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Resumé

Farvebindingsmetodens anvendelighed til bestemmelse af proteinindhold i grasmarksplanter er
s@gt belyst ud fra en undersggelse af forskellige faktorers indflydelse p& metoden samt ved at
sammenholde farvebinding med indhold af totalkvalstof og renproteinkvelstof i prgver af grees-
marksplanter.

Farvebindingen blev bestemt med et farvercagens fra firmaet N, Foss Electric, Hillergd.

Farvebindingen var afhangig af reaktionstid og -temperatur og prgvestgrrelse. Opvarmning
af prgvematerialet til hgj temperatur eller i lang tid formindskede farvebindingen, iser ved hgit
vandindhold i materialet. .

Farvebindingen pavirkedes ikke merkbart af Ca ved Kkoncentrationer, som er normalt fore-
kommende i klgver og lucerne.

Farvebindingen til en ra&kke prgver af lucerne, rgd- og hvidkigver, rajgres og klgver/graes-
blandinger var sneevrere forbundet med prgvernes indhold af renproteinkvelstof end indhold af
totalkveelstof.

Nogle afvigelser i farvebinding mellem prgver med samme indhold af renproteinkvalstof var
forbundet med forskelle i indhold af basiske aminosyrer.

For prgver af rajgras med lavt N-indhold (< 2 % N) var forskelle i farvebindingen sammen-
faldende med forskelle i trastofindhold. En siddan effekt kunne ikke pavises ved hgjere N-ind-
hold eller for prgver af klgver og lucerne.

Farvebindingsmetoden synes anvendelig til orienterende bestemmelse af proteinindhold i graes-
marksplanter.

Negleord: Proteinbestemmelse, farvebindingsmetode, greesmarksplanter.

Summary
The applicability of the dye binding method for determination of protein in grass and clover 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, clover 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,
Hillergd, 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 clo-

ver and lucerne.

The dye binding capacity of samples of lucerne, red clover, white clover, ryegrass, and clover
/grass-mixtures was more closely related to thz 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 clover and lucerne.

The dye binding method seems to be applicable for estimation of the protein content in grass-

land crops.

Key-words: Protein determination, dye binding method, grassland crops.

Indledning

Proteinindholdet er sedvanligvis af stor betyd-
ning for vardien af et biologisk materiale til
anvendelse i ern®ringen af mennesker og dyr.
Der har derfor veret interesse for at kunne
tage hensyn hertil ved verdiansettelsen i han-
del med produkter til ernringsformal. En af-
regning efter proteinindhold sker allerede for
mealk og i nogle tilfzelde for afgrgder til gr@nt-
tgrring, og man kan tenke sig interesse for
dette ogsd pa andre omrader, f.eks. i korn-
handel.

Disse forhold har medfgrt en naturlig inter-
esse for metoder til proteinbestemmelser. Det
vil ofte dreje sig om relativt sma partier, hvor-
for der skal foretages mange analyser, hvilket
igen medfgrer, at metoderne til proteinbestem-
melser helst skal vere hurtige og enkle.

Gennem mange ar har proteinbestemmelser-
ne stort set alene veeret baseret pa en bestem-
melse af kvzlstofindholdet ved hjelp af Kjel-
dahl-metoden. Denne metode er imidlertid ret
arbejdskrevende og tillige ubehagelig at arbej-
de med pé grund af anvendelsen af koncentre-
ret svovilsyre og natronlud og sterk opvarm-
ning.

Man har derfor sggt at finde lettere meto-
der til proteinbestemmelse. En omtale af en
rekke metoder er givet af Cole (1969), Aker-
berg og Lindgren (1972) og Olered (1973).

Blandt disse metoder har farvebindingsmeto-
den, ogsa 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 analyseprgven med
en oplgsning af et farvestof, som adsorberes til
proteinet i prgven. Farvebindingen, d.v.s. den
adsorberede cller bundne mangde farvestof,
giver et udtryk for prgvens proteinindhold og
kan beregnes ved at maéle restkoncentrationen
af farvestof i oplgsningen.

Grundlaget for bindingen af farve til protein-
stofferne beror pa disses indhold af basiske
aminosyrer, lysin, histidin og arginin. I den
sure farveoplgsning er disse aminosyrer posi-
tivt ladede, hvorved de kan binde de negativt
ladede farvestofmolekyler. Den anvendte type
farvestoffer bestir af sakaldte sure azo-farver,
som ogsd 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 og 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 hvedevaricteter.

