Oznaczanie azotu i biatka wedtug metody Dumasa
przez spalenie na sucho oryginalnej probki

Czesto zadawane pytania:

llosciowa analiza azotu i surowego biatka odgrywa ama role szczegdllnie w ocenie
produktéw rolnych. W odrénieniu do innych pierwiastkow ktorych analiza dokgwana
jest metodami spektrofotometrycznymi jak AAS lubRCto w zakresie analizy azotu nadal
szeroko stosowana jest chemiczna ,na mokro” metégeldahla.

Jednalkée od kilkunastu lat coraz @&ciej stosuje ¢ doktadng w petni automatycz

w sensie instrumentalnym metedDumasa. Pierwszy aparat do makroprobek w zakresie
gramowym funkcjonugcy wedtug metody Dumasa, opartej na spalaniu probki
skonstruowano w 1989 r. W oparciu @ konstrukcj i nastpne jej rozwgzania celem
lepszego zrozumienia tematu, zestawiono pejmajczsciej zadawane pytania

i odpowiedzi.

Kim byt Dumas?

Jean Baptiste Dumas byt francuskim chemikiem (8% Odkryt metogoznaczania azotu
przez mieszanie i grzanie analizowanej substanttgrikiem miedzi w atmosferze dwutlenku
wegla. Powstate gazygsredukowane dalej w miedzi do azotysteczkowego, a napinie
mierzone wolumetrycznie.

Dlaczego metoda spaleniowa?

W zmodyfikowanej metodzie Dumasa oznaczania gaatbka spalana jest w temperaturze
ok. 1008C w atmosferze tlenu. Azot zawarty wazkach (np. aminokwasy) przetwarzany
jest na tlenek azotu, a napghie na azot ewteczkowy. Po katalitycznym dopaleniu
powodugcym utlenianie, oraz po suszeniu i oczyszczeniazie ngnym, wszystkie tlenki
azotu g redukowane do azotu gsteczkowego na reduktorze (np. middgb wolfram) i
przenoszone za pompaazu neénego do celi detektora przewodnobp cieplnej celem
ilosciowego oznaczenia. Komputer automatycznie prze{mzy znanej wartei nawaki) za
pomog wzoréw empirycznych procentgwzawart@é azotu na wspoiczynnik zawadtod
biatka.

Czy chodzi o rzeczyyaie nowo odkryg meto@?

Odkryta w roku 1833 rok metoda Dumasa jest stazaradycyjnie stosowanej metody
Keldahla. Duiski uczony Johan Gustaw Christoffer Thorsager Kgeldpart swoj meto@
na rozkfadzie prébki za pompcgorgcego, sézonego kwasu siarkowego, a ngstie
destylacji pary wodnej i miareczkowanie powstatagmwniaku.



Poczitkowo analizowane metpddumasa wielkéci probek wynosity tylko kilka mg, co dla
praktycznego zastosowania dla produktow rolnych@tato znaczne ograniczenie.

W analityce chemii organicznej natomiast, metodadadziesicioleci na dobre znalazta
swoje miejsce. W 1989 firma Heraeus Analysentechnikbedgcq prekursorem firmy
Elementar Analysensystemsgkonstruowata pierwszy analizator funkcjamy na zasadzie
spalania prébki w zakresie gramowym naela Byt to poaztek rozwoju metody Dumasa

w kierunku instrumentalnych, w petni automatycznyaodnych z normami aparatéw do
oznacze rownies biatka w zywnagici, paszach, materiatach ftnnych i glebach. Nie bez
wptywu na wysoki stopieautomatyzacji i znaczne uproszczenie i uatrakegjei aplikacyjne
dla wytkownika tak dawno odkrytej metody, miat njgMiwie dynamiczny w ostatnim czasie
rozwoj nowoczesnych uktadoéw automatyki i elektmmégo sterowania, wspomaganych
dajgcym wiele mdiwosci oprogramowaniem Aytkowym i serwisowym wrodowisku
Windows.

Na czym polegaj zalety w stosunku do metody Kjeldahla?

