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Om anvendelse af farvebindingsmetoden til bestemmelse
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On the use of the dye binding method for determination
of protein content in cereals
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Resumé
En metode til bestemmelse af proteinindhold ved méiling af farvebindingskapacitet blev afprgvet pa
prgver af byg, havre, hvede og rug.

I relation til N-indholdet var farvebindingen forskellig for de forskellige arter, medens den var
omtrent ens i relation til indholdet af basiske aminosyrer p4 mol-basis.

Bestemmelse af farvebindingskapacitet for stivelse og havreskal viste, efter korrektion for indholdet
afbasiske aminosyrer, en binding pa 0,42 mg farve pr. 300 mg stivelse og 0,45 mg farve pr. 50 mg skal.

Relationen mellem farvebindingskapacitet og N-indhold viste ingen variation mellem prgver fra
forskellige dyrkningssteder, medens der fandtes nogen variation mellem forskellige hgstar, muligvis
for en del pa grund af dérlig reproducerbarhed af farvebindingsmalingerne.

I relation til N-indhold var farvebindingskapaciteten stgrre for varhvedesorten Kolibri end for
Sappo og stgrre for rugsorten Kongs end for Petkus, hvilket var i overensstemmelse med en forskel i
sorternes indhold af basiske aminosyrer.

Farvebindingsmetoden synes at veere anvendelig til orienterende proteinbestemmelser i korn forud-
sat en hyppig kontrol af sammenhanget mellem farvebinding og kvalstofindhold.

Nggleord: Proteinbestemmelse, farvebindingsmetode, korn.

Summary
A method for estimation of protein content based on determination of the dye binding capacity was
investigated for samples of grain of barley, oat, wheat and rye.

The dye binding capacity was different for the different cereals in relation to the nitrogen content but
was equal in relation to the content of basic amino acids on a molar base.

The dye binding capacity for starch and oat hulls were found to be 0,42 mg dye for 300 mg of starch
and 0,45 mg dye for 50 mgofhulls after correction for dye binding to the content of basic amino acids.

The relationship between dye binding capacity and nitrogen content showed no variation between
samples from different localities, but some variation was found between samples from different years,
which for a part may be caused by bad reproducibility of the dye binding method.

In relation to the nitrogen content the dye binding capacity was higher for the spring wheat cultivar
Kolobri than for Sappo and higher for the rye cultivar Kongs than for Petkus, which was explainable
from differences in the content of basic amino acids between the cultivars.

Provided standardization of the procedure and frequent control on the relation between dye binding
capacity and nitrogen content, the method seems to be applicable for estimation of the protein content
in grain.

Key words: Protein determination, dye binding method, cereals.
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Indledning

1 fortsettelse af beretning om anvendelse af far-
vebindingsmetoden til proteinbestemmelse i
greesmarksplanter (Mortensen, 1976) skal der i
denne beretning omtales resultater fra anvendel-
se af metoden til bestemmelse af protein i kerne-
prgver af forskellige kornarter.

Siden Udy (1956) fandt farvebindingsmetoden
anvendelig til proteinbestemmelse i hvedekerne,
har metoden i forskellige modifikationer veret
afprgvet pa forskelligt materiale og anvendelig-
heden sggt vurderet. Det har vist sig at forskellige
forhold vedrgrende materialet kan pavirke farve-
bindingen, nar denne ses i relation til indholdet af
kvelstof eller protein.

Saledes har det veeret pavist at relationen mel-
lem farvebindingskapaciteten og indholdet af pro-
tein i bygkerne bestemt efter Kjeldahlmetoden
&ndredes ved opvarmning eller spiring af kerner-
ne (Mossberg, 1965). For hvedekemerne fandt
Fajersson, (1966) at relationen pévirkedes af ar-
gang, sort og gadskning. Bjgrklund (1971) fandt
forskellige relationer for 2 bygsorter (Foma og
Birgitta).

Med apparatur og analyseforskrifter til farve-
bindingsmetoden fglger som regel en metode
(skala, tabel, beregningsformel) til omsatning af
den malte farvebinding til proteinindhold. Det md
imidlertid betragtes som ngdvendigt at kontrolle-
re de givne omsatningsformler ved samtidige be-
stemmelser af farvebinding og proteinindhold ef-
ter Kjeldahlmetoden. (Greenaway, 1972).

Bindingen af farve sker primeert til de basiske
aminosyrer. Da indholdet af basiske aminosyrer i
proteinet er forskelligt fra kornart til kornart, ud-
gor proteinindholdet ikke en fzlles basis for far-
vebindingskapaciteten for alle kornarter. (Moss-
berg, 1968).

For den enkelte kornart regnes normalt med et
ret lovbundet forhold mellem proteinindholdet og
indholdet af basiske aminosyrer, hvilket skulle
muligggre anvendelse af farvebindingsmetoden
til proteinbestemmelser.

Da lysin er en af de basiske aminosyrer og
tillige har en saerlig interesse pa grund af, at den i
en del materiale er den forste begreensende ami-
nosyre for proteinudnyttelsen, er farvebindings-
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metoden ogsa sggt anvendt til bestemmelse af den
tilgaengelige lysinmangde i proteinet, f.eks. i fi-
skemel(Jacobsen et al. 1972)og byg (Dahl, 1973).
Det er da ngdvendigt samtidigt at bestemme ind-
holdet af kvalstof.