Siden er farvebindingsmetoden anvendt til



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

I Danmark har firmaet N, Foss Electric, Hil-
lergd 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
gronttgrrerier til bestemmelse af proteinindhol-
det i greesmarksafgrgder. Endvidere anvendes
metoden til bestemmelse af proteinindholdet i
mealk, hvor dette indhold indgar i beregnings-
grundlaget for betalingen til leverandgrerne.

Pa grund af variation i indholdet af basiske
aminosyrer i proteinet 1 de forskellige biologi-
ske materialer findes der ikke nogen alment
geldende faktor for omregning af farvebin-
ding til indhold af protein. Det er derfor ngd-
vendigt at bestemme sammenh®nget mellem
farvebinding og indhold af ra- eller renprotein
bestemt ved Kjeldahl-metoden for en raekke
prgver af det givne materiale. Det fundne sam-
menhaxng benyttes til omregning af farvebin-
ding til proteinindhold for de fglgende prgver
af det pagzxldende materiale.

Nazrverende undersggelse blev foretaget for
at belyse farvebindingsmetodens anvendelig-
hed til bestemmelse af proteinindhold i grees-
marksafgrgder. Metodens anvendelighed mi
antages at bero dels pd, hvor specifikt bindin-
gen af farve sker til de basiske aminosyrer og
dels pa, hvor konstant indholdet af de basiske
aminosyrer er i proteinet i prgvematerialet.

Undersggelsen har omfattet en sammenlig-
ning af farvebindingen og indholdet af total-
kvalstof og renproteinkvelstof i et materiale
af forskellige graesmarksafgrgder. Desuden er
foretaget en bestemmelse af forskellige fakto-
rers indflydelse pa farvebindingen.

Materialer og metoder

Hvor ikke andet er anfgrt, blev der til under-
spgelserne anvendt varmetgrrede, formalede
prgver af graesmarksplanter.

De fleste prgver var fra et kombineret slat-
tids- og kvalstofg@gdskningsforsgg ved @dum
(1972), medens nogle prgver af lucerne, rgd-
klgver og hvidklgver var fra stammeforspg ved
henholdsvis Rgnhave, @dum og Borris.

Det anvendte farvereagens blev fremstillet
ud fra en standardpakning (mwrket Pro-Meter
II, FHI-concentrate) indkgbt fra Foss Electric,
Hillergd. Pakningen indeholder dels et farve-
stof og dels et buffersalt, som oplgses 1 vand,
tilszettes 600 ml eddikesyre (100 %) og for-
tyndes til 10 1,

Farvereagenset, sikaldt FHI-vaske, kan ogsa
leveres som oplgsning faerdig til anvendelse.

Der foreligger ikke fuld information om far-
vercagensets sammensztning fra firmaet, men
det er oplyst, at farvestoffet er Brilliant Oran-
ge, C.I.15970 (synonymer: Acid Orange 12,
Acilanc QOrange G) og, at koncentrationen
heraf i oplgsningen udggr 3,89 mmol pr. L
Buffersaltets sammensatning er ikke oplyst.

Ved test af farveoplgsningerne fra pakning
til pakning blev der fundet samme aflesnings-
verdi pd kolorimetret. De kolorimetriske ma-
linger foretoges pa et Pro-Meter kolorimeter,
type PMFM fra Foss Electric.

Reaktionen mellem plantemateriale og farve-
reagens gennemfgrtes i 30 ml reagensglas med
skrueliag (Sovirel). Normalt blev anvendt 0,250
g stof fra grgnne planter og 0,500 g stof fra
kerne. Efter tilsetning af 20 ml farvereagens
samt 10 stk., 8 mm glaskugler roteredes prgver-
ne 2 timer pi et Heto rotereapparat ved 60
omdr./min. Efter henstand i ca. 30 min. filtre-
redes den ovenstaende vaeske gennem et glas-
fiberfilter (Millipore forfilter, type AP 25).

Meangden af bundet farve til prgverne be-
stemtes ud fra de kolorimetriske afleesninger
for filtraterne og en standardkurve.

