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Resume 

Om anvendelse af farvebindingsmetoden til bestemmelse af 
proteinindhold i græsmarksplanter 

On the use of the dye binding method for determination of 

protein content in grassland crops 

Jørgen Mortensen 

Farvebindingsmetodens anvendelighed til bestemmelse af proteinindhold i græsmarksplanter er 
søgt belyst ud fra en undersøgelse af forskellige faktorers indflydelse på metoden samt ved at 
sammenholde farvebinding med indhold af totalkvælstof og renproteinkvælstof i prØver af græs­
marksplanter. 

Farvebindingen blev bestemt med et farvereagens fra firmaet N. Foss Electric, HillerØd. 
Farvebindingen var afhængig af reaktionstid og -temperatur og prøvestørrelse. Opvarmning 

af prøvematerialet til hØj temperatur eller i lang tid formindskede farvebindingen, især ved hØjt 
vandindhold i materialet. 

Farvebindingen påvirkedes ikke mærkbart af Ca ved koncentrationer, som er normalt fore­
kommende i klØver og lucerne. 

Farvebindingen til en række prØver af lucerne, rød- og hvidklØver, rajgræs og kløver/græs­
blandinger var snævrere forbundet med prØvernes indhold af renproteinkvælstof end indhold af 
totalkvælstof. 

Nogle afvigelser i farvebinding mellem prØver med samme indhold af renproteinkvælstof var 
forbundet med forskelle i indhold af basiske aminosyrer. 

For prØver af rajgræs med lavt N-indhold « 2 % N) var forskelle i farvebindingen sammen­
faldende med forskelle i træstofindhold. En sådan effekt kunne ikke påvises ved hØjere N-ind­
hold eller for prØver af klØver og lucerne. 

Farvebindingsmetoden synes anvendelig til orienterende bestemmelse af proteinindhold i græs­
marksplanter. 

Nøgleord: Proteinbestemmelse, farvebindingsmetode, græsmarksplanter. 

Summary 
The applicability of the dye binding method for determination of protein in grass and dover is 
evaluated from an investigation of the influence of some factors on the method and from a 
comparison of the dye binding capacity (DBC) of samples of grass, dover and lucerne to the 
content of total nitrogen and protein nitrogen. 

The dye binding capacity was determined by a reagent dye solution from N. Foss Electric, 
Hillerød, Denmark. 

The amount of dye bound was found to be influenced by reaction time, reaction temperature, 
and sample weight. Heating of the sample material to a high temperature or for a long period 
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of time decreased the dye binding capacity, especially at high water contents in the material. 
The dye binding capacity was not influenced by Ca at concentrations normally found in elo­

ver and lucerne. 
The dye binding capacity of samples of lucerne, red elover, white elover, ryegrass, and elover 

/grass-mixtures was more elosely related to th~ content of protein nitrogen than to the content 
of total nitrogen. 

Some differences in dye binding capacity of samples with nearly identical contents of protein 
nitrogen were related to the differences in contents of basic amino acids. 

Differences in dye binding capacity of samples of ryegrass with low nitrogen « 2 % N) 
content were correlated with content of crude fibre. This effect was not found in samples of 
ryegrass with higher nitrogen content, nor in samples of elover and lucerne. 

The dye binding method seems to be appIicable for estimation of the protein content in grass­
land crops. 
Key-words: Protein determination, dye binding method, grassland erops. 

Indledning 
Protein indholdet er sædvanligvis af stor betyd­
ning for værdien af et biologisk materiale til 
anvendelse i ernæringen af mennesker og dyr. 
Der har derfor været interesse for at kunne 
tage hensyn hertil ved værdiansættelsen i han­
del med produkter til ernæringsformål. En af­
regning efter proteinindhold sker allerede for 
mælk og i nogle tilfælde for afgrøder til grønt­
tØrring, og man kan tænke sig interesse for 
dette også på andre områder, f.eks. i korn­
handel. 

Disse forhold har medfØrt en naturlig inter­
esse for metoder til protein bestemmelser. Det 
vil ofte dreje sig om relativt små partier, hvor­
for der skal foretages mange analyser, hvilket 
igen medfører, at metoderne til proteinbestem­
meIser helst skal være hurtige og enkle. 

Gennem mange år har proteinbestemmelser­
ne stort set alene været baseret på en bestem­
melse af kvælstofindholdet ved hjælp af Kjel­
dahl-metoden. Denne metode er imidlertid ret 
arbejdskrævende og tillige ubehagelig at arbej­
de med på grund af anvendelsen af koncentre­
ret svovlsyre og natronlud og stærk opvarm­
ning. 

Man har derfor søgt at finde lettere meto­
der til proteinbestemmclse. En omtale af en 
række metoder er givet af Cale (1969), Åker­
berg og Lindgren (1972) og Olered (1973). 

Blandt disse metoder har farvebindingsmeto­
den, også kaldet DBC (»Dye Binding Capaci-
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ty«) -metoden, fundet nogen anvendelse til pro­
teinbestemmelser i vegetabilske og animalske 
produkter. 

Ved denne metode rystes analyseprØven med 
en opløsning af et farvestof, som adsorberes til 
proteinet i prøven. Farvebindingen, d.v.s. den 
adsorberede eller bundne mængde farvestof, 
giver et udtryk for prØvens proteinindhold og 
kan beregnes ved at måle restkoncentrationen 
af farvestof i oplØsningen. 

