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Quantitative Bestimmung von Aminosduren aus Hydrolysa-
ten: Auswertung eines Ringversuches mit klassischen Ionen-

austausch-Aminosidureanalysatoren und HPLC-Systemen
mit OPA/FMOC-Vorsiulenderivatisierung

Quantitative Determination of Amino Acids from Hydrolysates: Evaluation of
an Interlaboratory Test with Classical Ion Exchange Amino Acid Analyzers and
HPLC-Systems with OPA/FMOC-Precolumn Derivatization

U. Biitikofer, Doris Fuchs und J.O. Bosset
Eidg. Forschungsanstalt fiir Milchwirtschaft, Liebefeld-Bern

Einleitung

Die Bestimmung der essentiellen und nichtessentiellen Aminosiuren hat fiir die
menschliche und tierische Erndhrung eine grosse Bedeutung, denn das Fehlen der
essentiellen Aminosiuren (Histidin, Threonin, Arginin, Valin, Methionin, Trypto-
phan, Isoleucin, Phenylalanin, Leucin und Lysin) in Nahrung oder Futter kann
schwere gesundheitliche Storungen hervorrufen. Seit iiber dreissig Jahren wird die
Ionenaustauschchromatographie (IEC) mit Ninhydrin-Nachsiulenderivatisie-
rung fiir die quantitative Bestimmung von Aminosiuren angewendet. Die ersten
spezifischen Analysengerite (Beckman-Spinco und Durrum von Dionex) erlaub-
ten damals die Auftrennung der Aminosiuren in 10-20 h, neuere Gerite (z. B.
Biotronik 3000, Beckman 6300 und Pharmacia Alpha Plus) fiihren diese Analyse
in weniger als einer Stunde aus. Obschon die erwihnten Aminosiureanalysatoren
noch immer vorherrschend sind, hat sich seit einigen Jahren die manuelle und
automatische Vorsaulenderivatisierung bei der «reversed phase»-HPLC stark ver-
breitet. Im Vergleich mit der Ionenaustauschchromatographie bietet diese Technik
zahlreiche Vorteile: Sowohl Aminosiurenanalysen als auch alle anderen HPLC-
Analysen kénnen auf dem gleichen Gerit ausgefiihrt werden; die chromatographi-
sche Trennzeit ist kiirzer, die Peaks sind schmiler und besser aufgelést, die Basis-
linie frei von Pufferspriingen, die Nachweisgrenze tiefer und die Stérungsanfillig-
keit der Analysengerite deutlich geringer. Verschiedene solche HPLC-Systeme
befinden sich bereits im Handel (z. B. von Hewlett-Packard, Waters, Beckman,

Gilson, Varian, Kontron, Knauer, Pharmacia und Applied Biosystems), die mit
einer Vorsiulenderivatisierung (OPA, FMOC, PITC, DABSYL-Cl usw.) der Ami-
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nosduren und mit photometrischer oder fluorimetrischer Detektion arbeiten. Dem
vorliegenden Ringversuch, an dem Laboratorien aus 4 europiischen Lindern
teilgenommen haben, lagen mehrere Zielsetzungen zugrunde. Als erstes sollte allen
Teilnehmern die Moglichkeit gegeben werden, ihre Resultate, die mit unterschied-
lichen Methoden und Analysengeriten (IEC, HPLC, GC) erZielt wurden, mitein-
ander zu vergleichen. Als zweites sollten die Vor- und Nachteile der gepriiften
Methoden, vor allem beziiglich Wiederholbarkeit (7) und Reproduzierbarkeit (R),
beurteilt werden. Ein weiteres Ziel bestand darin, den Einfluss der Matrix der
analysierten Proben zu bestimmen (Probleme im Zusammenhang mit der Hydro-
lyse und Salzeinfliisse). Auch wenn diese Arbeit keinen Anspruch auf Vollstindig-
keit erhebt, ist sie doch reprasentativ fiir die heutige Situation von Laboratorien,
die taglich oder gelegentlich solche Analysen ausfithren.