Bestemmelsen af totalkvalstof (TN) og
kveelstof i renprotein (PN) blev hovedsageligt
foretaget som beskrevet i »Arbejdsmetoder«
(1958).
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Ved destillationen blev anvendt Kjeldahllud
tilsat 50 ml natriumthiosulfat pr. 1, og opsam-
lingen af ammoniak skete i 2 % borsyre tilsat
15 mg metylrgdt og 30 mg bromcresolgrgnt pr.
1 som indikator. Titreringen foretoges med
1/14 M HCL

Resultater og diskussion

Forskellige reaktionsbetingelsers indflydelse pd
farvebindingen

Ifglge arbejdsforskrift fra Foss Electric gen-
nemfgres farvebindingsreaktionen enten i en
sakaldt reaktor, hvor prgven og farvevasken
reagerer i et kammer med en tung, roterende
stalskive i 6 min., eller i reagensglas anbragt i
rotereapparat i 60 min.

En sammenligning mellem de to metoder pa
forskelligt plantemateriale viste, at der fandtes
cn god overensstemmelse i resultaterne, som
det fremgér af tabel 1.

vende 2 timers rotationstid, da sma ndringer
i reaktionstiden her pavirker farvebindingen
sd lidt, at tilstreekkelig reproducerbarhed kan
opnas.

Ifglge Udy (1971) har reaktionstemperatu-
ren en generel indflydelse pa farvebindingen,
medens Rexen (1969) anfgrer, at temperatu-
ren var uden effekt i omrédet 20-30° C ved
maling pa graeesmarksprgver.

For at undersgge, om temperaturen havde
en vasentlig effekt, blev der malt farvebinding
ved 4 forskellige temperaturer til prgver af for-
skelligt plantemateriale som anfgrt i tabel 3.

Prgverne blev holdt ved de navnte tempera-
turer, indtil plantematerialet var frafiltreret,
medens den kolorimetriske maéling foretoges
ved samme temperatur for alle prgver.

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

Tabel 1. Farvebinding til pr@ver af forskelligt materiale ved reaktion i stdlskivereaktor
(Pro-Meter) i 6 min. og i reagensglas i 60 min.
Dye bound to samples of different plant material by reaction in steel disc reactor
(Pro-Meter) for 6 min., and in test tubes for 60 min.

Metode Method

Bygkerne Hvedekerne Havrekerne Rajgras
Barley Wheat Oat
grain grain grain Ryegrass

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

Stalskivereaktor Steel disc reactor ........
Reagensglas Test tube ..................

30,4
30,2

31,4
31,6

70,0
70,0

26,6
26,6

Tilsetning af glaskugler til prgven, som
foreslaet af Mossberg (1969), medigrte en
tydelig forggelse i mangden af bundet farve
med optimum ved 5-15 kugler pr. glas.

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

procentiske @ndring i farvebindingen i det un-
dersggte temperaturomrade. Gennemsnitligt
udgjorde @ndringen 0,36 % pr. °C.
Resultaterne er i overensstemmelse med, at
en fysisk adsorption aftager med stigende tem-
peratur. Sadvanligvis er en adsorption ved
ionbinding dog ikke starkt pavirket af tempe-
raturen. '

Tabel 2. Farvebinding til prgver af havrekerne ved forskellig reaktionstid
Dye bound to samples of oat grain at different reaction time

Reaktionstid, timer Reaction time, hours .. ...
Farvebinding, mg/g préve Dye bound, mg/g sample

0,5 10 20 30 40
309 31,7 320 322 324
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Tabel 3. Reaktionstemperaturens indflydelse pd farvebindingen til forskelligt plantemateriale.

Farvebindingen angivet som relative tal med middelvardien for de fire temperaturer sat lig 100

Influence of the reaction temperature on the amount of dye bound to different plant material.
Relative figures. The mean for the four temperatures equal to 100

Gennemsnit, mg

Reaktionstemperatur, °C farve bundet/g prgve

Materiale Material Reaction temperature Mean, mg dye

10 17 26 34 bound/g sample
Hvedekerne Wheat grain ...... 104,2 101,5 98,8 95,5 31,5 (= 100)
Bygkerne Barley grain ........ 103,4 101,3 99,1 96,2 35,7 (=100)
Redklgver Red clover ........ 104,4 102,4 98,9 943 67,5 (=100)
Rajgraes Ryegrass ............ 104,2 101,6 98,7 95,4 70,7 (=100)
Gennemsnit Mean ............ 104,1 101,7 98,9 95,4
Kvotient*) Quotient .......... 0,34 0,31 0,44

*) Forholdet mellem ®ndring i den gennemsnitlige relative farvebinding og #ndring i tempe-

ratur (/\ rel. farvebinding/ A\ °C).

The proportion between change in the mean relative amount of dye bound and the change

in temperature (A dye bound/ A °C).