Grundlaget for bindingen af farve til protein­
stofferne beror på disses indhold af basiske 
aminosyrer, lysin, histidin og arginin. I den 
sure farveoplØsning er disse aminosyrer posi­
tivt ladede, hvorved de kan binde de negativt 
ladede farvestofmolekyler. Den anvendte type 
farvestoffer består af såkaldte sure azo-farver, 
som også anvendes til farvning af proteintaver, 
f.eks. uld. 

Farvebindingsmetoden blev oprindeligt an­
vendt til bestemmelse af indholdet af basiske 
aminosyrer i rene proteinstoffer (Fraenkel­
Conrat øg Cooper, 1944). 

Senere blev metoden fundet anvendelig til 
bestemmelse af proteinindhold i hvede og hve­
demel, idet Udy (1954; 1956) fandt, at farve­
bindingskapaciteten var konstant for en given 
fraktion af hvedeprotein, samt at forholdet 
mellem forskellige proteinfraktioner var ret ens 
for forskellige hvedevarieteter. 

Siden er farvebindingsmetoden anvendt til 



bestemmelse af proteinindhold i en lang række 
produkter, f.eks. forskellige kornarter (Fajers­
son, 1966; Greenaway, 1972; Dahl, 1973), lu­
cerne og græsmarksafgrØder (Outen et al. 1966; 
Rexen, 1969; Sanne, 1974), kartofler (Kaldy 
et al. 1972), forskellige kødvarer (Torten og 
Whitaker, 1964; Moss et al. 1967), soyapro­
dukter (Jacobsen, 1972) og mælk (Pedersen, 
1961; Sherbon, 1967). 

I Danmark har firmaet N. Foss Electric, Hil­
lerød arbejdet med teknisk udvikling af meto­
den under navnet Pro-Meter-metoden og har 
samarbejdet med Bioteknisk Institut i Kolding 
om forbedring af metoden (Jacobsen). 

Farvebindingsmetoden anvendes af enkelte 
grønttørrerier til bestemmelse af proteinindhol­
det i græsmarksafgrØder. Endvidere anvendes 
metoden til bestemmelse af proteinindholdet i 
mælk, hvor dette indhold indgår i beregnings­
grundlaget for betalingen til leverandØrerne. 

På grund af variation i indholdet af basiske 
aminosyrer i proteinet i de forskellige biologi­
ske materialer findes der ikke nogen alment 
gældende faktor for omregning af farvebin­
ding til indhold af protein. Det er derfor nød­
vendigt at bestemme sammenhænget mellem 
farvebinding og indhold af rå- eller renprotein 
bestemt ved Kjeldahl-metoden for en række 
prØver af det givne materiale. Det fundne sam­
menhæng benyttes til omregning af farvebin­
ding til proteinindhold for de fØlgende prØver 
af det pågældende materiale. 

Nærværende underSØgelse blev foretaget for 
at belyse farvebindingsmetodens anvendelig­
hed til bestemmelse af proteinindhold i græs­
marksafgrØder. Metodens anvendelighed må 
antages at bero dels på, hvor specifikt bindin­
gen af farve sker til de basiske aminosyrer og 
dels på, hvor konstant indholdet af de basiske 
aminosyrer er i proteinet i prøvematerialet. 

UnderSØgelsen har omfattet en sammenlig­
ning af farvebindingen og indholdet af total­
kvælstof og renproteinkvælstof i et materiale 
af forskellige græsmarksafgrøder. Desuden er 
foretaget en bestemmelse af forskellige fakto­
rers indflydelse på farvebindingen. 

Materialer og metoder 
Hvor ikke andet er anfØrt, blev der til under­
søgelserne anvendt varmetørrede, formalede 
prØver af græsmarksplanter. 

De fleste prØver var fra et kombineret slæt­
tids- og kvælstofgØdskningsforsØg ved Ødum 
(1972), medens nogle prØver af lucerne, rød­
kløver og hvidklØver var fra stammeforspg ved 
henholdsvis RØnhave, Ødum og Borris. 

Det anvendte farvereagens blev fremstillet 
ud fra en standardpakning (mærket Pro-Meter 
II, FHI-eoncentrate) indkøbt fra Foss Electric, 
Hillerød. Pakningen indeholder dels et farve­
stof og dels et buffers alt, som oplØses i vand, 
tilsættes 600 ml eddikesyre (100 %) og for­
tyndes til 10 I. 

Farvereagenset, såkaldt FHI-væske, kan også 
leveres som oplØsning færdig til anvendelse. 

Der foreligger ikke fuld information om far­
vereagensets sammensætning fra firmaet, men 
det er oplyst, at farvestoffet er Brilliant Oran­
ge, C. I. 15970 (synonymer: Acid Orange 12, 
Acilane Orange G) og, at koncentrationen 
heraf i opløsningen udgØr 3,89 mmol pr. I. 
Buffersaltets sammensætning er ikke oplyst. 

Ved test af farveopløsningerne fra pakning 
til pakning blev der fundet samme aflæsnings­
værdi på kolorimetret. De kolorimetriske må­
linger foretoges på et Pro-Meter kolorimeter, 
type PMFM fra Foss Electric. 

RCIl_ktioncn mellem plantemateriale og farve­
reagens gennemfØrtes i 30 ml reagensglas med 
skruelåg (Sov ir el) . Normalt blev anvendt 0,250 
g stof fra grønne planter og 0,500 g stof fra 
kerne. Efter tilsætning af 20 ml farvereagens 
samt 10 stk. 8 mm glaskugler roteredes prØver­
ne 2 timer på et Heto rotereapparat ved 60 
omdr./min. Efter henstand i ca. 30 min. filtre­
redes den ovenstående væske gennem et glas­
fiberfilter (Millipore forfilter, type AP 25) . 