Metoda Kjeldahla rozpoczynaesid rozkladu prébki przy pomocy goego, sgzonego
kwasu siarkowego w przedziale czasowym 1-2 godzin.

Aby wspomaoc rozktad dodawanglkatalizatory jak selen, ¢t i inne zwizki metali cgzkich.
Po dodaniu stonego tugu uwalniany jest amoniak. Oddestylowanystmmieniu pary
wodnej w kwasie wytapywany i 0znaczany przez nakogganie przy pomocy tugu.

W aspekcie zkonasci i warunkow bezpieczstwa dokonywania povszej procedury zalety
metody Dumasagsoczywiste.

Bezpieczastwo

Metoda Dumasa polega na wysokotemperaturowym ati@nbez udziatu agresywnych

i trujgcych chemikaliéw, tak nieztnych do mineralizacji w metodzie Kjeldahla, a jady
srodkow redukujcych jak tlenek miedzi, mied/zgkdnie wolfram, jak rownizgazu nénego
Helu lub CQ, oraz w niewielkich il¢ciach tlenu.

Metoda ta nie narza personelu na pracze sgzonymi kwasami i zasadami bez konie6zno
kontroli wrzzcych kwasow w szklanych kolbachkaggcych czasami podczas analizy czy te
ich przemieszczaniu.

Odegcie od stosowania do rozktadu prébek agresywnycanlkaliow

Metoda Dumasa wymaga stosowania jedynie nieagresyw nietoksycznej metody
utleniania, oraz substancji redulggych jak tlenek miedzi, miedub wolfram oraz gazow.

Nie zachodzi zagtenie wynikajce z postugiwania gikwasami, zasadami oraz problem
skladowania i utylizacji odpadow.

Znaczca oszcgdnaosé czasu

Od momentu wprowadzenia prébki do podania wynikdalizy uptywa zaledwie kilka minut.
Czas oczekiwania na ostateczne wyniki w metodeidadjla wynosi ponad godzin

Mate wymagania co do miejsca instalacji

Miejsce na stole laboratoryjnym potrzebne do zaiostania aparatu wynosi ok. 1 metr.
Zasilanie elektryczne potrzebne do pracy aparatiypowe gniazdo jednofazowe 220 V/16A



z bolcem uziemiagym. Nie ma konieczs@ stosowania wyggu do agresywnych oparéw
kwasow, kosztownych digestoridw, oraz wydzielomeiggsca na sktadowanie chemikaliow
i odpaddéw. Nie jest potrzebne rowhimsilanie w wogczy spgzone powietrze.

Caltkowita automatyzacja pomiaru

Po nawaeniu probek i wigeniu do 60 lub 120-pozycyjnego podajnika przebielgjkych
analiz odbywa si automatycznie bez koniecZoiodozoru ze strony personelu,szayniki
zestawione ¢ w gotowy do wydruku protok6ét pomiarowy wraz z iopracowaniem
statystycznym i zobrazowaniem mierzonych pikowmdi@otrzeby uzupetniania

i oprézniania naczy reakcyjnych procesu rozktadu pcéaj probce.

Niskie koszty analizy

Oszcezdno¢ czasu pracy, stosowanych chemikaliow, elementowposd@enia
laboratoryjnego, kosztéw utylizacji odpadéw chemych.

Koszt materiatéw eksploatacyjnych orazytych gazow dla aparatu Rapid N nie przekracza
3,50 PLN.

Doktadnasé wynikow

Metoda Dumasa zapewnia 100 % odnajdywanie azotmal@mie od jego chemicznych
wigzai w prébce (z wyjtkiem azotkéw metali). Rezultaty metody Kjeldatillsie zaléq od
badanych zwizkéw, Ilub zastosowanych katalizatorow, Zgdpp. niektore zwizki
heterocykliczne, nitrozowe, nitrowe, azowe, azot@wgostay nie roziagone lub nie catkiem
roztczone.

Czy koszty inwestycyjne zakupu aparatu Dumasa wielsyt
wysokie?