For at fa sammenlignelige malinger ma disse
foretages ved en standardiseret temperatur,
som anfgrt af Sherbon (1967), men det skulle
ogsd vaere muligt at Korrigere resultaterne til
samme temperatur.

Der er ikke taget sarlige hensyn til tempe-
raturvariationen ved de gvrige farvebindings-
malinger i nerverende undersggelse, som er
foretaget ved almindeligt forekommende labo-
ratorietemperatur (20-25° C). Dette vil givet-
vis have forgget 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 fglges.

Grundet p3, at der findes en ligevagt mellem
bundet og ikke-bundet farve, vil farvebindin-
gens stgrrelse afhange af koncentrationen af
farvestof i oplgsningen (Udy, 1971) og tillige
af prgvestgrrelsen, som fundet af Quten et al.
(1966). Dette bekraftedes af et forsgg med
forskellige mengder af hvedekerne og rajgres,
som viste, at farvebindingen pr. vagtenhed af
préven aftog, nar mengden af prgve forggedes.

For at fi sammenlignelige resultater er det
derfor ngdvendigt, at pr@gvestgrrelsen er stan-
dardiseret.

Det omtalte forhold medfgrer ogsa, at farve-
bindingen beregnet pr. vagtenhed af protein
aftager med stigende koncentration af protein
i prgven, selv ved konstant prgvestgrrelse.

Farvebinding til prgver udsat for forskellig
varmebehandling

Opvarmning af biologisk materiale kan med-
fgre forskellige reaktioner, hvorved de frie
aminogrupper i de basiske aminosyrer bloke-
res. Herved m& forventes en nedgang i farve-
bindingen til materialet, som det ogsd er fundet
i flere forsgg. Ved tgrring af bygkerne ved
100° C i 16 timer fandt Mossberg (1965) en
nedsat farvebinding, ligesom hgj tgrringstem-
peratur (130° C) mindskede farvebindingen til
soyabgnner (Hymowitz et al., 1969)."

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

Formalede pr@ver af frysetgrret rajgres og
lufttgr bygkerne blev anbragt i tgrreskab ved
forskellige temperaturer og i forskellige tids-
rum, hvorefter der bestemtes farvebinding til
prgverne. Forsggsbehandlingen og resultaterne
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Tabel 4. Farvebinding til formalede prgver af frysetgrret rajgrees og luft-
tgrret bygkerne varmebehandlet ved varieret temperatur og tid
Dye bound to ground samples of freeze dried ryegrass and air dried
barley grain heated at different temperature and time.

Opvarmningstid, timer
Heating time, hours

Materiale Temperatur, °C
Material Temperature 2 6 18
mg farve bundet/g prove:
mg dye bound/g sample:
Uden opvarmning
79
Without heating 79,4
Rajgres 80 79,6 79,6 79,2
Ryegrass 100 78,2 77,6 © 75,8
130 72,4 69,4 -
Uden opvarmning
3
Without heating (39,3)
Bygkerne 80 394 39,2 39,3
Barley grain 100 38,7 38,5 37,8
130 37,5 35,4 -

fremgar af tabel 4. Opvarmningen ved 80°C
pavirkede ikke farvebindingen inden for de
anvendte tidsrum for nogen af materialerne,
medens 100°C medfgrte et fald i farvebindin-
gen allerede i lgbet af 2 timer og yderligere
fald med tiden. Ved 130°C var pavirkningen
endnu starkere, f.eks. ses, at 2 timer ved denne
temperatur havde stgrre effekt end 18 timer
ved 100°C.

Da det kunnc forventes, at effekten af var-
mebehandlingen var afhzengig af vandindholdet
i materialet, blev der foretaget en mindre un-
dersggelse til belysning af dette forhold.

Hel, frysetgrret rajgraes blev klippet i sma-
stykker og blandet og fordelt i prgver 4 5 g.
Til nogle af prgverne sattes 25 ml vand, hvor-
efter de henstod 15 min. inden gentgrring,
enten ved frysetgrring eller ved varmetgrring

Tabel 5. Farvebinding til prgver af frysetgrret rajgres med og uden genfugt-
ning og gentgrring ved forskellig temperatur
Dye binding capacity of samples of freeze dried ryegrass with and without
re-wetting of the sample and drying again at different temperature

Vandtils@tning, .
ml/5 g prgve % Frysetgrret Ovr‘1t¢r.ret, C
Water addition, tgrstof Freeze Dried in oven
ml/5 g sample % DM dried 80 100 120
mg farve bundet/mg N:
mg dye bound/mg N
0 95 - 2,39 2,40 2,27
25 16%) 2,40 2,16 2,18 2,10

*) beregnet (calculated)
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ved forskellig temperatur i varmeskab med
mekanisk ventilation. Prgverne varmebehandle-
des 1 2 timer, hvilket var tilstrekkeligt til tgr-
ring af prgverne ved de anvendte temperaturer.
For at undga variation mellem de opdelte prg-
ver forarsaget af forskellig kvelstofkoncentra-
tion blev farvebindingen beregnet med prgver-
nes kvelstofindhold som basis. Forsggsbetin-
gelser og resultater fremgar af tabel 5.

