok. 3 h. W celu przepro-
wadzenia obszernej dyskusji uzyskane wyniki oznaczenia zawartosci azotu (obiema
metodami) w zywnosci przeliczano na biatko (przyjmujac nastgpujace wspotczyn-
niki przeliczeniowe 6,25 dla migsa kréliczego, wotowego oraz kalafiora i 5,70 dla
owsa). W celu poréwnania obu metod analitycznych wyliczono warto$¢ odzysku
oraz poréwnano z zaleceniami AOAC (6). Otrzymane wyniki zestawiono, a na-
stepnie poddano analizie statystycznej obejmujacej wyliczenie $redniej, odchylenia
standardowego, wspolczynnika korelacji, analize regresji oraz wariancji w uktadzie
jednoczynnikowym. Istotnos¢ réznic okreslono za pomoca testu F-Snedecora przy
poziomie istotnosci p<0,05. Przy statystycznym opracowywaniu wynikow wyko-
rzystano program komputerowy Statistica.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Zawartos¢ biatka w migsie kréliczym wahata si¢ w zakresie od 22,57 do 24,97
2/100 g. Otrzymane wyniki byly poréwnywalne z warto$ciami przedstawionymi
w Tabelach sktadu i wartosci odzywczej zywnosci (7). W wigkszos$ci probek wyz-
sze ilosci tego sktadnika oznaczono metoda Kiejdahla w poréwnaniu z wynikami
uzyskanymi metoda Dumasa (Sredni wspotczynnik odzysku 99,2%). Wspdtezynnik
korelacji dla obydwu ocenianych metod okreslono na poziomie 0,926 (tab. I).
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Tabela I. Zawarto$¢ azotu*/biatka oznaczona metoda Kiejdahla oraz Dumasa
Table I. The content of nitrogen*/protein assessed by Kiejdah/ and Dumas method
Zgwartoéé azotu*/ Zgwartos’é azotu* Wartosé Sredn'iall Wspol-
Materiat biatka oznaczona biatka oznaczona odzysku wartos¢ czynnik
metodg Kiejdahla | metodg Dumasa (%) odzysku korelacij
(9/100 g) (9/100 g) (%)
Materiat referencyjny 21,20+0,000* 21,23+0,028* 100,1 100,5 0,9999
(Siarczan amonu)
Materiat referencyjny 9,37+0,042* 9,55+0,011* 101,9
(EDTA)
Materiat referencyjny 0,541+0,005* 0,537+0,004* 99,4
(badania miedzylabo-
ratoryjne)
Migso krolicze 23,35+0,226 23,66+0,521 101,3 99,2 0,926
Mieso krolicze 23,32+0,064 23,16+0,626 99,3
Mieso krolicze 23,77+0,431 23,38+0,208 98,4
Mieso krolicze 22,70+0,273 22,57+0,695 99,4
Migso krolicze 24,840,240 24,76x0,416 99,7
Mieso krolicze 24,97+0,205 24,19+0,124 96,9
Mieso wofowe 23,24+0,622 23,42+0,103 100,8 100,0 0,956
Migso wotowe 23,48+0,014 23,31+0,059 99,3
Mieso wotowe 22,51+0,085 22,900,091 101,7
Mieso wotowe 21,51+0,226 21,55+0,117 100,2
Mieso wofowe 22,37+0,262 22,26+0,163 99,5
Mieso wofowe 23,57+0,198 23,390,001 99,2
Mieso wotowe 23,330,021 23,32+0,004 100,0
Mieso wotowe 22,63+0,594 22,42+0,020 99,1
Ziarno owsa 10,41+0,325 10,34+0,066 99,3 98,8 0,930
Ziarno owsa 8,56+0,495 8,70+0,195 101,6
Ziarno owsa 10,45+0,375 10,17+0,236 97,3
Ziarno owsa 9,51+0,290 9,36+0,239 98,4
Ziarno owsa 9,26+0,269 9,28+0,190 100,2
Ziarno owsa 9,81+0,339 9,360,021 95,4
Ziarno owsa 9,66+0,445 9,28+0,106 96,1
Ziarno owsa 9,560,141 9,70+0,187 101,5
Ziarno owsa 9,50+0,156 9,44+0,130 99,4
Kalafior (r6za zielona) 2,06+0,445 2,060,190 100,0 98,0 0,997
Kalafior (r6za zielona) 1,66+0,198 1,62+0,187 97,6
Kalafior (r6za zielona) 2,03+0,304 2,00+0,130 98,5
Kalafior (réza zielona) 2,07+0,170 2,02+0,094 97,6
Kalafior (r6za biafa) 1,49+0,035 1,450,009 97,3
Kalafior (r6za biafa) 1,58+0,219 1,55+0,001 98,1
Kalafior (r6za biafa) 1,63+0,156 1,610,045 98,8
Kalafior (r6za biafa) 1,67+0,148 1,600,008 95,8