Koszt w pelni automatycznego aparatu Dumasa nié yegszy od potautomatycznego
aparatu Kjeldahla. Biagc pod uwag koszt kolumny do mineralizacji, ydze:
wyciggowych, magazynowania i utylizacji chemikaliowkaszty aparatu Dumasa sizsze.
Istotne jest rowniewyliczenie pgrednich kosztéw kompletnego stanowiska laborateygn
usuwania odpadowsrodkow bezpieczstwa przy postugiwaniu &i gorgcym kwasem
siarkowym, wymiap sttuczonych kolb do mineralizacji, estej renowacji skorodowanych
wyciggow, ktore w ditszym okresie pracy wykazuy rzeczywistéci znacznie wisze koszty
stosowania metody Kjeldahla.

Fakt ten w wielu krajach natg do przeszixi. Ze wzgidu na oczywiste zalety metody
Dumasa, zostata ona zaakceptowana w wielu krajakb procedura alternatywna.

W USA i Kanadzie przez normy AOAC, AOCS, AACC.emddiech znalazta swoje miejsce
w normach DIN dla produktéw mlecznych, gleb, pktdw browarniczych, pasz (MEBAK,
LUFA). W przygotowaniugsnormy ISO na ziarna i produkty zlmwe. W wielu krajach
jakkolwiek normy nadal zawiergjtylko metod Kjeldahla, to przepisy nie zabranigj



stosowania wygodniejszej i dokladniejszej jako raligywnej i poréwnawczej metody
Dumasa. Cgsto wprowadzenie zmian lub poprawek do lokalnychmne; procedurami
bardzo kosztownymi i dtugotrwatymi, zatem komitetymalizacyjne poszczegdélnych krajow
nie g zainteresowane zwykle podejmowaniem tych zagadnie

Czy metoda Dumasa nie jest przeznaczona dla lalooidiy
wykonujgcych due ilosci analiz?

W przypadku analiz kilku probek migsinie dywanie aparatu w peini automatycznego nie
ma oczywicie ekonomicznego uzasadnienia, ale juzy 5-10 analizach dziennie fma
rozwaaé zakup aparatu Dumasa. Bal wygoda w obstudze i tatwe uzyskiwanie wynikoOw
analiz w cigu kilku minut sprawia,ze aparat ten nadaje &ido kontroli jakdci
dokonywanych procesow produkcyjnych. Stwarza @mzabwe zadania analityczne

i mazliwosci, ktérym nie g w stanie sprostastarsze, wolniejsze techniki analityczne.

Nalery spodziewasie, ze ze wzgldu na dudq prostot i 0szczdnos¢ metoda ta w przyszoi
bedzie obowgzywa® w wieksza@ci norm.

Ale rownie; aparaty Dumasa wymagajprzecié czynngci
konserwacyjnych.

Jest spraw oczywist, ze rownie rozklad metod spaleniow powoduje ziywanie s
materiatdw. Wysoka temperatura rozktaduzempowodowa korozg materiatow, piefcieni
uszczelniajcych oraz ztycie materiatdbw na reduktory i katalizatory jakrek miedzi, lub
mied i wolfram, ktére muszby¢ wymieniane. Jednaé takie czynnai w nowych aparatach
wykonuje si co kilkaset analiz. Niektore starsze aparaty Dumas/magaty azstszych
czynndgci konserwacyjnych. Zmniejszenie czytnokonserwacyjnych stanowi obecnie
parametr jakgciowy aparatdow o wysokiej wydajft. Czste wymiany filtrow kurzowych,
pierscieni uszczelniacych, osuszaczy nie mgpuz miejsca w standardach jaktowych tej
klasy analizatorow.

Czy metoda Dumasa nie wymaga rowhiestosowania
toksycznych chemikaliow ?

Do doktadnych pomiarow prébek zawieraych dde ilasci siarki jako materiat absorbugy

SO, szczegollnie przydatny jest chromian otowiu. Jetlmakastosowanie przez figm
Elementar metody redukcji za pomowolframu (zgtoszony patent) sprawize nie ma
potrzeby stosowania dodatkowych absorbentéw siarki.