Gullord (1974) tilskriver farvebindingsmetoden
stgrre verdi som hurtigmetode til vurdering af
lysinindholdet, end til proteinbestemmelser i
komn.

Farvebindingsmetoden har ogs& med held vae-
ret anvendt til sggning efter varieteter eller sorter
af forskellige kornarter med hgjt lysinindhold,
f.eks. i byg.(Munck et al. 1970; Viuf, 1972; Doll,
1973).

Formélet med nzrverende undersggelse har
veret at skaffe et grundlag for vurdering af farve-
bindingsmetodens anvendelighed til proteinbe-
stemmelser i korn.

Der er foretaget en analyse af farvebindingens
afhangighed af indholdet af basiske aminosyrer i
kornproteinet samt en undersggelse af omfanget
af farvebinding til andre komponenter end prote-
in, sisom stivelse og havreskal.

Desuden er malt farvebindingen til en rekke
prgver af byg, havre, hvede og rug fra forskellige
sorter, forsggssteder og r og resultaterne sat i
relation til indholdet af kvalstof bestemt efter
Kjeldahlmetoden.

Undersggelser omtalt i 1. beretning (Morten-
sen, 1976) viste, at farvebindingen malt pr. vag-
tenhed var athangig af reaktionstid og -tempera-
tur og af prgvestgrrelsen, hvorfor det er ngdven-
digt at anvende standardiserede betingelser ved
maélingerne.

Materialer og nietoder

Der blev anvendt kornprgver fra sortsforsgg.
Hgstar, sort, station og N-g@dskning er vist i tabel
1.

Formaling af prgverne foretoges pa en Teca-
tor-melle med 0,5 mm sold.

Prgvestorrelse ved farvebindingen var 0,5 g,
for havre dog somregel 0,4 g. Farvebindingsreak-
tionen foretoges ved rotation af prgverne i re-
agensglas med 20 ml farvevaske i 2 timer ved 60
omd./min. En nermere beskrivelse af den an-
vendte metodik og reagenser findes i 1. beretning



Tabel 1. Oversigt over data for anvendte kerneprgver

Art Ar Sorter Stationer N-trin¥)
Byg 1972 Emir, Pallas, Nordal, Rgnhave I-1II
Tern, Mona, Mala
1973 Pallas, Zita Borris, Rgnhave, I-1I1
Tystofte
1974 Pallas, Zita Borris, Tystofte I1-1I1
Havre 1972 Stil, Astor, Selma, Rgnhave 1-111
Sofi i
1973 Stal, Astor Borris, Roskilde, I1-1II
Rgnhave, Tylstrup
1974 Astor, Selma Borris, Roskilde, 1L
Rgnhave, Tylstrup
Vinter- 1972 Starke, Kranich, Cato, Rgnhave I-1II
hvede J. Cambier
1973 Starke, Kranich, Cato Borris, Rgnhave, I-11I
Tystofte
1974 Starke, Kranich, Solid Borris, Rgnhave, Roskilde 11
Tystofte 111
Varhvede 1973 Kolibri, Sappo Borris, Rgnhave, I-1I0
Tystofte
1974 Kolibri, Sappo Abed, Borris, Roskilde 11
Akirkeby, Rgnhave, Tystofte 1II
Rug 1972 Petkus, Kongs, Pekuro, Tylstrup I1-1II
Varne, Otello, Sejet
1973 Petkus, Kongs Borris, Tylstrup, 111
Tystofte
1974 Petkus, Kongs, Pekuro Borris, Roskilde, 11

Tylstrup, Tystofte

#) I, II og III for henholdsvis 1 N, 2 N og 3 N.

(Mortensen, 1976). Farvebindingen omregnedes Aminosyreanalyserne foretoges pad en Beck-
til tgrstofbasis pa grundlag af en tgrstofbestem- man 121 aminosyreanalysator med Infotronic in-
melse. tegrator.

Indhold af totalkvalstof (TN) bestemtes efter De statistiske beregninger blev foretaget pa Da-
Kjeldahlmetoden. (Arbejdsmetoder, 1958). taanalytisk laboratorium (K. Kristensen).
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Resultater og diskussion

Farvebindingen i relation til indhold af basiske
aminosyrer (BAA), lysin og totalkveelstof (TN)
Farvebindingsmetoden er baseret pi de basiske
aminosyrers evne til adsorption af sure farve-
stofmolekyler, hvorfor de enkelte kornarters far-
vebindingskapacitet m forventes at vere afhan-
gig af proteinstoffernes indhold af basiske amino-
syrer.

For nermere at klarggre &rsagerne til eventuel-
le forskelle eller ligheder i de enkelte kornarters
farvebindings-/kvalstofindhold-relationer, blev
der af hver art udtaget 6 prgver med forskelligt
TN-indhold til aminosyreanalyser.

Ifig. 1 A er vist relationen mellem farvebinding
og indhold af basiske aminosyrer (BAA). Relati-
onerne er omtrent sammenfaldende for alle arter,
men dog med en lidt stgrre relativ farvebinding
for havre og byg.