Mængden af bundet farve til prØverne be­
stemtes ud fra de kolorimetriske aflæsninger 
for filtraterne og en standardkurve. 

Bestemmelsen af totalkvælstof (TN) og 
kvælstof irenprotein (PN) blev hovedsageligt 
foretaget som beskrevet i »Arbejdsmetoder« 
(1958) . 
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Ved destillationen blev anvendt Kjeldahllud 
tilsat 50 ml natriumthiosulfat pr. I, og opsam­
lingen af ammoniak skete i 2 % borsyre tilsat 
15 mg metylrødt og 30 mg bromcresolgrØnt pr. 
l som indikator. Titreringen foretoges med 
1/14 M HCl. 

Resultater og diskussion 

Forskellige reaktionsbetingelsers indflydelse på 
farvebindingen 
IfØlge arbejdsforskrift fra Foss Electric gen­
nemfØres farvebindingsreaktionen enten i en 
såkaldt reaktor, hvor prØven og farvevæsken 
reagerer i et kammer med en tung, roterende 
stålskive i 6 min., eller i reagensglas anbragt i 
rotereapparat i 60 min. 

En sammenligning mellem de to metoder på 
forskelligt plantemateriale viste, at der fandtes 
en god overensstemmelse i resultaterne, som 
det fremgår af tabel 1. 

vende 2 timers rotationstid, da små ændringer 
i reaktionstiden her påvirker farvebindingen 
så lidt, at tilstrækkelig reproducerbarhed kan 
opnås. 

IfØlge Udy (1971) har reaktionstemperatu­
ren en generel indflydelse på farvebindingen, 
medens Rexen (1969) anfører, at temperatu­
ren var uden effekt i området 20-30° C ved 
måling på græsmarksprØver. 

For at undersøge, om temperaturen havde 
en væsentlig effekt, blev der målt farvebinding 
ved 4 forskellige temperaturer til prØver af for­
skelligt plantemateriale som anfØrt i tabel 3. 

PrØverne blev holdt ved de nævnte tempera­
turer, indtil plantematerialet var frafiltreret, 
medens den kolorimetriske måling foretoges 
ved samme temperatur for alle prøver. 

Farvebindingen aftager med stigende tempe­
ratur, men nedgangen er procentisk lige stor 
for alle materialer uanset farvebindingens stør­
relse. Der synes at kunne regnes med samme 

Tabel l. Farvebinding til prØver af forskelligt materiale ved reaktion i stålskivereaktor 
(Pro-Meter) i 6 min. og i reagensglas i 60 min. 

Dye bound to samples af different plant material by reaction in steel disc reactor 
(Pro-Meter) for 6 min., and in test tubes for 60 min. 

Bygkerne Hvedekerne Havrekerne Rajgræs 
Metode Method Barley Wheat Oat 

grain grain grain Ryegrass 

mg farve bundet! g prØve mg dye boundi g sample: 

Stålskivereaktor Steel disc reacfor ....... . 
Reagensglas Test tube ................. . 

Tilsætning af glaskugler til prØven, som 
foreslået af Mossberg (1969), medfØrte en 
tydelig forØgelse i mængden af bundet farve 
med optimum ved 5-15 kugler pr. glas. 

En undersØgelse af reaktionstidens indfly­
delse på farvebindingen til havrekerne tydede 
på, at der skete en forØgelse ud over de fore­
skrevne 60 min. (tabel 2). Det valgtes at an-

30,4 
30,2 

26,6 
26,6 

31,4 
31,6 

70,0 
70,0 

procentiske ændring i farvebindingen i det un­
dersØgte temperaturområde. Gennemsnitligt 
udgjorde ændringen 0,36 % pr. °C. 

Resultaterne er i overensstemmelse med, at 
en fysisk adsorption aftager med stigende tem­
peratur. Sædvanligvis er en adsorption ved 
ionbinding dog ikke stærkt påvirket af tempe­
raturen. 

Tabel 2. Farvebinding til prØver af havrekerne ved forskellig reaktionstid 
Dye bound to samples af oat grain at differen! reaction time 

Reaktionstid, timer Reaction time, hours ......... . 
Farvebinding, mgig prØve Dye bound, mgig sample 
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0,5 
30,9 

1,0 
31,7 

2,0 
32,0 

3,0 
32,2 

4,0 
32,4 



Tabel3. Reaktionstemperaturens indflydelse på farvebindingen til forskelligt plantemateriale. 
Farvebindingen angivet som relative tal med middelværdien for de fire temperaturer sat lig 100 
Influence af the reaction temperature an the amount af dye bound to different plant material. 

Relative figures. The mean for the four temperatures equal to 100 

Reaktionstemperatur, o C 
Gennemsnit, mg 

farve bundet! g prØve 
Materiale Material Reaction temperature Mean, mgdye 

bound/ g sample 10 17 

Hvedekerne Wheat grain ..... . 104,2 101,5 
Bygkerne Barley grain ....... . 103,4 101,3 
RØdklØver Red dover ....... . 104,4 102,4 
Rajgræs Ryegrass ........... . 104,2 101,6 
Gennemsnit Mean ........... . 104,1 101,7 
Kvotient'(') Quotient ......... . 0,34 0,31 

26 

98,8 
99,1 
98,9 
98,7 
98,9 

34 

95,5 
96,2 
94,3 
95,4 
95,4 

0,44 

31,5 (=100) 
35,7 (=100) 
67,S (=100) 
70,7 (=100) 

-X) Forholdet mellem ændring i den gennemsnitlige relative farvebinding og ændring i tempe­
mtur (l::,. rel. farvebinding/ l::,. 0C). 
The proportion between change in tlle mean relative amount af dye bound and the change 
in temperature (~dye bo und/ ~ o e). 