Czy wyniki otrzymywane metodami Kjeldahla i Dumasa
porownywalne?

Przede wszystkim nale wyjani¢, ze wysokotemperaturowy rozkiad meto@umasa
zapewnia 100 % odtworzenie azotu catkowitego.zhgeod substancji mineralizacja metod
Kjeldahla mde by powodem wahai zantenia wynikow. Dla produktéw rolnych dobre
poréwnanie wynikéw otrzymanych obiema metodami,qnitag rozlegte testy obejmuge



wieksz; ilos¢ laboratoribw badagcych ¢ sany prébke wzorcow, lub préblke innego
materialu bardzo dobrze zhomogenizowanego. Niemmacmisze rezultaty otrzymane
metod Kjeldahla mog zost& przeliczone za pomg@aaswiadczalnie wyznaczonego

i statystycznie wyliczonego wspoétczynnika korefeeyg.

Aparat Dumasa me by wykalibrowany na wzorzec biatka-azotu, ktory jasalizowany
aparatem Kjeldahla.

Czy mdgliwe do analizowania wielkéci nawaek aparatem
Dumasa g w ogole reprezentatywne?

Nowoczesne aparaty mpganalizowa probki do kilku gram. Do zbadania 1 grama
substancji organicznej potrzebny jest dobry aparakkolwiek wgksza¢ prébek daje
poprawne rezultaty juw kilkuset lub kilkudzieatiu mg. Jéli probki wykazuy dugg
niehomogeniczisd powinny by dobrze zmielone i wymieszane, ponieweawet przy
nawace 10 g nie uzyskagssensownej doktadso analitycznej.

Duza szybke&¢ dokonywanych analiz urlawia wykonanie wielokrotne analizy tej samej
prébki i wyznaczenie warfoi sredniej.

Czy spektrometr NIR nie jest rownjelobrg alternatyw;?

Spektrometry NIR i aparaty Dumasa nig dla siebie konkurencyjne a uzupetpiggie
wzajemnie. Spektroskopia NIR lub NIT nie jest dietoezpsrednig. Doktadnaé silnie
zaley od rodzaju prébki i wiciwych wzorcow kalibracyjnych, ktore muasbhy¢ dasé
zblizone do analizowanej prébki. Metoda Dumasa jakoodeeiguasi-absolutna e styé
do doktadnego oznaczaniaznych rodzajow probek za pompotej samej wzorcowej krzywej
analitycznej (srednionej, przy gyciu czystej chemicznie substancji wzorcowej). teros

i dobre zastosowanie metod NIR ma miejsce do pomianomogenicznych i znanych
substancji przyrednich wymaganiach co do doktadob

Wzorce kalibracyjne magby¢ oznaczane aparatem Dumasa. Natomiast do oznazzeu

w mieszaninach lub nieznanych naturalnych subgiahcznacznie lepiej sprawdzagie
aparaty Dumasa.

W badaniu typowych probek chodzi przede wszystkiokiadry ilosciowg analiz

w zakresie 0,01 % do teoretycznie 10%N, ale niealiz sladowg w zakresie ppm. Mogn
strorg tej metody jest niezatea od skladu matrycy kalibracja, £hujej stabilng¢ w czasie

w szerokim zakresie pomiarowym detektora przewmieeplnej. Do oznaczesladowych
najlepiej nadaje ¢ detekcja chemiluminescencyjna. Jedeake wzgldu na siliy zalenasé
krzywej kalibracji od matrycy, nie jest to optymakw zastosowaniu do produktéw rolnych.
W zakresie detekcji pa®j 50 ppm N firma Elementar oferuje czuty aparatiyBrace N

z detektorem przewodfed cieplnej, ktérego zalet w poréwnaniu do detektora
chemiluminescencyjnego jest prostsza i niemal®d matrycy prébki kalibracja.

Badane prébki mag by¢ ciekle lub stale. Nie jest wymagane chemiczneepnst
przygotowanie probki.