Derimod forholder kornarterne sig ikke ens
med hensyn til relationen mellem farvebinding og
TN-indhold, som det fremgér af fig. 1 B. Arsagen
til disse forskelle er naturligvis forskelle i indhol-
det af BAA iproteinet, hvilket ses affig. 2 A, hvor
indholdet af BAA pr. mg TN er sat i relation til
TN-koncentrationen. Havre har her den hgjeste

Farvebinding (umo) farve bundet/g terstof)
Dye binding capacity (umol dye bound/g DM)

beliggenhed i overensstemmelse med den hgjeste
beliggenhed i fig. 1 B, og var- og vinterhvede
tilsvarende den laveste beliggenhed i begge figu-
rer. Man bemarker ogsd at havrens indhold af
BAA ikke aftager med stigende TN-indhold som
for de andre kornarter (fig. 2 A), hvilket stemmer
overens med den staerkere stigning i farvebindin-
genirelation til TN-indholdet for havre (fig. 1 B).

Farvebindingen har ofte varet forbundet med
indholdet af lysin, som dog ikke danner nogen
almen basis herfor for alle kornarterne (fig. 1 C).
Navnlig afviger hveden her med tydeligt lavere
farvebinding p4 denne basis, hvilket skyldes at
den har et tydeligt lavere lysin/BA A-forhold end
de andre kornarter (fig. 2 B). Det ses, at der
generelt for alle arter er et fald i forholdet
lys/BAA med stigende TN-indhold.

Det er velkendt at koncentrationen af lysin i
proteinet falder med stigende N-indhold i byg og
hvede, medens der ikke synes at vare et tilsva-
rende fald i havre (Bengtsson & Eggum, 1969).
Resultater fra karforsgg med stigende N-tilfgrsel
til havre (Steenbjerg et al. 1972) viste, at koncen-
trationen p& N-basis af lysin og iser af de gvrige
basiske aminosyrer steg med stigende kvalstof-
indhold.
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Fig. 1. Farvebinding i relation til indhold af basiske aminosyrer (A), totalkvalstof (B) og lysin (C) for forskellige

kornarter.

\

Dye binding capacity in relation to the content of basic amino acids (A), total nitrogen (B), and lysin (C) for some

cereals.

A Byg Barley; [] Havre Qats; A Vinterhvede Winter wheat; O Véarhvede Spring wheat; X Rug Rye.
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Fig. 2. Indhold af basiske aminosyrer (BAA) pr. mg N (A) og forholdet lysin/BAA (B) i relation til indhold af

totalkvaelstof for forskellige kornarter.

Content of basic amino acids (BAA) per mg N (A) and the quotient lysine/[BAA (B) in relation to content of total

nitrogen for some cereals.

A Byg Barley; [] Havre Oat; A Vinterhvede Winter wheat; O Varhvede Spring wheat; X Rug Rye.

Narvarende analyser viste dog et lidt aftagen-
de lysin/TN-forhold i havre ved stigende
TN-koncentration, som det vil fremga ved sam-
menhold af kurveforlgbene i fig. 2 A og 2 B.

Ved sammenligning af aksevardierne for punk-
terne i fig. 1 A ses at farvebindingskapaciteten er
stgrre end svarende til &kvivalens med indholdet
af BAA, hvilket indicerer et bindingsforhold mel-
lem farve og BAA stgrre end 1,0 p4 molbasis eller
at der bindes farve til andet end de proteinbundne
basiske aminosyrer.

Derimod indicerer kurvens hzldning (beregnet
til 0,891 en retliniet regressionsligning med farve-
binding som afhaengig variabel) at farvebindingen
ikke var &kvivalent med forggelsen i BAA. Da
korrelationskoefficienten var ret hgj (r2 ='0,973),
kunne det forventes at hzldningen skulle vere
nar 1,0 sifremt bindingen skete mol til mol. At
dette ikke er tilfeldet skyldes antagelig at den
maengde farve som bindes afh@nger af farvestof-
koncentrationen i oplgsningen. Da der gas ud fra
en konstant farvekoncentration og et konstant
vaeskevolumen bliver der mindre og mindre farve

til rAdighed nir BAA-mangden forgges, og der-
med folger en aftagende farvebinding pr. enhed
BAA.

Farvebinding til prover afvejet til samme indhold
af basiske aminosyrer

Som omtalt bindes mere farve end svarende til
&kvivalens med BAA-indholdet, hvilket tyder pa
en binding af farve til andre komponenter end de
basiske aminosyrer.

Resultaterne vistifig. 1 A tyder pa, at havre og
byg har en lidt stgrre relativ farvebindingskapaci-
tet end de gvrige kornarter, hvilket méaske kunne
skyldes deres stgrre indhold af skal (traestof).

Til yderligere belysning af disse forhold blev
der for prgverne, i hvilke der var foretaget amino-
syreanalyser, bestemt farvebinding til en prgve-
mengde svarende til et beregnet indhold af
40umol BAA.

Der opnis herved den fordel, at ligevegtskon-
centrationen (restkoncentrationen) af farve som
har betydning for farvebindingens stgrrelse, er
omtrent ens for alle prgver.
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Resultaterne fremgar af fig. 3, hvor farvebin-
dingen er sat i relation til veegtmaengden af prg-
verne. Man bemarker, at farvebindingen har ud-
gjort noget over den ®kvivalente mangde pé 40
umol. For samme vegtmangde er farvebindin-
gen hgjest for havre og byg i neevnte rekkefglge i
de omrader, hvor sammenligning er mulig.
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Fig. 3. Farvebinding til prgver indeholdende 40 umol
BAA i relation til prgvestgrrelsen.

Dye binding capacity for samples containing 40 pmol
BAA each in relation fo the sample size.

Det ses tillige, at den bundne farvemangde
gges tydeligt med provestgrrelsen for havre,
mindre for byg ogkun lidt eller utydeligt for hvede
og rug, hvilket igen tyder pa en binding af farve til
skaldelene.