* — zawartos¢ azotu — materialy referencyjne
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Zblizone ilosci biatka stwierdzono takze w migsie wotowym, od 21,51 do 23,57
2/100 g. Wartosci te byty zblizone z wynikami innych autoréw (7, 8). Zaobserwowa-
ne réznice w poziomie tego sktadnika oznaczonego metoda Kiejdahla oraz Dumasa
byty nieco mniejsze niz w migsie kroliczym, a sredni wspolczynnik odzysku wyno-
sit 100% (99,1-101,7%). Wspdtczynnik korelacji wyznaczono na poziomie 0,956.
Rowniez zawartos$¢ biatka oznaczona w owsie (8,56-10,45 g/100 g) miescita sig
w zakresach podawanych przez innych autoréw. Wspdtczynnik korelacji pomigdzy
wartosciami otrzymanymi metoda Kiejdahla a metoda Dumasa wyniost dla bada-
nego materiatu 0,930 (warto$¢ odzysku wahata si¢ w granicach 95,4-101,65, wy-
noszac srednio 98,8%). llos¢ biatka stwierdzona w kalafiorze biatym oraz zielonym
miescila si¢ w granicach 1,45-2,07 g/100 g. Wedhug polskich danych literaturowych
zawarto$¢ tego sktadnika w $wiezej masie kalafiora waha si¢ w zakresie 1,1-2,5
g/100 g (9, 10). W warzywie tym sposrdéd wszystkich przebadanych produktow
uzyskano najwyzszy wspotczynnik korelacji pomiedzy warto§ciami oznaczonymi
obydwiema metodami tj. 0,997, przy sredniej wartosci odzysku 98,0% (tab. I). Ana-
lizujac wyniki zawartos$ci biatka we wszystkich probkach nalezy stwierdzi¢, ze war-
tosci oznaczone obydwiema metodami byty zblizone, a wyznaczony dla nich wspoét-
czynnik korelacji wynidst 0,9997. Potwierdza to przeprowadzona analiza regresji.
Dla wszystkich danych punkt przecigcia osi ze wspdtrzedna opisujaca ilos¢ biatka
oznaczong metoda Kiejdahla jako funkcj¢ zawartosci biatka wyznaczong metoda
Dumasa byt praktycznie rowny zeru (ryc. 1).

Wykorzystujac wykreslone réwnanie krzywej regresji: Dumas = —0,0489 +
0,9972x, to na podstawie wynikéw otrzymanych metoda Dumasa mozna z duza

Kiejdahl:Dumas: y = —0,0489 + 0,9972*x;
r=0,9997; p = 0,0000; r? = 0,9994

Metoda Dumasa

0 2 4 6 8 1I0 1I2 1I4 1I6 1I8 2I0 2I2 2I4 26
Metoda Kiejdahla

Ryc. 1. Zawartos$¢ biatka w produktach zywnosciowych oznaczona metodami Kiejdahla oraz Dumasa

(g/100 g).