I overensstemmelsc med resultaterne i tabel
4 havde opvarmningen ved 80 og 100°C ingen
effekt pa farvebindingen til det tgrre 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 vaske vare positivt ladede med
een eller to (basiske aminosyrer) ladninger pr.
molekyle. Safremt aminosyrerne dannede tungt-
oplgselige forbindelser med farvestoffet, ville
effekten kunne blive meget stor, hvis der skete
feeldning i @kvivalente forhold.

For at undersgge, om der fandtes en effekt
af frie aminosyrer, maltes farvebinding til 0,25
g’s prgver af rajgrees og rgdklgver tilsat 5 mg
af forskellige aminosyrer. Arten af aminosyrer
og den malte farvebinding fremgér af tabel 6.

Tabel 6. Farvebinding til prgver af rajgrees og rgdklgver (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 different amino acids added

Aminosyretilsztning
Amino acid added

Ingen None ...................

Lysin Lysine

Histidin Histidine ..............

Arginin Arginine
Leucin Leucine

Tyrosin Tyrosine ..............
Glutaminsyre Glutamic acid .. ..

wumol farve bundet/prgve
umol dye bound/sample

Rajgraes Rgdkigver
Ryegrass Red clover
48,8 46,2
49,2 46,4
493 46,9
49,8 47,1
49,2 46,2
49,2 46,2
49,2 46,2

bindingen til de fugtedc og varmctgrrede preg-
ver, uanset igrringstemperaturen.

Ved sammenligning af Kjelddahl-metoden og
farvebindingsmetoden, som skal omtales senere,
anvendtes varmetgrrede prgver, hvorfor den
fundne farvebinding m4 antages at vaere pavir-
ket heraf. I bedste fald har pavirkningen veret
den samme for alle prgver, siledes at der kun
har veeret en niveauendring i farvebindingen,
medens variationen mellem prgverne ikke er
gget.

Effekt af frie aminosyrer pd farvebindingen
Lavmolekylare kvalstofforbindelser anses for
at vere uden virkning pd farvebindingen.

Tilsyneladende fandtes der cn svag forggelse
i farvebindingen for begge materialer ved til-
saetningen af de basiske aminosyrer og tydeligst
for arginin. Fordgelsen i farvebindingen for
arginin var imidlertid kun omkring 1 umol,
medens tilsetningen udgjorde ca. 29 umol. Ef-
fekten af frie aminosyrer ma derfor betegnes
som lille og uden betydning for resultaterne.

Da en tilsvarende mangde af arginin uden
tilszetning af prgvemateriale ikke gav bund-
feeldning af farvestoffet, ma den tilsyneladende
effekt formentlig skyldes, at sivel aminosyre
som farvestof adsorberes til prgvematerialet.
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Indflydelse af Ca pa farvebindingen

Det har veret anfgrt, at Ca kan influere pa
farvebindingen (Rexen og Israelsen, 1970).
Imidlertid er indflydelsen af Ca havdet at vaere
sterkt reduceret ved anvendelse af den sakaldte
FHI-veske (Foss Electric, 1972), uden at det
er oplyst, hvorledes dette er opnaet. Tils@tning
af oxalsyre til farvereagenset er nevnt at kunne
svaekke indflydelsen af Ca (dkerberg og Lind-
gren, 1972),

Safremt der findes en effekt af Ca, vil et
varierende Ca-indhold i grasmarksprgverne
kunne medvirke til variation i farvebindingen
til prgverne.

For at undersgge i hvor hgj grad Ca kunne
pavirke farvebindingen, blev der gennemfgrt et
forsgg med maling af farvebinding til prgver
af lucerne og rédklgver med henholdsvis 1,40
og 1,29 % Ca (Witr). Til prgverne blev sat
stigende mengder Ca i form af CaCl,. Ud fra
det oprindelige Ca-indhold og de tilsatte Ca-
mengder er beregnet et Ca-indhold for hver
prgve. Resultaterne og de tilsatte Ca-mangder
og -indhold fremgar af tabel 7.