Experimenteller Teil

Wabl der teilnehmenden Laboratorien und deren Analysenmethoden

Von den 26 Laboratorien, die sich fir die Teilnahme an diesem Ringversuch
angemeldet hatten, ibermittelten 21 ihre Analysenresultate auf detaillierten For-
mularen oder Disketten. Nicht alle beteiligten Laboratorien waren auf dem Gebiet
der vorzunehmenden Analysen spezialisiert. Thre Erfahrungen waren sehr unter-
schiedlich und erstreckten sich von einigen Monaten Uber mehrere Jahre; die
jahrliche Anzahl von Analysen schwankte zwischen ein paar hundert und mehreren
tausend. Tabelle 1 enthilt Angaben tiber die teilnehmenden Laboratorien und deren
Analysenmethoden.

Wahl und Zusammensetzung der Proben

Den Teilnehmern wurden 4 verschiedene Probentypen zugestellt: eine Amino-
saure-Standardlésung, die keine Hydrolyse erforderte, ein Konzentrat aus Mol-
kenproteinen, eine Mischung von Getreide und Milchprodukten und ein Futter-
mittel. In Tabelle 2 ist von jeder Probe die grobchemische Zusammensetzung
angegeben.

Auszufiihrende Bestimmungen

Die Teilnehmer hatten 2 Arten von Analysen durchzufiihren: einerseits die
quantitative Bestimmung von 20 Aminoséuren einschliesslich der schwefelhaltigen
Aminosiuren (Methioninsulfon MSO und Cysteinsdaure CYA) und von Trypto-
phan (TRP), die spezielle Hydrolysen erforderten, andererseits die Bestimmung
der Trockenmasse in den Proben. Letztere war notwendig, um die Analysenresul-
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Tabelle 1. Am Ringversuch teilnehmende Laboratorien und deren Analysen-

methoden

Anzahl
total

Methode Anzahl

Beschreibung der Methoden

15

IEC

Diese Laboratorien arbeiteten mit klassischen Aminosiureana-
lysatoren (Ionenaustauschersiulen) und Nachsdulenderivati-
sierung mit Ninhydrin fir die photometrische Bestimmung
bei 570 und 440 nm.

HPILCE

Neuste OPA/FMOC-Vorsiulenderivatisierungsmethode von
Hewlett Packard (Aminoquant-II) (2), mit welcher die Be-
stimmung von Cystin/Cystein moglich sein sollte. Hochemp-
findliche Fluoreszenzdetektion.

4 Laboratorien arbeiteten nach der abgeinderten Aminoquant-
[-Methode (1) oder einer ahnlichen Methode auf einer 4—4,6
mm Hypersilsdule mit einem zweiten internen Standard fiir
Prolin. Hochempfindliche Fluoreszenzdetektion.

GC

Veresterung der freien Carboxygruppen mit iso-Butanol-HCI
und Acylierung der Aminogruppen mit Pentafluorpropionsau-
reanhydrid. Trennung der fliichtigen Derivate auf einer unpo-
laren Sdule. Um Interferenzen zu vermeiden, wird mit einem
stickstoffselektiven Detektor gearbeitet (3).

2 Laboratorien fiihrten mehr als 1 Methode durch (maximal 24 Resultate).

Tabelle 2. Grobchemische Zusammensetzung der Proben

(Konzentration 1-4 pmol/ml
je Aminosaure)

Probe | Bezeichnung Trockensubstanz Stickstoffgehalt Fettgehalt
(g/kg) (g N/kg) (g/kg)
1 Futtermittel 898 20,5 52
2 Molkenproteinkonzentrat 941 123.1 77
3 Getreide-/Milchprodukte- 958 202 145
mischung
4 |Standardlésung

tate bezogen auf das Trockengewicht der Proben (g Aminosaure / kg Trockensub-

stanz) anzugeben.