Fig. 1. Protein content in food determined by Kiejdahl and Dumas methods (g/100 g).
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Kiejdahl:Dumas: y = -0,0314 + 0,9985%x;
r=1,0000; p = 0,0000; r? = 0,9999

Metoda Dumasa

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Metoda Kiejdahla

Ryc. 2. Zawarto$¢ azotu w materiatach referencyjnych oznaczona metodami Kiejdahla oraz Dumasa
(g/100 g).
Fig. 2. Nitrogen content in reference material determined by Kiejdahl and Dumas methods (g/100 g).

doktadnoscia okresli¢ wynik, jaki otrzyma si¢ stosujac metode¢ Kiejdahla. Porow-
nujac wyniki wszystkich przeprowadzonych oznaczen mozna stwierdzié, ze ilosci
azotu/biatka oznaczone metoda Kiejdahla w wigkszosci przypadkéw byly nieznacz-
nie wyzsze od ilosci uzyskanych metoda Dumasa. Rowniez nieco nizsza zawartos¢
azotu oznaczong metoda Dumasa w réznych typach migsa w porownaniu do warto-
$ci otrzymanych metoda Kiejdahla uzyskali Thompson i wspotpr. (11). Przeprowa-
dzona analiza wariancji nie wykazata jednak istotnego zr6znicowania w zawartosci
biatka w badanych produktach w zaleznosci od zastosowanej metody oznaczania
(p = 0,97061). Rowniez istotnego statystycznie zréznicowania poziomu azo-
tu w zaleznosci od uzytej do jego metody oznaczenie nie stwierdzil Etheridge
i wspotpr. (12). Autorzy ci poréwnywali poziom azotu okreslony tymi samymi
metodami m.in. w paszach, jajach i tuszach zwierzecych. Jedynie w dwoch ostat-
nich przypadkach wyniki oznaczone metoda Kiejdahla oraz Dumasa roéznity sig
istotnie, przy czym wartosci uzyskane metoda Dumasa byty wyzsze. Ich zdaniem
przyczyna oznaczania wyzszej ilo$ci azotu metoda Dumasa jest wysoka tempera-
tura stosowana podczas spalania a nie jak sadzi McGeehan (13) wysoka zawar-
tos¢ np. azotanow w materiale badawczym. Dodatkowo w celu walidacji metody
Dumasa dokonano oznaczenia zawartosci azotu w materiale referencyjnym. Ilos¢
azotu we wszystkich probkach byta niemal identyczna bez wzgledu na zastosowa-
na metodg (ryc. 2), a obliczony wspotczynnik korelacji byt rowny 1.
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WNIOSKI

1. Zawarto$¢ azotu oznaczona metoda Dumasa byta porownywalna z wartosciami
oznaczonymi metoda odwotawcza — Kiejdahla.

2. Obliczona warto$¢ odzysku dla wszystkich materiatow miescita si¢ w prawid-
fowym zakresie.

3. Metoda Dumasa, ze wzgledu na krdtki czas trwania analizy, mniejsza praco-
chtonno$¢ moze by¢ alternatywna metoda oznaczania azotu/biatka w zywnosci.

4. Dodatkowa zaleta metody Dumasa jest jej proekologiczny charakter tj. brak
niekorzystnego oddziatywania na §rodowisko naturalne.

A. Florkiewicz, E. Cieslik, A. Filipiak-Florkiewicz

DETERMINATION OF TOTAL NITROGEN CONTENT IN FOOD.
A COMPARISON OF KIEJIDAHL AND DUMAS METHODS

Summary

The aim of this work was to compare two (Kiejdahl and Dumas) methods for assessment of total ni-
trogen content in food products. The study materials were: 31 samples of animal- and plant-derived food
products (rabbit meat, beef meat, cauliflower and oat grains) as well as 3 reference materials (ammonium
sulphate, EDTA, and material from international interlaboratory research) as a quality control check sam-
ples during analysis. The TruSpec N (LECO Co.) apparatus was applied in the Dumas method. The time
of single sample analysis was about 4 minutes. The same samples were assessed by Kiejdahl method with
Kleltec2100 (Foss Co.) apparatus. The time of single sample analysis (mineralisation, distillation, and
titration) was about 3 hours. The results of Dumas method were comparable with those for the reference
Kiejdahl method. The Dumas method, because of short analysis time, simpler procedure and no harmful
effect on the environment can be used as the alternative method for direct determination of nitrogen quan-
tity, and indirect determination of total protein content in foodstuffs.
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