Der synes at vere en lineeer stigning i farve-
bindingen med stigende Ca-tilsztning. Det er
dog langt fra en akvivalent forggelse, idet til-
setning af 250 pmol Ca kun har forgget farve-

bindingen med omkring 2 wmol. Denne Ca-
tilseetning gav et Ca-indhold betydeligt over,
hvad der normalt forekommer i grasmarks-
planter. I prgverne fra @dum Forsggsstation
blev maksimalt fundet 2,13 % Ca i rédklgver
og 2,14 % Ca i lucerne. Dette svarer omtrent
til meengden i prgverne efter den fgrste Ca-til-
setning, hvor der nappe kan spores nogen ind-
flydelse pd farvebindingen.

Almindeligvis forekommer der ikke over 2 %
Ca i gresmarksplanternes tgrstof (Henriksen,
1965). Indhold pa op mod 3 % er fundet i
lucerne (Kivimde, 1959), men heller ikke den-
ne stgrrelse vil influere sterkt pd farvebindin-
gen ifglge n®ervaerende undersggelse.

Farvebinding til prgver af gresmarksplanter i
relation til indhold af totalkvelstof og protein-
kvelstof

Normalt danner kvealstofbestemmelser grund-
lag for beregning af proteinindhold.

Der blev derfor foretaget en undersggelse af
relationen mellem farvebinding og indhold af
totalkvelstof (TN) og kvalstof i renprotein
(PN) til belysning af farvebindingsmetodens
egnethed til proteinbestemmelse i forskellige
grasmarksplanter.

Tabel 7. Farvebinding til lucerneprgver og rgdklgverprgver tilsat stigende mengder
calcium. Prgver 4 0,25 g plantemateriale 4+ Ca-tilsetning reageret med 20 ml
farveoplgsning i 2 timer
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-tilseetning

Ca added Lucerne Lucerne Rgdkigver Red clover
mgCa/ yumol Ca/ % Cai Farvebinding, % Cai Farvebinding,
preve prgve prgve pmol/prgve prgve pmol/prgve
mg Ca/ pmol Ca/ % Cain  Dye bound, % Cain Dye bound,
sample sample sample pmol/sample sample  pmol/sample
0 0 1,40 33,8 1,29 47,1
2 50 2,20 33,8 2,09 474
4 100 3,00 344 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

totalkveelstof i prgver af lucerne, rgdklgver, hvid-

klgver og rajgrzs.

Relation between dye binding capacity and con-

tent of total nitrogen in samples of lucerne, red

clover, white clover and ryegrass.

I fig. 1 og 2 er vist relationen mellem farve-
binding og indhold af henholdsvis TN og PN.
P3a figurerne er indtegnet regressionslinier for
de afbildede punkter. Desuden blev der fore-
taget beregninger af retliniede regressioner for
de enkelte afgrgdetyper. Regressionsligningerne
samt spredning i TN og PN omkring regres-
sionslinierne og korrelationskoefficienterne er
vist 1 tabel 8. Her er ogsd anfgrt vaerdier for
materiale af klgver/grees-blandinger, som for
overskuelighedens skyld ikke er taget med pa
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 stgrre for PN end for TN, med lucer-
ne og rajgres som undtagelse. At farvebindin-
gen generelt er snevrere forbundet med PN

1,0 2,0 3,0 4,0
Renproteinkvalstof (PN}, °/. af tarstof
Protein nitrogen, °/o of DM

Fig. 2. Relation mellem farvebinding og indhold af
renproteinkvelstof i prgver af lucerne, rgdklgver,
hvidklgver og rajgres.

Relation between dye binding capacity and content
of protein nitrogen in samples of lucerne, red clo-
ver, white clover and ryegrass.

end med TN, ma tilskrives det forhold, at TN
omfatter lavmolekylere letoplgselige kvealstof-
forbindelser, f.eks. nitrat og frie aminosyrer,
der ikke indgér i PN og heller ikke pavirker
farvebindingen.

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

Sadvanligvis findes der ikke swrlig forskel
pa relationen mellem farvebinding og ripro-
teinindhold for lucerne- og graesmarksprgver
(Rexen, 1969; Sanne, 1974), og der anvendes
normalt samme omregningsgrundlag for sidan-
ne prgver. En statistisk test viste imidlertid, at
der fandtes signifikante (P = 95 %) forskelle
pa nogle af regressionsligningerne for de for-
skellige afgrgdetyper.