Pafig. 3. er ogsé vist nogle resultater fra tilsva-
rende méilinger p4 enkeltprgver af forskellige
balgplanter. Farvebindingen til disse prgver er
meget ner xkvivalent med indholdet af BAA,
men pé grund af det hgjere proteinaminosyreind-
hold er vegtmengden af prgve naturligvis bety-
deligt mindre, hvorved en binding til andre kom-
ponenter end BAA vil formindskes.

Man har ogs& anvendt farvebindingen p& N-ba-
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sis, (Dahl, 1973; Gullord, 1974) d.v.s. malt farve-
bindingskapaciteten til prgver afvejet saledes at
de indeholdt en konstant N-ma&ngde. Safremt de
fandtes afvigelser, f.eks. aftagende farvebin-
dingskapacitet med stigende N-%, er det blevet
udlagt som &ndringer i BAA- eller lysinindholdet.
Det mé imidlertid erindres at farvebindingen kan
vere afhangig af stofmengden, som det viste sig
ved afvejningen til konstant BAA-indhold. Med
stigende N-% vil stofmangden, der skal afvejes til
konstant N-mangde, aftage og dermed ogsa far-
vebindingen til de N-frie stoffer,

Indflydelse af stivelse og skaldele pd farvebin-
dingskapaciteten

Af det foreglende er fremgiet, at bindingen af
farve kan ske til andet end de basiske aminosyrer.

Udy (1956) anfgrer, at der ogsi kan ske en
adsorption af farve til stivelse. Farvebindingska-
paciteten var dog s lille, at den skgnnedes uden
betydning i det omfang stivelsesindholdet kunne
forventes at variere.

Ved miling parajgresprover fandtes en relativt
hgjere farvebindingskapacitet, nar trestofind-
holdet ggedes (Mortensen, 1976).

For nermere at klarlegge den nevnte mulige
indflydelse af skaldele (treestofholdige) og stivel-
se pa farvebindingen blev der foretaget 2 mindre
undersggelsr med tilseetning af formalede havre-
skaldele og hvedestivelse til prgver af henholds-
vis havre og hvede.

I tabel 2 er anfgrt resultaterne fra undersggel-
sen med havreskal. Ud fra milingerne er beregnet
den forggelse i farvebindingen som tilsetningen
af skaldele har medfgrt. Skaldelene var imidlertid
ikke kvaelstoffrie, hvorfor indholdet af BAA blev
malt for at kunne korrigere for bindingen af farve
hertil. Der blev fratrukket en farvemengde sva-
rende til, hvad der bandtes til samme mangde
BAA, nér indholdet heraf ggedles med stigende
N-indhold. Til rest blev en farvemangde p4 0,45
mg farve pr. 50 mg skal, som mé siges at vare
bundet til de egentlige N-frie skaldele.

Resultaterne af det tilsvarende eksperiment
med hvedestivelse er anfgrt i tabel 3. P4 tilsva-
rende made er korrigeret for indhold af BAA.



| Tabel 2. Farvebinding til havreskal. Havrekerneprgver (400 mg) med forskelligt N-indhold mélt med og uden

tilseetning af havreskal
Dye binding capacity of oat hulls. Three samples of oat grain (400 mg) with different nitrogen content measured
} with or without oat hulls added

N-indhold BAA-indhold Skalmengde tilsat (mg/prgve)

i kerne % (nmol/prgve) Addition of hulls (mg/sample)
Nitrogen content BAA content

in grain (%) (pmol/samples) 0 25 50

mg farve bundet/prgve
mg dye bound|sample

1,55 29,2 13,94 14,37 14,58
2,08 39,0 17,17 17,51 17,72
2,42 46,0 19,17 19,30 19,76

Forggelse i farvebinding ved skaltilsztning:

Increase in dye binding capacity by addition of hulls:

ML (ZNS.) oottt ettt e e e 0,30 0,59
Measured (mean)

Effekt af BAA-indhold i skal (beregnet) ...........covviiiiiniiienrreernnnenes 0,07 0,15
Effect of BAA content in hulls (calculated)

Effekt af »egentlige« skaldele .........ooouuv i 0,23 0,44
Effect of sreal« hulls

Gns. for 50 Mg SKal . . ..o it i i e e e 0,45

Mean for 50 mg hulls

Tabel 3. Farvebinding til hvedestivelse. Hvedekerneprgver (500 mg) med forskelligt N-indhold malt med og uden
tils&tning af hvedestivelse
Dye binding capacity of wheat starch. Four samples of wheat grain (500 mg) with different nitrogen content
measured with or without wheat starch added

N-indhold BAA-indhold Stivelsesmangde tilsat (mg/prove)
i kerne (%) (nmol/prgve) Addition of starch (mg[sample)
Nitrogen content BAA content
in grain (%) (mmol[sample) 0 150 300

mg farve bundet/prgve
mg dye boundsample ‘

1,69 32,5 14,45 14,88 15,17 1
1,94 35,3 15,64 15,90 16,24
2,16 38,2 16,70 17,09 17,21
2,53 43,0 18,28 18,53 18,79

Forggelse i farvebinding ved stivelsestils@tning:

Increase in dye binding capacity by addition od starch:

Mt (BN, ) o e e e, 0,33 0,58
Measured (mean)

Effekt af BAA-indhold i stivelse (beregnet) . ........c.vvvinivenneeiineeinnnenns 0,10 0,20
Effect of BAA content in starch (calculated)

Effekt af »egentlige« SHVEISE .. .. .ueuiiininnt ettt e 0,23 0,38
Effect of »real« starch

Gns. for 300 mg stivelse ... ... e 0,42

Mean for 300 mg starch
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Restvirkningen udgjorde 0,42 mg farve bundet pr.
300 mg egentlig stivelse, alts en kendelig mindre
specifik virkning end af skaldelene.