For at få sammenlignelige målinger må disse 
foretages ved en standardiseret temperatur, 
som anført af Sherbon (1967), men det skulle 
også være muligt at korrigere resultaterne til 
samme temperatur. 

Der er ikke taget særlige hensyn til tempe­
raturvariationen ved de øvrige farvebindings­
målinger i nærværende undersøgelse, som er 
foretaget ved almindeligt forekommende labo­
ratorietemperatur (20-25 o C). Dette vil givet­
vis have forØget variationen i resultaterne, men 
da der ikke i procedurebeskrivelsen fra Foss 
Electric foreskrives hensyntagen til tempera­
turen, vil variationen svare bedre til variatio­
nen, hvor denne vejledning fØlges. 

Grundet på, at der findes en ligevægt mellem 
bundet og ikke-bundet farve, vil farvebindin­
gens stØrrelse afhænge af koncentrationen af 
farvestof i opløsningen (Udy, 1971) og tillige 
af prøvestØrrelsen, som fundet af Outen et al. 
(1966). Dette bekræftedes af et forSØg med 
forskellige mængder af hvedekerne og rajgræs, 
som viste, at farvebindingen pr. vægtenhed af 
prØven aftog, når mængden af prØve forØgedes. 

For at få sammenlignelige resultater er det 
derfor nØdvendigt, at prøvestørrelsen er stan­
dardiseret. 

Det omtalte forhold medfØrer også, at farve­
bindingen beregnet pr. vægtenhed af protein 
aftager med stigende koncentration af protein 
i prØven, selv ved konstant prøvestØrrelse. 

Farvebinding til prØver udsat for forskellig 

varmebehandling 
Opvarmning af biologisk materiale kan med­
føre forskellige reaktioner, hvorved de frie 
aminogrupper i de basiske aminosyrer bloke­
res. Herved må forventes en nedgang i farve­
bindingen til materialet, som det også er fundet 
i flere forSØg. Ved tørring af bygkerne ved 
100 0 C i 16 timer fandt Mossberg (1965) en 
nedsat farvebinding, ligesom høj tørringstem­
peratur (130 0 C) mindskede farvebindingen til 
soyabØnner (Hymowitz et al., 1969). 

Da der muligvis kunne forekomme veksel­
virkning mellem temperatur og tid med hensyn 
til opvarmningens indflydelse på farvebindin­
gen, blev der foretaget et forSØg med kombina­
tion af disse faktorer. 

Formalede prØver af frysetØrret rajgræs og 
lufttØr bygkerne blev anbragt i tØrreskab ved 
forskellige temperaturer og i forskellige tids­
rum, hvorefter der bestemtes farvebinding til 
prøverne. ForsØgsbehandlingen og resultaterne 
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Tabel 4. Farvebinding til formalede prØver af frysetØrret rajgræs og luft­
tørret bygkerne varmebehandlet ved varieret temperatur og tid 

Dye bo und to ground samples of freeze dried ryegrass and air dried 
barley grain heated at different temperature and time. 

Materiale 
Material 

Rajgræs 
Ryegrass 

Bygkerne 
Barley grain 

Temperatur, ° C 
Temperature 

Uden opvarmning 
Without heating 

80 
100 
130 

Uden opvarmning 
Without heating 

80 
100 
130 

Opvarmningstid, timer 
Healing time, hours 

2 6 18 

mg farve bundet/ g prøve: 
mg dye bound/g sample: 

(79,4) 

79,6 79,6 79,2 
78,2 77,6 75,8 
72,4 69,4 

(39,3) 

39,4 39,2 39,3 
38,7 38,5 37,8 
37,5 35,4 

fremgår af tabel 4. Opvarmningen ved 80 c C 
påvirkede ikke farvebindingen inden for de 
anvendte tidsrum for nogen af materialerne, 
medens 100°C medførte et fald i farvebindin­
gen allerede i løbet af 2 timer og yderligere 
fald med tiden. Ved 130°C var påvirkningen 
endnu stærkere, f.eks. ses, at 2 timer ved denne 
temperatur havde større effekt end 18 timer 
ved 100°C. 

Da det kunne forventes, at effekten af var­
mebehandlingen var afhængig af vandindholdet 
i materialet, blev der foretaget en mindre un­
dersØgelse til belysning af dette forhold. 