Die Ergebnisse wurden gemiss ISO-Norm 5725 (4) ausgewertet und jedem
Teilnehmer detailliert mitgeteilt (FAM-Info 1991/235PW (5)). In der vorliegenden

Statistische Auswertung der Resultate

Arbeit werden die Resultate in Form von Tabellen vermittelt.
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Resultate und Diskussion

In den Tabellen 3 bis 6 sind simtliche Einzelauswertungen fiir Wiederhol- und
Reproduzierbarkeit der verschiedenen Proben angegeben.

Tabelle 3. Standardlosung

Methode IEC Methode HPLC @ HPLC
n 0] ¥ R r/R n (0] r R /R @ JEC
(umol/ml) [ (umol/ml) | (Lmol/ml) (wmol/ml) | (umol/ml) | (umol/ml) (%)

ASX | 11| 4,10 49 0,47 | 040 ] 7 4,13 0,38 1,46 | 0,26 101
GLX |1 419 0,20 Q73| D27 T 4,21 0:23 0,66 | 0,35 100
SER | 13| 4,04 0,27 0,98 Q.28 §-7 4,10 0,40 079 | 051 101
HIS | 12| 4,04 0,17 0,68 0,25 | 6 4,37 057 19000 30 108
GLY | 12| 4,08 0,30 0801 056 e 4,20 023 0,61 0,38 103
THR| 11 | 4,07 0,23 0,56' | 0411 7 4,04 029 0,47 | 0,62 99
ALA |13 | 4,04 0,22 0,71 [Ol5 1 (3 |8 4,06 0,36 0,62 | 0,58 100
ARG 13 73 0,16 0,56 1 0,29 | 7 3,79 0,34 0,53 0,64 102
TYR | 11 | 4,04 0,12 0,63 0 19-4- 7 4,07 0,35 0,82 | 0,43 101
CYS 11 116 0,11 0,92 G235 3,69 0,51 4,43 0,12 318
VAL | 12 | 4,04 0,14 0,69 0,20 | 8 3,94 0,51 1,16 | 0,44 98
MET]| 11| 4,06 gl 0,64 GO 7 4,06 0,33 @55 0,60 100
FTEE =pel=-306 0,34 0,78 0,44 | 7 4,03 0:35 0,49 | 0,71 102
PHE | 12| 4,05 021 0,69 030} 7 4,06 0,36 Q5008 L0 722 100
LEUL 13 83,99 0,20 0,80 0,251 7 4,15 0,38 0,53 0,72 104
EYS 42 3,21 0,16 0,40 | 040 ] 7 53,02 0,22 0,75 0,29 94
PROL 1. 399 0,40 0,84 0,48 | 7 5. 91 0,54 0,91 ;59 98
MSO
CYA]| 3 1,70 .13 2,08 0,06
TRP

n = Anzahl Labors

& = Gewichteter Mittelwert

r = Wiederholbarkeit (innerhalb Labors)

R = Reproduzierbarkeit (zwischen Labors)

r/R = Prazisionsverhaltnis
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Tabelle 4. Getreide-/Milchproduktemischung

Methode IEC Methode HPLC 6 HPLC
n o r R r/R n o r R #/R | ¢IEC
(g/kg TS)|(g/kg TS) | (g/kg TS) (g/kg TS)|(g/kg TS)|(g/kg TS) (%)