Tilsyneladende findes séledes en farvebinding
tif andre komponenter end proteinet. Dette behg-
ver imidlertid ikke at have fejlgivende indflydelse
pa farvebindingsmetodens resultater safremt 1)
komponenten altid udggr en bestemt procentdel
af materialet eller 2) indholdet af komponenten er
snavert korreleret med proteinindholdet.

Bindingen til stivelse vil sledes neppe medfp-
re fejl, dels fordi farvebindingskapaciteten er me-
get lav (0,4 mg farve pr. 300 mg stivelse), dels
fordi der neppe findes variationer pa over 10%
eller ca. 100 mg stivelse pr. g kerne og denne
variation antagelig tillige er korreleret (negativt)
med proteinindholdet i betydelig grad.

Derimod er det sandsynligt, at skalindholdet i
havre kan influere mzrkbart pa proteinbestem-
melsen med farvebindingsmetoden. Angivelser af
skalindholdet for havre fra forskellige &r, steder
og sorter viser en variation fra ca. 22 til ca. 35%
(Hummel — Gumelins, 1974; Svend Nielsen, Tyl-
strup, personlig meddelelse), altsi en variation pa
over 100 mg skal pr. gkerne. Dette modsvarer en
variation i farvebindingen p4 0,9 mg farve pr. g
keme eller ca. 0,35% protein.

Ud fra materialet fra Tylstrup med bestemmel-
ser af bade skalindhold og proteinindhold synes
der ikke at vaere nogen korrelation mellem disse
parametre, men en nermere undersggelse med ct
stgrre materiale kunne enskes.

Forspg med spiring af byg
Mossberg (1965) fandt, at ved bestemmelse af
proteinindhold efter farvebindingsmetoden og
Kjeldahlmetoden under et spiringsforlgb frem-
kom der en overgangi dette spiringsforlgb méleli-
ge forskelle mellem de to metoder. Dette blev
tilskrevet en nedbrydning af proteinstofferne til
aminosyrer i denne periode, hvorved farvebin-
dingen vil aftage, da den ikke pavirkes af frie
aminosyrer.

Et lignende eksperiment blev foretaget med
spiring af byg i petriskile. Hver dag blev der
udtaget prgver over en periode af 5 dage. Sidste
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dag havde kernerne op til over 1 cm lange rodspi-
rer. Ved maling af farvebinding og renprotein-
kvzlstof kunne dog ikke konstateres tydelige &n-
dringer under spiringsforlgbet. Spiringen synes
saledes ikke at have forirsaget vesentlige ®n-
dringer i proteinindholdet.

Relation mellem farvebinding og indhold af to-
talkveelstof (TN) for forskellige kornarter
I en razkke prgver af forskellige kornarter fra
sortsforsgg (data fremgir af tabel 1) blev der be-
stemt farvebindingskapacitet og indhold af TN.
I fig 4 er vist relationen mellem resultaterne af
de to metoder for byg opdelt pa de 3 hgstar. Det
fremgdr af figuren, at der tilsyneladende er nogen
forskel mellem arene, med relativt lavere farve-
binding for prgverne fra 1972 end for 1973 og
1974.

Farvebinding (mg farve bundel/g tarstof)
Dye binding capacity (mg dye bound/g DM)

42+

40

Byg Bariey

o o]

s f N
/‘/ . o 1972
o a 1973

o 1974

NN

14 16 18 2,0 2,2 24
TN (% af terstof)
Total nitrogen (% of DM)

Fig. 4. Relation mellem farvebinding og indhold af to-
talkvalstof for byg fra forskellige &r.

Relation between dye binding capacity and content of
total nitrogen for barley from different years.



Der blev beregnet korrelationskoefficienter og
retliniede regressionsligninger (Y ='a + bX) for
sammenhznget mellem de to metoders resultater
med farvebindingen som afhengig variabel. I ta-
bel 4 er vist resultaterne for samtlige arter opdelt
pa hgstar.

I stedet for den anden konstant i regressions-
ligningerne (farvebindingen for TN = O) er anfort
den farvebinding, som svarer til middelveerdien af
TN-procenterne af samtlige prgver for hver en-

kelt art. Man far hermed en mere »praktisk«
sammenligning af ligningernes »niveauer« i det
aktuelle maleomrade.