Hel, frysetØrret rajgræs blev klippet i små­
stykker og blandet og fordelt i prØver li 5 g. 
Til nogle af prØverne sattes 25 ml vand, hvor­
efter de henstod 15 min. inden gentØrring, 
enten ved frysetØrring eller ved varmetØrring 
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TabelS. Farvebinding til prØver af frysetørret rajgræs med og uden genfugt­
ning og gentØrring ved forskellig temperatur 

Dye binding capacity of samples of freeze dried ryegrass with and withoul 
re-wetting of the sample and drying again at different temperature 

Vandtilsætning, 
Ovntørret, o C 

mI/S g prØve % FrysetØrret 
Water addition, tørstof Freeze Dried in oven 

ml/5 g sample %DM dried 80 100 120 

mg farve bundet/mg N: 
mg dye bound/mg N: 

O 95 2,39 2,40 2,27 
25 16*) 2,40 2,16 2,18 2,10 

.") beregnet ( calculated) 



ved forskellig temperatur i varmeskab med 
mekanisk ventilation. PrØverne varmebehandle­
des i 2 timer, hvilket var tilstrækkeligt til tør­
ring af prØverne ved de anvendte temperaturer. 
For at undgå variation mellem de opdelte prØ­
ver forårsaget af forskellig kvælstofkoneentra­
tion blev farvebindingen beregnet med prØver­
nes kvælstofindhold som basis. ForsØgsbetin­
gelser og resultater fremgår af tabelS. 

I overensstemmelse med resultaterne i tabel 
4 havde opvarmningen ved 80 og 100°C ingen 
effekt på farvebindingen til det tØrre materiale, 
medens der findes en nedgang ved 120°C. 

Derimod var der en tydelig nedgang i farve-

Da nitrat-ionerne er negativt ladede ligesom 
farvestof-ionerne, vil der ikke kunne ske nogen 
ionbinding mellem disse. Derimod vil frie ami­
nosyrer i sur væske være positivt ladede med 
een eller to (basiske aminosyrer) ladninger pr. 
molekyle. Såfremt aminosyrerne dannede tungt­
oplØselige forbindelser med farvestoffet, ville 
effekten kunne blive meget stor, hvis der skete 
fældning i ækvivalente forhold. 

For at undersØge, om der fandtes en effekt 
af frie aminosyrer, måltes farvebinding til 0,25 
g's prØver af rajgræs og rØdkløver tilsat 5 mg 
af forskellige aminosyrer. Arten af aminosyrer 
og den målte farvebinding fremgår af tahel 6. 

Tabel 6. Farvebinding til prØver af rajgræs og rødkløver (0,25 g) 
tilsat 5 mg af forskellige aminosyrer 

Dye bound to samples of ryegrass and red clover (0,25 g) with 
5 mg of dijferent amina acids added 

Aminosyretilsætning 
Amina acid added 

Ingen None ................... . 
Lysin Lysine .................. . 
Histidin Histidine .............. . 
Arginin Arginine .............. . 
Leucin Leucine ............... . 
Tyrosin Tyrosine .............. . 
Glutaminsyre Glutamic acid .... . 

bindingen til de fugtede og varmetØrrede prØ­
ver, uanset tØrringstemperaturen. 

Ved sammenligning af Kjelddahl-metoden og 
farvebindingsmetoden, som skal omtales senere, 
anvendtes varmetØrrede prØver, hvorfor den 
fundne farvebinding må antages at være påvir­
ket heraf. I bedste fald har påvirkningen været 
den samme for alle prØver, således at der kun 
har været en niveauændring i farvebindingen, 
medens variationen mellem prØverne ikke er 
øget. 

Effekt af frie aminosyrer på farvebindingen 
Lavmolekylære kvælstofforbindelser anses for 
at være uden virkning på farvebindingen. 

pm ol farve bundet/pr~?ve 
,amol dye bound/sample 

Rajgræs 
Ryegrass 

48,8 
49,2 
49,3 
49,8 
49,2 
49,2 
49,2 

RØdklØver 
Red clover 

46,2 
46,4 
46,9 
47,1 
46,2 
46,2 
46,2 

Tilsyneladende fandtes der en svag forØgelse 
i farvebindingen for begge materialer ved til­
sætningen af de basiske aminosyrer og tydeligst 
for arginin. ForØgelsen i farvebindingen for 
arginin var imidlertid kun omkring 1 }-trnol, 
medens tilsætningen udgjorde ea. 29 ,umo!. Ef­
fekten af frie aminosyrer må derfor betegnes 
som lille og uden betydning for resultaterne. 

Da en tilsvarende mængde af arginin uden 
tilsætning af prøvemateriale ikke gav bund­
fældning af farvestoffet, må den tilsyneladende 
effekt formentlig skyldes, at såvel aminosyre 
som farvestof adsorberes til prØvematerialet. 
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indflydelse af Ca på farvebindingen 
Det har været anfØrt, at Ca kan influere på 
farvebindingen (Rexen og Israelsen, 1970). 
Imidlertid er indflydelsen af Ca hævdet at være 
stærkt reduceret ved anvendelse af den såkaldte 
FBI-væske (Foss Electric, 1972), uden at det 
er oplyst, hvorledes dette er opnået. Tilsætning 
.af oxalsyre til farvereagenset er nævnt at kunne 
svække indflydelsen af Ca (Akerberg og Lind­
gren, 1972). 

Såfremt der findes en effekt af Ca, vil et 
varierende Ca-indhold i græsmarksprØverne 
kunne medvirke til variation i farvebindingen 
til prøverne. 

For at undersØge i hvor hØj grad Ca kunne 
påvirke farvebindingen, blev der gennemfØrt et 
forsØg med måling af farvebinding til prØver 
af lucerne og rØdklØver med henholdsvis 1,40 
og 1,29 % Ca (Witt) . Til prØverne blev sat 
stigende mængder Ca i form af CaC12 . Ud fra 
det oprindelige Ca-indhold og de tilsatte Ca­
mængder er beregnet et Ca-indhold for hver 
prØve. Resultaterne og de tilsatte Ca-mængder 
og -indhold fremgår af tabel 7. 