ASX 171 2 1058 1,18 2,35 0,50 7l 27 8 S 94 3,44 0,56 107
GEX | It | 2549 | 1,65 4,43 0,37 7.1 26098 4.45 7,11 0,63 106
SER 11 6,69 | 0,74 1,30 0,57 7 7305 1,43 2,49 0,57 105
HIS 14 3,83 | 0,34 231 @,15 6 3,53 | 0,40 1,12 0,36 92
GLY 12 JAOE N0 35 0,81 0,43 7 362 | 1,33 215 0,62 107
THR |12 523 11 0,85 1,10 Q5 7 5,694 095 1,76 0,54 109
ALA L 4,92 | 0,36 073 0,49 7 5,25 | 0,89 1,55 0357 107
ARG | 11 5,84 | 0,84 0,91 0,92 7 6,371 1,18 230 0,51 109
TYR | 12 SR S5 5 2,95 019 7 6,05 | 1,04 2.93 0,35 105
CYS 10 Qi55AI 012 1,18 0,10 3 721 ) 3,89 3,89 1,00
VAL 14 7598070 2,38 0,29 6 887 8 1,01 1,80 0,62 113
MET | 11 3028 1038 0,78 | 0,49 7 3,18 | 0,63 1,61 0,39 105
ILE 13 5808 0.37 1579 0,21 6 6,95 0,96 1,69 0,57 118
PHE '} 13 6,56 | 0,62 2,45 0,25 7 6:62'1 1,07 2,02 0,53 101
LER 1114 i 1131 0,82 327 Q.25 6 12,85 1,89 2,57 0,74 114
Y5 12 791 0,54 1,62 0,33 7 7,83 1,18 4,83 0,24 99
PRO | 120411015 1,61 1,98 0,81 7 10,61 1359, 2,74 0,66 105
MSO 338 1 0,72 0,72 1,00
CYA 7 203043 1,77 0,24
R 5 1,707 L0 15 0,99 1 015 2 233 0.32 3,03 0,11

Legende siehe Tabelle 3

Die Ionenaustauschchromatographie (IEC) ergibt fiir die meisten Aminosduren
sowohl fiir die Wiederholbarkeit r als auch fiir die Reproduzierbarkeit R die
genauesten Resultate (siehe auch Tabelle 8).

Nur die Tyrosin-Bestimmung ist mittels HPLC priziser. Mit Ausnahme des
Cystins stimmen die mit HPLC und IEC erhaltenen Werte bei allen Aminosduren
iberein. Nur ein Laboratorium hat die gaschromatographische Bestimmung ange-
wendet. Im grossen und ganzen stimmen diese Resultate mit denjenigen der
anderen Laboratorien iiberein, die mit HPLC und IEC gearbeitet haben. Eine
Ausnahme bilden die Aminosiuren Serin, Histidin, Arginin und Isoleucin, bei
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Tabelle 5. Molkenproteinkonzentrat

Methode IEC Methode HPLC @ HPLC
n (o] 7 R r/R n (0] r R r/R @ IEC

(g/kg TS) | (g/kg TS) [ (g/kg TS) (g/kg TS)|(g/kg TS)|(g/kg TS) (%)
ASX | 11 | 94,81 | 6,44 | 22,28 | 0,29 6007 4 71 07 7501 0,17 106
GLX | 11 | 154,24 | 12,90 | 25,47 | 0,51 Zealla2 9Ly 1597 6009810 27 99
SER i 47,58 | 3,44 9425 0,38 7 45,66 ( 4,20 | 18,51 | 0,23 96
HIS 15751 17,86 2,56 1 17.15%] 0,15 7 12,8B0 2,56 11 13.55 " 0,19 72
GLY 11 16,89 |11 51 2,92.81 0,52 i 16,24 | 1,34 8,76 " 0,15 96
THR | 10 | 62,81 2,64 944029 6 65,111 4,66 | 11.37 | 0,41 104
ANTASIS] | 44,13 2,56 SHTiG e L 6 46,631 2,05 5331856 106
ARG 1201523 4714199 5 764 035 6 2599 11.60 S1 5l et 102
TYR | 14| 2829} 3.88 8,97 | 0,43 6 2747 1,12 B2 8029 97
C¥5 111 4582 Al 17 B0 SIS0 3 247294 6 RO 17.55° 0,39 15
VAL | 13 | 49,41 3,96 | 14,06 | 0,28 6 54,254 246 8,83 0,28 110
MET 12 - 20,40 1. 77 754 0,23 74 18471 3.06 967 U532 92
IEE: 112 | 51:8€] 6,07 413,664 044 | 6 D4,621 N5 250F 24568 013 105
PEVE 44304 29 8343 .50 9,64 | 0,36 6 29.804 1,94 6,87 | 0,28 100
EEU 128092 28 657 | 16655110, 39 7 92,281 5,04 | 38,34 | 0,13 100
LYS 12 =820 205 35 12 725 0:42 6 80251 12,930 25,797 0,50 98
PR | 132053 751 4:29.| ‘14,5581 0,29 6 53,84 | 3,44 42910 0,80 100
MSO 18,88 1,93 477 | 040
CYA G 22 441585 B0 o1 2 E18 180 48
FRP 153554 1062515582 S0 16