Anvendelsen af retliniede regressionsligninger
indicerer ikke, at sammenhanget meltem farve-
bindingen og TN anses for linezrt i hele forlgbet,
men kun at det med god tilnermelse synes at
gxlde i det undersggte omrade. Set over et stgrre
omrade vil sammenhanget antagelig skulle be-
skrives ved en krum kurve, som fglge af at der

Tabel 4. Korrelationskoefficienter og regressionsparametre med farvebinding (mg farve bundet/g tgrstof) som

afhengig og TN-koncentration (% af tgrstof) som uatheengig variabel for forskellige kornarter i enkelte r og samlet

Correlation coefficients and regression parameters for dye binding capacity (mg dye bound|g DM) as dependent

and total nitrogen concentration (%in DM) as independent variate for different species. The years taken separately
or collectively

Antal r s b Sp )
Art Ar pragver Korr.- Spred- Heeld- Niveau*)
Species Years Number koeff. ning ning
aof Corr.- Standard
samples coeff. deviation Slope Level
Byg 1972 18 0,984 0,48 11,3 0,5 35,1
Barley 1973 18 0,996 0,23 10,7 0,2 36,5
1974 12 0,994 0,25 10,4 0.4 36,1
1972-74 48 0,969 0,70 10,4 0,4 35,9
Havre 1972 12 0,987 0,49 18,6 1,0 46,0
Oat 1973 24 0,991 0,56 15,1 0,4 44,7
1974 8 0,993 0,53 17,9 0,9 44,6
1972-74 44 0,979 0,78 15,5 0,5 45,0
Vinter- 1972 15 0,987 0,49 11,6 0,5 33,7
hvede 1973 27 0,994 0,33 10,2 0,2 34,6
Winter 1974 12 0,985 0,31 9,9 0,5 34,3
wheat 1972-74 54 0,979 0,56 10,8 0,3 34,3
Varhvede 1973 18 0,926 0,78 8,4 0,9 40,0
Spring 1974 12 0,956 0,71 10,4 1,1 39,7
wheat 1973-74 30 0,965 0,77 9,7 0,5 39,7
Rug 1972 18 0,989 0,35 13,2 0,5 33,7
Rye 1973 17 0,963 0,60 11,9 0.9 32,9
1974 12 0,975 0,48 12,4 09 32,0
197274 47 0,929 0,86 12,8 0,8 33,0

*) Farvebinding (mg farve bundet/g tgrstof) svarende til den gennemsnitlige TN-koncentration for alle &r for hver
enkelt art. Gns. TN-koncentration (%): Byg 1,79; Havre 2,00; Vinterhvede 1,88; Varhvede 2,46; Rug 1,57.
Dye binding capacity (mg dye bound|g DM) corresponding to the mean nitrogen concentration of all years of
eachindicidual species. Mean nitrogen conc. (%); Barley 1,79; Oat 2,00; Winter wheat 1,88; Spring wheat 2 46;

Rye 1,57.
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anvendes en konstant farvemengde ved mélin-
gerne. Med stigende N-indhold i prgverne bliver
der mindre og mindre farve til radighed, hvorved
bindingen pr. N-mengde aftager.

En statistisk sammenligning af de enkelte ars
regressionsligninger (hzldning og niveau) viste
for alle arter signifikante forskelle mellem arene
P > 99,9%).

Muligvis er de fundne arsvariationer ikke alene
betinget af variationer i materialets egenskaber,
dadet har vist sig vanskeligt at reproducere resul-
taterne, nar farvebindingsmalingerne foretages
med tidsmellemrum. Genanalysering af nogle
prover efter en vis tid gav sdledes en relativ
spredning mellem 1. og 2. méling pa ca. 1,2%,
medens samtidige malinger udviste en relativ
spredning mellem dobbeltbestemmelserne pé ca.
0,3%.

En medvirkende arsag til den ringere reprodu-
cerbarhed med tidsmellemrum kan vare tempe-
raturforskelle, da farvebindingen har vist sig af-
hangig af temperaturen under reaktionen (Mor-
tensen, 1976). Der er dog ikke foretaget korrekti-
oner for eventuelle forskelle, da sddanne ikke er
foreskrevet i proceduren.

Indflydelse af hgstiret pa farvebindingsmeto-
den er ogsa fundet af Fajersson (1966).

Der kunne ikke iagttages vaesentlige stedvari-
ationer, d.v.s. forskelle mellem relationerne for
prgver fra forskellige stationer.

Relation mellem farvebinding og indhold af TN
og basiske aminosyrerisorter af varhvede og rug
Der kunne ikke iagttages veesentlige forskelle
mellem de anvendte sorter af byg, havre og vin-
terhvede med hensyn til relationerne mellem far-
vebinding og TN-indhold.

Derimod fandtes der tydelige forskelle mellem
varhvedesorterne Kolibri og Sappo og rugsorter-
ne Kongs og Petkus. Dette forklarer de relativt
lave korrelationskoefficienter pa enkeltarene for
disse arter (tabel 4).

Ifig. 5 er vist relationerne mellem farvebinding
og kvalstofindhold opdelt pa de to varhvedesor-
ter Kolibri og Sappo. Da niveauforskellene mel-
lem &rene ikke var serligt store, blev der ikke
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Fig. 5. Relation mellem farvebinding og indhold af to-
talkveelstof for véarhvedesorterne Kolibri og Sappo
(hgstar 1973 og 1974).

Relation between dye binding capacity and content of
total nitrogen for the spring wheat cultivars Kolibri and
Sappo (harvest 1973 and 1974).

korrigeret herfor. Det ses, at relativt var farve-
bindingen tydeligt hgjere for Kolibri end for Sap-
po.

En tilsvarende opdeling pa rugsorterne Kongs
og Petkus er vist i fig. 6, men for at gore billedet
klarere er niveauforskellene mellem arene fjer-
net, Den relative farvebinding var tydeligt hgjere
for Kongs end for Petkus.