Der synes at være en lineær stigning i farve­
bindingen med stigende Ca-tilsætning. Det er 
dog langt fra en ækvivalent forøgelse, idet til­
sætning af 250 ",mol Ca kun har forØget farve-

bindingen med omkring 2 ",mol. Denne Ca­
tilsætning gav et Ca-indhold betydeligt over, 
hvad der normalt forekommer i græsmarks­
planter. I prØverne fra Ødum ForsØgsstation 
blev maksimalt fundet 2,13 % Ca i rØdkløver 
og 2,14 % Ca i lucerne. Dette svarer omtrent 
til mængden i prØverne efter den fØrste Ca-til­
sætning, hvor der næppe kan spores nogen ind­
flydelse på farvebindingen. 

Almindeligvis forekommer der ikke over 2 % 
Ca i græsmarksplanternes tØrstof (Henriksen, 
1965). Indhold på op mod 3 % er fundet i 
lucerne (Kivimiie, 1959), men heller ikke den­
ne størrelse vil influere stærkt på farvebindin­
gen ifØlge nærværende underSØgelse. 

Farvebinding til prØver af græsmarksplanter i 
relation til indhold af totalkvælstof og protein­
kvælstof 
Normalt danner kvælstofbestemmelser grund­
lag for beregning af proteinindhold. 

Der blev derfor foretaget en undersØgelse af 
relationen mellem farvebinding og indhold af 
totalkvælstof (TN) og kvælstof irenprotein 
(PN) til belysning af farvebindingsmetodens 
egnethed til proteinbestemmelse i forskellige 
græsmarksplanter. 

Tabel 7. Farvebinding til lucerneprøver og rødklØverprØver tilsat stigende mængder 
calcium. PrØver a 0,25 gplantemateriale + Ca-tilsætning reageret med 20 ml 

farveoplØsning i 2 timer 
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Dye bound to samples of ryegrass and red clover with different amounts of Ca 
added. Samples of 0,25 g plant material + Ca-addition reacted with 20 ml 

dye solution for 2 hours 

Ca-tilsætning 
Ca added Lucerne Lucerne RødklØver Red clover 

mg Ca/ ",mol Cal % Cai Farvebinding, % Cai Farvebinding, 
prØve prØve prØve ",mol/prøve prØve ,umol/prøve 
mg Cal ",mol Cal % Ca in Dyebound, % Ca in Dye bound, 
sample sample sample ,umol! sample sample ",moll sample 

O O 1,40 33,8 1,29 47,1 
2 50 2,20 33,8 2,09 47,4 
4 100 3,00 34,4 2,89 47,8 
6 150 3,80 34,8 3,69 48,3 
8 200 4,60 35,6 4,49 48,8 

10 250 5,40 35,8 5,29 49,4 
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Fig. 1. Relation mellem farvebinding og indhold af 
totalkvælstof i prØver af lucerne, rØdklØver, hvid­
kløver og rajgræs. 
Relation between dye binding capacity and con­
tent af total nitrogen in samples af lucerne, red 
dover, white dover and ryegrass. 

I fig. log 2 er vist relationen mellem farve­
binding og indhold af henholdsvis TN og PN. 
På figurerne er indtegnet regressionslinier for 
de afbildede punkter. Desuden blev der fore­
taget beregninger af retliniede regressioner for 
de enkelte afgrødetyper. Regressionsligningerne 
samt spredning i TN og PN omkring regres­
sionslinierne og korrelationskoefficienterne er 
vist i tabel 8. Her er også anført værdier for 
materiale af klØver/græs-blandinger, som for 
overskuelighedens skyld ikke er taget med på 
figurerne. 

Sammenlignes relationerne mellem farvebin­
dingen og henholdsvis PN og TN, ses af tabel­
len og figurerne, at spredningen, med lucerne 
som undtagelse, var mindre for PN end for 
TN. I samklang hermed var korrelationskoeffi­
cienterne større for PN end for TN, med lucer­
ne og rajgræs som undtagelse. At farvebindin­
gen generelt er snævrere forbundet med PN 
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Fig, 2, Relation mellem farvebinding og indhold af 
renproteinkvælstof i prØver af lucerne, rØdkløver, 
hvid klØver og rajgræs. 
Relation between dye binding capacity and content 
af protein nitrogen in samples af lucerne, red do­
ver, white dover and ryegrass. 

end med TN, må tilskrives det forhold, at TN 
omfatter lavmolekylære letoplØselige kvælstof­
forbindelser, f.eks. nitrat og frie aminosyrer, 
der ikke indgår i PN og heller ikke påvirker 
farvebindingen. 

Af tabel 8 ses, at med rØdklØver som und­
tagelse var hældningen, d.v.s. kvotienten til 
farvebindingen (F), mindre for PN end for 
TN, hvilket hænger sammen med en mindre 
variationsbredde i PN end i TN. 

Sædvanligvis findes der ikke særlig forskel 
på relationen mellem farvebinding og råpro­
teinindhold for lucerne- og græsmarksprøver 
(Rexen, 1969; Sanne, 1974), og der anvendes 
normalt samme omregningsgrundlag for sådan­
ne prøver. En statistisk test viste imidlertid, at 
der fandtes signifikante (P = 95 %) forskelle 
på nogle af regressionsligningerne for de for­
skellige afgrØdetyper. 