Testen omfattede bade ligningernes haldning
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Tabel 8. Regressions- og korrelationsberegninger for sammenhaznget mellem
farvebinding (F = mg farve bundet/g tgrstof) og indhold af totalkvalstof (TN
= % totalkvalstof i t@grstof) og renproteinkvalstof (PN = % renproteinkveel-
stof 1 tgrstof) i prgver af grasmarksplanter
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-

Afgrgdetype % N) tions-
(antal prgver) (Standard koefficient)
Crop Regressionsligning deviation, (Correlation
(number of samples) Regression equation % N) coefficient)
Lucerne (23) TN = 0,067 X F = 0,90 0,15 0,975
Lucerne PN = 0,053 X F = 0,69 0,16 0,958
Hvidklgver (27) TN = 0,070 X F =- 1,23 0,19 0,977
White clover PN = 0,061 X F = 1,17 0,16 0,980
Rgdklgver (26) TN = 0,059 X F + 0,73 0,16 0,971
Red clover PN = 0,059 X F — 1,02 0,11 0,983
Rajgras (48) TN = 0,064 x F +— 1,17 0,12 0,987
Ryegrass PN = 0,054 X F = 0,99 0,11 0,984
Hvidklgver/rajgres (60) TN = 0,064 X F = 1,00 0,11 0,976
White clover/ryegrass PN = 0,058 X F = 1,12 0,10 0,978
Rgdklgver/rajgres (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 farvebindingsvardi for samtlige
prever.

Testen viste, at for afgrgdetyperne rgdklgver,
hvidklgver/rajgras-blanding og rgdklgver/raj-
gras-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, rgdklgver og hvidklgver.

Stgrst forskel synes der at vare mellem
rajgras og lucerne for TN/farvebindings-rela-
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tionerne, som det fremgar af fig. 1. Denne
forskel var mindre for PN/farvebindings-rela-
tionerne (fig. 2) i overensstemmelse med, at
PN gennemsnitligt og generelt udgjorde en
stgrre procentdel af TN i rajgres end i lucerne.

Da farvebindingen primert er bestemt af ind-
holdet af basiske aminosyrer, vil overensstem-
melsen mellem regressionsligningerne for de
forskellige afgrgder afhenge af overensstem-
melsen i indholdet af basiske aminosyrer i pro-
teinstofferne i disse afgrgder.

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



hold af basiske aminosyrer i kvelstoffraktio-
nen i gres end i klgver. Sammenligningen van-
skeligggres imidlertid af, at indholdet ndres
med planternes alder og med koncentrationen
af kvalstof i planterne.

Et statistisk mal for den gennemsnitlige for-
skel mellem de to metoder haves i spredningen
(s) anfgrt i tabel 8. Denne er af samme stgr-
relse som fundet for tilsvarende materiale i
andre unders@gelser (Quten et al. 1966; Rexen,
1969; Sanne, 1974).

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

Farvebinding,

mg farve bundet/g torstof
Dye binding capacity,

mg dye bound/g DM

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

Farvebinding i relation til indhold af basiske
aminosyrer

Selv om farvebindingen som vist var sn@vrere
forbundet med indholdet af PN end af TN,
fandtes der ogsa i relation til PN kendelige for-
skelle i farvebindingen til prgver af samme
type plantemateriale.

For at undersgge om disse forskelle kunne
skyldes forskelle i koncentrationen af basiske
aminosyrer, blev nogle fi prgver analyseret for
aminosyreindhold. Prgverne udvalgtes, s& de
parvis var af samme materiale og havde om-

Farvebinding,

mg farve bundet/g terstof
Dye binding capacity,

mg dye bound/g DM
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Fig. 3. Farvebinding i relation til indhold af renproteinkvzlstof (A) og indhold af basiske aminosyrer
(B) i forskellige grazsmarksprgver. Prgver med omtrent samme indhold af renproteinkvalstof er for-

bundet parvis i bdde (A) og (B).

Dye binding capacity in relation to the content of protein nitrogen (A) and the content of basic amino
acids (B) in some samples of 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.

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

Sammenlignes delfigurerne (A) og (B), ses
det, at for prgverne af hvidkigver og rgdklg-
ver/rajgres-blanding er den af par-prgverne
med den hgjeste farvebinding placeret lengere
mod hgjre i (B) end i (A) i forhold til den
anden par-prgve. Dette betyder, at par-prgven
med den hgjeste farvebinding havde et relativt
stgrre indhold af basiske aminosyrer end den
anden par-prgve.