Der fandtes ikke signifikante forskelle mellem
hzldningeme for de to sorter inden for samme art
ved beregning af retliniede regressionsligninger.
Beregnet for alle &r under et og med samme heeld-
ning for de parvise sorter svarede afstanden mel-
lem deres regressionsligninger til 1,35 mg farve
pr. g tarstof for varhvede og til 0,83 mg for rug.
Dette ndgjorde henholdsvis 3,4 og 2,5% af de
respektive middelvardier for farvebindingen.
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Fig. 6. Relation mellem farvebinding og indhold af to-
talkvaelstof for rugsorterne Kongs og Petkus (hgstir
1972, 1973 og 1974). Niveauforskelle mellem ar fjernet.
Relation between dye binding capacity and content of
total nitrogen for the rye cultivars Kongs and Petkus
(harvest 1972, 1973 and 1974). Level differences betwe-
en years eliminated.

Da forskellen mellem kornarterne med hensyn
til farvebindingskapacitet for hovedparten synes
at kunne forklares ved forskelle i indholdet af
basiske aminosyre i proteinstofferne, var det ner-
liggende at undersgge om de tilsvarende fundne
forskelle mellem virhvedesorterne Kolibri og
Sappo og rugsorterne Kongs og Petkus kunne

~ forklares pd lignende méade.

I tabel 5 er anfprt indhold af N, basiske amino-
syrer og lysin samt farvebindingen pi basis af
disse komponenter for 3 prgver af hver varhvede-
sort og tilsvarende data for rugsorterne i tabel 6.
Ved udvzlgelsen af prgver til aminosyreanalyser
er det tilstrebt at f& parvis samme N-% i sorterne
af samme art, daen sammenligning herved lettes.

Det ses, at medens farvebindingen pr. mg N er
forskellig for sorterne, som det tidligere er vist, er
farvebindingen med BAA som basis ens for de to
sorter af henholdsvis varhvede og rug.

Dette geelder ogs nar lysin anvendes som ba-
sis.

Forskellen mellem sorterne kan altsd forklares
ved forskelle i indhold af basiske aminosyrer,
som det ogsé fremgar af tabellere.

De fundne forskelle mellem sorterne vil medfg-
re, at de efter farvebindingsmetoden vil fa tillagt

Tabel 5. Indhold af totalkvelstof (TN), basiske aminosyrer (BAA) og lysin samt farvebinding pa basis af disse
komponenter for virhvedesorterne Kolibri og Sappo
Content of total nitrogen (TN), basic amino acids (BAA), and lysine plus dye binding capacity on the basis of these
components for the spring wheat cultivars Kolibri and Sappo

Egenskab Sort Resultater

Property Cultivar Results

B U ) Kolibri 2,41 2,63 2,98
Sappo 2,42 2,73 2,98

BAA(@mol/mgN) ...................... Kolibri 3,89 3,89 3,70
Sappo 3,74 3,69 3,55

Lysin (umol/mgN) ..................... Kolibri 1,15 1,14 1,06

: Sappo 1,11 1,08 1,01

Farvebinding:

Dye binding capacity:

pmol/mg N .. ... . Kolibri 4,79 4,59 4,31
Sappo 4,58 4,32 4,15

pmol/umol BAA ... ... .. L Kolibri 1,23 1,18 1,16
Sappo 1,23 1,17 1,17

pmol/fumol lysin........................ Kolibri 4,15 4,03 4,05
Sappo 4,12 4,01 4,12
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Tabel 6. Indhold af totalkveaelstof (TN), basiske aminosyrer (BAA) og lysin samt farvebinding pd basis af disse
komponenter for rugsorterne Kongs og Petkus
Content og total nitrogen (TN)), basic amino acids (BAA), and lysine plus dye binding capacity on the basis of these
components for the rye cultivars Kongs and Petkus

Egenskab Sort Resultater

Property Cultivar Results

TN (D) e oot e Kongs 1,33 1,52 1,69
Petkus 1,35 - 1,53 1,74

BAA (umol/mg N) .......ooviiiinnn s Kongs 4,93 4,80 4,66
Petkus 4,78 471 4,44

Lysin (umol/mg N) ..................... Kongs 1,86 1,75 1,66
Petkus 1,80 1,71 1,60

Farvebinding;

Dye binding capacity:

pmol/mg N ... . Kongs 6,64 6,14 5,86
Petkus 6,41 5,97 5,65

pmol/umol BAA .....voiiiiiiiiien, Kongs 1,35 1,28 1,26

. Petkus 1,34 1,27 1,27

pmol/umol lysin........................ Kongs 3,57 3,51 3,53

Petkus 3,56 3,50 3,54

forskellige proteinindhold, uanset de efter Kjel-
dahlmetoden udviser samme indhold. Saledes vil
prover af virhvedesorterne Kolibri og Sappo med
samme TN-indhold ifglge de fundne regressions-
ligninger fA tillagt en forskel pa ca. 0,9% protein,
medens rugsorterne Kongs og Petkus tilsvarende
vil fa tillagt en forskel pa ca. 0,4% protein.

En vis berettigelse af disse forskelle kan mulig-
vis findes i, at det er sorterne med det hgjeste
indhold af BAA, herunder lysin, som far tillagt
det hgjeste proteinindhold.

Konklusion

Ud fra resultaterne af nzrvarende undersggelse
synes farvebindingsmetoden at vere anvendelig
til bestemmelse af proteinindhold i kornarternes
keme, hvor der ikke kraves en bestemmelse via
en eksakt TN-analyse.