Testen omfattede både ligningernes hældning 
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Tabel 8. Regressions- og korrelationsberegninger for sammenhænget mellem 
farvebinding (F = mg farve bundet! g tØrstof) og indhold af totalkvælstof (TN 
= % totalkvælstof i tørstof) og renproteinkvælstof (PN = % renproteinkvæl-

stof i tørstof) i prØver af græsmarksplanter 
Regression and correlation computations for the relation between dye binding 
capacity (F = mg dye bound/g DM) and the content of total nitrogen (TN = 
% total nitrogen in DM) and protein nitrogen (PN = % protein nitrogen in 

DM) in samples of grassland plants 

s r 
(Spredning, (Korrela-

AfgrØdetype %N) tions-
(antal prØver) (Standard koefficient) 
Crop Regressionsligning deviation, (Corre/ation 
(number af samples) Regression equation %N) coefjicient) 

Lucerne (23) TN = 0,067 X F ...;- 0,90 0,15 0,975 
Lucerne PN = 0,053 X F -7- 0,69 0,16 0,958 

HvidklØver (27) TN = 0,070 X F -7- 1,23 0,19 0,977 
White dover PN = 0,061 X F ...;- 1,17 0,16 0,980 

RØdklØver (26) TN = 0,059 X F -7- 0,73 0,16 0,971 
Red dover PN = 0,059 X F ...;- 1,02 0,11 0,983 

Rajgræs (48) TN = 0,064 X F "';-1,17 0,12 0,987 
Ryegrass PN = 0,054 X F -7- 0,99 0,11 0,984 

HvidklØver /rajgræs (60) TN = 0,064 X F ...;- 1,00 0,11 0,976 
White dover/ryegrass PN = 0,058 X F...;- 1,12 0,10 0,978 

RØdklØver/rajgræs (60) TN = 0,062 X F ...;- 0,85 0,11 0,977 
Red clover/ryegrass PN = 0,061 X F ...;- 1,26 0,09 0,985 

Total (244) TN = 0,069 X F ...;- 1,30 0,18 0,972 
PN = 0,061 X F ...;- 1,23 0,13 0,980 

og deres niveau. Som niveau blev anvendt det 
beregnede indhold af PN eller TN ved den 
gennemsnitlige farvebindingsværdi for samtlige 
prøver. 

tionerne, som det fremgår af fig. 1. Denne 
forskel var mindre for PN/farvebindings-rela­
tionerne (fig. 2) i overensstemmelse med, at 
PN gennemsnitligt og generelt udgjorde en 
større procentdel af TN i rajgræs end i lucerne. Testen viste, at for afgrødetyperne rØdkløver, 

hvidkIØver/rajgræs-blanding og rØdklØver/raj­
græs-blanding kunne TN/farvebindings-rela­
tionerne beskrives med samme ligning (P = 
95 %). For PN/farvebindings-relationerne 
fandtes tilsvarende ingen forskelle mellem lig­
ningerne for lucerne, rødkløver og hvidklØver. 

Størst forskel synes der at være mellem 
rajgræs og lucerne for TN/farvebindings-rela-
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Da farvcbindingen primært er bestemt af ind­
holdet af basiske aminosyrer, vil overensstem­
melsen mellem regressionsligningerne for de 
forskellige afgrøder afhænge af overensstem­
melsen i indholdet af basiske aminosyrer i pro­
teinstofferne i disse afgrØder. 

Opgivne værdier i litteraturen (Steen, 1969; 
Nehring et al., 1970) viser et lidt højere ind-



hold af basiske aminosyrer i kvælstoffraktio­
nen i græs end i kløver. Sammenligningen van­
skeliggØres imidlertid af, at indholdet ændres 
med planternes alder og med koncentrationen 
af kvælstof i planterne. 

Et statistisk mål for den gennemsnitlige for­
skel mellem de to metoder haves i spredningen 
(s) anført i tabel 8. Denne er af samme stør­
relse som fundet for tilsvarende materiale i 
andre undersØgelser (Outen et al. 1966; Rexen, 
1969; Sanne, 1974). 

Hvor store afvigelser der kan forekomme i 
enkeltprøver mellem farvebindingsmetoden og 
Kjeldahl-metoden med hensyn til procentisk 
indhold af TN eller PN, kan ses af fig. 1 og 2, 

idet afvigelserne udgØres af den vandrette 
afstand mellem punkterne og regressionslinien. 

Farvebinding i relation til indhold af basiske 
aminosyrer 
Selvom farvebindingen som vist var snævrere 
forbundet med indholdet af PN end af TN, 
fandtes der også i relation til PN kendelige for­
skelle i farvebindingen til prØver af samme 
type plantemateriale. 

For at undersøge om disse forskelle kunne 
skyldes forskelle i koncentrationen af basiske 
aminosyrer, blev nogle få prØver analyseret for 
aminosyreindhold. PrØverne udvalgtes, så de 
parvis var af samme materiale og havde om-
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Fig. 3. Farvebinding i relation til indhold af renproteinkvælstof CA) og indhold af basiske aminosyrer 
(B) i forskellige græsmarksprøver. PrØver med omtrent samme indhold af renproteinkvælstof er for­
bundet parvis i både (A) og (B). 
Dye binding capacity in relation to the content o/ protein nitrogen (A) and the con/ent o/ basic amino 
acids (B) in some samples ol grassland crops. Samples with nearly identical contents of protein nitro­
gen are connected in pairs on both (A) and (B). 
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trent samme indhold af renprotein, men udviste 
tydelige forskelle i farvebinding. 