Legende siche Tabelle 3

denen die mit GC erhaltenen Werte zu hoch waren, wihrend sie beim Tyrosin und
Methionin zu niedrig ausfielen. Beim Cystin schwanken die Werte betrachtlich,
ohne jedoch eine bestimmte Tendenz anzuzeigen.

Die Reproduzierbarkeit der Analysenresultate ist am schlechtesten fiir das
Futtermittel (¢ rel. R von IEC 50%; HPLC 61%), durchschnittlich fiir das Mol-
kenproteinkonzentrat (¢ rel. R von IEC 33%; HPLC 37%) und die Getreide-/
Milchproduktemischung (¢ rel. R von IEC 40%; HPLC 41%) und am besten fiir
die Standardlésung (¢ rel. R von IEC 21%; HPLC 26%), die keine Hydrolyse

benotigt und keine Matrix aufweist.
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Tabelle 6. Futtermittel

Methode TEC Methode HPLC @ HPLC
” 0 ga e /R | » o r R /R | @IEC

(g/kg TS)|(g/kg TS) | (g/kg TS) (g/kg TS)|(g/kg TS) | (g/kg TS) (%)
ASX 1 10 ST 7N 98 232 345042 Zo el 6651 11501 8,75 | 0,60 104
GLX | 10+ 3117 | 295 | 836 | 935 } 17 ["2087 (1334 45850 07 || 96
SER 11 6,88 | 0,91 2,39 112038 7 6,63 2,88 3,91 & 0./4 96
His | 12 =330 042 | oe-[-ote | 7 | 2807" 156 [ 232 o7 [ 85
cry Vit e osiBsr M il s s kool 9
THR | 10 5,72 | 0,49 1,34 037 Vi 572 2,66 2,96 | 0,90 100
ALA LG S fe il it R e Rl e 72 o
ARG L i1 | 789 o9 [Fize [PesdtFizil o0 e 2 [ ®ass G718 (oo
TYR |12 |55 P oo B ke e iy | e oler [Fiey
CYS 10 0,93 | 0,34 2,01 9 jal 7 5 11,59 8,46 8,48 | 1,00
VAL | 13 15699 " i2o i3 2t o7 2 [P 70t 1545 [P 436t 110
MET | 10 205575 042 1,13 0,37 7 2,74 1220 1,88 | 0,64 108
ILE 12 5,25 | 0,46 2.75 07 7z 6,10 275 5. 75015075 116
PE |12 F 725 L oeg 256 o3l iz zae ez izl ozl e
LEU | 16 | ooz oz {258 T esa 7 a7 s 5 | 5 89 [ ois7 | ins
B Ao (0 oA L R o Lot 6 o | e e e e | T
PRO=| i34 S 11360 1521 2,87 | 042 6 1171016 3,44 4,94 | 0,70 89
MsO 1l 51 274 | o038 | 189 | 621
o B A R
TREH T | S oss - o -

Legende siehe Tabelle 3
Schlussfolgerungen

Die Aminosdurenbestimmung mittels HPLC mit OPA/FMOC-Vorsiulenderi-
vatisierung ist wegen der grossen Anpassungsfihigkeit der Analysengerite eine
gute Alternative zur IEC. Den Laboratorien, die ausschliesslich und mit grosster
Genauigkeit Aminosiuren zu bestimmen haben, wird dennoch empfohlen, weiter-
hin mit Ionenaustauschchromatographen zu arbeiten.