Da koncentrationen af basiske aminosyrer i
proteinet er forskelligt fra kornart til kornart, ma
der anvendes serskilt grundlag for omregningen
fra farvebinding til proteinindhold for hver korn-
art.

Inden for samme art synes forskellige forhold
at kunne bevirke systematiske afvigelser mellem
farvebindingsmetoden og Kjeldahlmetoden. Der
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fandtes nogen afvigelse i farvebindingen fra ar til
&r i relation til koncentrationen af TN, men det
kan ikke udelukkes, at afvigelserne har analytiske
&rsager, da det var vanskeligt at reproducere far-
vebindingsmélene ved genanalysering.

Uanset arsagerne til de fundne afvigelser ma
det anses for ngdvendigt til stadighed at kontrol-
lere sammenhznget mellem farvebindingsmeto-
den og Kjeldahlmetoden.

Der synes at kunne forekomme mindre afvigel-
ser mellem sorter af samme art med hensyn til
farvebinding i relation til indhold af TN, sandsyn-
ligvis som fglge af forskelle i koncentrationen af
basiske aminosyrer i proteinet. Sddanne forskelle
medfgrer, at sorterne far tillagt forskelligt prote-
inindhold efter farvebindingsmetoden, uanset om
de har samme indhold efter Kjeldahlmetoden.

Farvebindingen synes péavirkelig at stivelse og
treestof (skaldele). Indflydelsen af stivelse er til-
syneladende s lille, at den er uden betydning for
metodens resultater, hvorimod indflydelsen af
skaldelene fandtes s stor, at det vil inflnere pa
resultaterne.

Selv om det anvendte materiale i undersggel-
sen har varet varieret med hensyn til hgstar,
dyrkningssteder, sorter og N-tilfgrsel, er det ten-



keligt, at der i praksis kan findes endnu stgrre
variationer, hvorfor yderligere erfaringsgrundlag
er gnskeligt.

Litteraturliste

» Arbejdsmetoder«.(1958). I Del: Kemiske undersggel-
ser af maelk og mejeriprodukter m.m. samt foder-
stoffer.

Bengtsson, A. & Eggum, B.0. (1969). Virkningen af
stigende N-ggdskning pd havre- og bygproteinets
kvalitet, Tidsskr. f. Planteavl 73, 105-114.

Bjorklund, L. (1971). Rapport frén proteinundersoknin-
ger. Besprutning med néringslésningar i vaxande
groda. Rapporter fran avdelningen for Vaxtnarings-
lara. Lantbrukshégskolan. Uppsala. Nr. 35.

Dahl, B. (1973). Undersggelser over lagertilstanden i
dansk-avlet foderkorn. Beretning nr. 64. Forsk-
ningsinstituttet for Handels- og Industriplanter,
3-19.

Doll, H. (1973). Forzdling for bedre proteinkvalitet i
kornarterne. Ugeskrift for agronomer og hortono-
mer 2, 377-392.

Fajersson, F. (1966). Vergleichende Untersuchungen
mit dem Prometer und der Kjeldahl-Methode mit
Ruicksicht auf Sorten-, Diingungs- und Jahrgangs-
unterschiede. Getreide und Mehl 16, 2-5.

Greenaway, W.T. (1972). Comparison of the Kjeldahl,
dye-binding, and biuret methods for wheat protein
content. Cereal Chem. 49, 609-615.

15%

Gullord, M. (1974). The dye binding capacity method
(DBC-method) for determination of basic amino
acids in protein. Melding nr. 184 fra Norges Land-
brukshggskole. Institutt for plantekultur vol. 53, nr.
8, pp 21.

Hummel-Gumelius, T. (1974). Kvalitetsinventering pa
fodersidd av 1973 ars skord. Sveriges Utsddesfore-
nings Tidskrift 84, 241-259.

Jacobsen, E.E.; Mgller,, A.; Juul Nielsen, J.;
Schmidtsdorff, W. & Weidner, K .E. (1972). Evalua-
tion of the dye binding method as a tool for practical
check of fishmeal quality. Manuskript. IAFFM
Fishmeal Conference in Rome 17 pp.

Mortensen, J. (1976). Om anvendelse af farvebin-
dingsmetoden til bestemmelse af proteinindhold i
gresmarksplanter. Tidsskr. f. Planteavl.

Mossberg, R. (1965). Some problems concerning the
determination of crude protein content in cereals by
dye binding. Agri Hort. Gen. 23, 206-218.

Mossberg, R. (1968). The correlation between dye bin-
ding capacity (DBC) and basic amino acids (BAA)in
cereals. Agri Hort. Gen. 26, 78-81.

Munck, L.; Karlsson, K.E.; Hagberg, A. & Eggum,
B.0. (1970). Gene for improved nutritional value in
barley seed protein. Science 168, 985-987.

Steenbjerg, F.; Larsen, I.; Jensen, I. & Bille, S. (1972).
The effect of nitrogen and simazine on the dry-mat-
ter yield and amino acid content of oats and on the
absorption and utilization of various plant nutrients.
Plant and Soil 36, 475-496.

Udy, D.C. (1956). Estimation of protein in wheat and
flour by ionbinding. Cereal Chem. 33, 190-197.
Viuf, B.T. (1972). Varietal differences in nitrogen con-
tent and protein quality in barley. Den kgl. Veteri-

n&r- og Landbohgjskoles &rsskrift 1972, 37-61.

Manuskript modtaget 21. februar 1977.

227