I fig. 3 er vist dels relationen mellem farve­
binding og indhold af PN (A) og dels mellem 
farvebinding og indhold af basiske aminosyrer 
(B). PrØverne med omtrent samme indhold af 
renprotein er forbundet parvis i begge delfigu­
rer. 

Sammenlignes delfigurerne (A) og (B), ses 
det, at for prØverne af hvidkløver og rødklØ­
ver/rajgræs-blanding er den af par-prØverne 
med den hØjeste farvebinding placeret længere 
mod højre i (B) end i (A) i forhold til den 
anden par-prøve. Dette betyder, at par-prØven 
med den hØjeste farvebinding havde et relativt 
større indhold af basiske aminosyrer end den 
anden par-prøve. 

Den samme ændring i placering fra (A) til 
(B) fandtes derimod ikke for rajgræsprøverne, 
hvor bevægelsen snarere gik lidt modsat. For­
skellen i farvebinding mellem de parvise prØver 
af rajgræs kunne således ikke forklares ved 
forskelle i koncentrationen af basiske amino­
syrer, men må have sin årsag i andre forhold. 

Farvebinding i relation til træsto/indhold 
i rajgræsprøver 
For de ovenfor omtalte rajgræsprøver viste det 
sig, at prØverne med den hØjeste farvebinding 
havde et tydeligt større træstofindhold end prØ­
verne med lav farvebinding, henholdsvis ca. 
18 og 22 mod 28 og 29 % træstof. 

Til nærmere belysning af træstofindholdets 
eventuelle indflydelse på farvebindingen blev 
der foretaget en opdeling af resultaterne fra 
alle rajgræsprøverne i 4 grupper efter træstof­
indholdet, som er oplyst fra Ødum, (Witt) . 

Resultatet af opdelingen ses af fig. 4. Det ses, 
at ved lavt indhold af PN øges farvebindingen 
tydeligt med øget træstofindhold, medens der 
ikke synes at være nogen »træstofeffekt« ved 
hØjere indhold af PN. 

Ved opdeling af det øvrige materiale (lucer­
ne-, kløver- og blandingsprøver) fandtes ingen 
effekt af træstof. 

Den påviste effekt af træstofindholdet kunne 
skyldes en hertil korreleret variation i indholdet 
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Fig. 4. Relation mellem farvebinding og indhold af 
renproteinkvælstof i rajgræs ved forskelligt træstof­
indhold. 
Relation belween dye binding eapacity and eon­
tent of protein nitrogen in samples of ryegrass at 
different eontents of erude fibre. 

af basiske aminosyrer, men at dette ikke synes 
at være tilfældet, fremgår af de målte indhold 
af basiske aminosyrer i de forannævnte 4 raj­
græsprøver. 

Når der ikke kunne påvises effekt af træstof­
indholdet ved hØjere proteinindhold, kan det 
skyldes, at en opdeling efter træstofindhold 
samtidig medfører en opdeling efter indhold af 
PN, da disse egenskaber sædvanligvis er stærkt 
negativt korrelerede. 

Konklusion 
Farvebindingsmetoden synes at være en hurtig 
og billig metode til bestemmelse af proteinind­
hold i græsmarksplanter. 

Proteinindholdet i græsmarksplanter bestemt 
efter farvebindingsmetoden kan afvige en del 
fra råproteinindholdet bestemt efter Kjeldahl­
metoden, hvilket bl.a. skyldes, at sidstnævnte 
metode omfatter lavmolekylære N-forbindelser, 
som ikke påvirker farvebindingen. Desuden 
findes der afvigelser som fØlge af variation i 
proteinets indhold af basiske aminosyrer, lysin, 



histidin og arginin, der er det egentlige grund­
lag for farvebindingen. 

Det må anses for en fordel ved farvebin­
dingsmetoden, at den ikke medtager nitrat, som 
er uden værdi i fodringen, medens det må anses 
for en ulempe, at metoden ikke medtager andre 
lavmolekylære N-forbindelser, f.eks. frie ami­
nosyrer, som normalt kan udnyttes af dyrene. 

Materiale med relativt hØjt indhold af basi­
ske aminosyrer i proteinet vil få tillagt et rela­
tivt hØjere proteinindhold efter farvebindings­
metoden, hvilket næppe er rimeligt, hvor ma­
terialet anvendes til drøvtyggere, da aminosyre­
sammensætningen i foderet normalt ikke anses 
at have betydning for disse. 

Det må tillige anses for en ulempe ved me­
toden, at farvebindingen synes at øges med 
øget træstofindhold, men denne effekt kunne 
dog kun påvises ved lavt proteinindhold i raj­
græs. 

Farvebindingen påvirkes af reaktionsom­
stændighederne, f.eks. tid og temperatur og af 
prøvemængde, hvorfor metoden må være stan­
dardiseret for at give sammenlignelige resulta­
ter fra gang til gang og fra sted til sted. Det vil 
være en fordel at anvende et standardiseret 
farvereagens, som der er anvendt i denne un­
derSØgelse (se »Materialer og metoder«), men 
det er en mangel, at reagensets sammensætning 
ikke er fuldt oplyst. 

En yderligere bedømmelse af farvebindings­
metodens anvendelighed vil kræve sammenlig­
ning af målinger fra forskellige steder. Desuden 
ville det være af interesse, om resultaterne fra 
denne metode og fra Kjeldahl-metoden blev 
bedømt i relation til resultaterne fra kvalitets­
bedØmmelser ved fodringsforsØg ved analyse­
ring af foreliggende materiale fra sådanne for­
søg. 
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