Den samme @ndring i placering fra (A) til
(B) fandtes derimod ikke for rajgraesprgverne,
hvor bevagelsen snarere gik lidt modsat. For-
skellen i farvebinding mellem de parvise prgver
af rajgres kunne saledes ikke forklares ved
forskelle i koncentrationen af basiske amino-
syrer, men mé have sin &rsag i andre forhold.

Farvebinding i relation til trestofindhold

i rajgresprgver

For de ovenfor omtalte rajgrasprgver viste det
sig, at prgverne med den hgjeste farvebinding
havde et tydeligt stgrre trestofindhold end prg-
verne med lav farvebinding, henholdsvis ca.
18 og 22 mod 28 og 29 % trastof.

Til nzrmere belysning af traestofindholdets
eventuelle indflydelse pa farvebindingen blev
der foretaget en opdeling af resultaterne fra
alle rajgrasprgverne i 4 grupper efter trestof-
indholdet, som er oplyst fra @dum, (Witt).

Resultatet af opdelingen ses af fig. 4. Det ses,
at ved lavt indhold af PN gges farvebindingen
tydeligt med gget traestofindhold, medens der
ikke synes at vare nogen strastofeffekt« ved
hgjere indhold af PN.

Ved opdeling af det gvrige materiale (lucer-
ne-, klgver- og blandingsprgver) fandtes ingen
effekt af trastof.

Den péviste effekt af trestofindholdet kunne
skyldes en hertil korreleret variation i indholdet
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Fig. 4. Relation mellem farvebinding og indhold af
renproteinkvalstof i rajgraes ved forskelligt treestof-
indhold.

Relation beiween dye binding capacity and con-
tent of protein nitrogen in samples of ryegrass at
different contents of crude fibre.

af basiske aminosyrer, men at dette ikke synes
at vare tilfeldet, fremgar af de malte indhold
af basiske aminosyrer i de forannzvnte 4 raj-
gresprover.

Nir der ikke kunne pavises effekt af trastof-
indholdet ved hgjere proteinindhold, kan det
skyldes, at en opdeling efter trastofindhold
samtidig medfgrer en opdeling efter indhold af
PN, da disse egenskaber sadvanligvis er sterkt
negativt korrelerede.

Konklusion

Farvebindingsmetoden synes at vere en hurtig
og billig metode til bestemmelse af proteinind-
hold i gresmarksplanter.

Proteinindholdet i graesmarksplanter bestemt
efter farvebindingsmetoden kan afvige en del
fra raproteinindholdet bestemt efter Kjeldahl-
metoden, hvilket bl.a. skyldes, at sidstnaevnte
metode omfatter lavmolekylere N-forbindelser,
som ikke pavirker farvebindingen. Desuden
findes der afvigelser som fglge af variation i
proteinets indhold af basiske aminosyrer, lysin,



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

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

Materiale med relativt hgjt indhold af basi-
ske aminosyrer i proteinet vil fa tillagt et rela-
tivt hgjere proteinindhold efter farvebindings-
metoden, hvilket nzppe er rimeligt, hvor ma-
terialet anvendes til drgvtyggere, da aminosyre-
sammensa&tningen i foderet normalt ikke anses
at have betydning for disse.

Det méi tillige anses for en ulempe ved me-
toden, at farvebindingen synes at gges med
gget traestofindhold, men denne effekt kunne
dog kun pavises ved lavt proteinindhold i raj-
gras.

Farvebindingen péavirkes af reaktionsom-
stendighederne, f.eks. tid og temperatur og af
prgvemaengde, hvorfor metoden ma vare stan-
dardiseret for at give sammenlignelige resulta-
ter fra gang til gang og fra sted til sted. Det vil
vere en fordel at anvende et standardiseret
farvereagens, som der er anvendt i denne un-
dersggelse (se »Materialer og metoder«), men
det er en mangel, at reagensets sammensztning
ikke er fuldt oplyst.

En yderligere bedgmmelse af farvebindings-
metodens anvendelighed vil kreve sammenlig-
ning af malinger fra forskellige steder. Desuden
ville det vare af interesse, om resultaterne fra
denne metode og fra Kjeldahl-metoden blev
bedgmt i relation til resultaterne fra kvalitets-
bedgmmelser ved fodringsforsgg ved analyse-
ring af foreliggende materiale fra sddanne for-
sgg.
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