Die Leistung der neuen Methode «Aminoquant II» (2) fiir die Bestimmung von
Cystin und Cystein ist schwer zu bewerten. Sie wurde von nur 4 Laboratorien (in

Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 83 (1992)
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§ Tabelle 7. Relative Wiederhol- und Reproduzierbarkeit der verschiedenen Proben

Standardlésung Getreide-/Milchproduktemischung Molkenproteinkonzentrat Futtermittel

IECERSHRECH ITEC S SHPEGE R TEC S BSETRPIC S TE GSISHPICE IS IEC S| SHPTICHISIEC S SHPLC R IECESISHPUCH [SSIEC SN N HPILE

rel. » rel. 7 rel. R rel. R rel. 7 rel. 7 rel. R rel. R rel.r rel. r rel. R rel. R rel. 7 rel. rel. R rel. R

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

ASX 4,6 20 | SRR 3 S N OB 1 7. 282200 B 005 1638 470|255 27 61| S 8 | 4 7 | 20381 R 750

GLX 4,8 5ok | 17,40 [ 15,7818 6,50 |16 SR 7, A 2634 1S A R LOAR| SN 16;50 509,30 9,4 | 146,38 1826381 5351

SER 6,7 DSl | 24,38 10 N LI 20:08 10 41 B35 4 1 752 20 | L9 2F R4 015 1 IR 31 28| B4 3 4 R 34 o050

HIS 42018 13,00 1116,801 43 DI F RS 9N 13RO 3RS 157010 14,80 [T 19,0806 0l R105: 201812 73| 55 75| £ 80101 =1 82,9,

GLY 74 ;01| 20138 (R 14 510,35 8.6, 7823, 01| 5934 | 8.9 8o 1730050 R 1 42 50 3, 1| 58 5

THR 87/ 728 |3, S8 [ 1RO 1 5 0 e 6178 | 21 O) R 30L 9 |42 752 14,63 17,511 E0E 8,601 i46,58 0823, 41| 51

ALA 5,4 S0 I 60| 15,3510 7,30 | I Z: 08 43 811 2955 15,8 408 1S OIS 4| 4250 B 2215 5016

ARG 4,3 90| 150 14,0] 144 | 185 | 156 364] 85 678 |24 00|23 Ol NS | 4B 3 | 20 81| e 10

TYR 3,0 8,6 | 15,6 | 20,1 Do 1 7,28 Me0 BSR4 8 4118 A 7 RS D O W O | D783 81 65

CYS 900|813, 80 879,38 |11 20,101 5211, 81154, 0|1 214550 540 | i 15,40 128,181 88125,35| B0 72,4118 36,68 173,002 216,181 73,2

VAL S0 2 SN 29, 4028 | 13 OR|s 1 4 1 24501 80 45 285| 16,3] 17,2 | 44,8 | 45,9] 56,6

MET 3,0 81 | 158 | 135) 12,6 | 198 | 258| 50,6 88| 16,6 | 37,5| 52,4| 16,6 | 43,8 | 44,7| 68,6

ILE 8,6 S 1970 R 1220108 6,0 1 1808 041 24 41| 1117 6,001 1 26,41 1 44,6110 18,301 145,15 152,41 61,5

PHE 512 8390 17,00 12301000, 50| 6.2 37,3 | 305 17 6,50 132,30 1 2351 11013,211 143,811 134,411 56,4

LEY 5,0 9282031 12 SHN7. 38 1478 028 Ol 20,0 [ 5,00 |18 0FEEA 1 56585 45,7 0| 5 21,74|052,3

LYS 5,0 T>00 | 12,58 |1 24,811 16,8 8| 115, 18| 201 51| IR61 716,58 116, 1555 (M3 2; 10114 95| L6, 1R MR 37,01 M63 10

PRO | 10,0 | 13,8 21,1 | 233] 159 | 171 | 195| 258] 80| 64| 271| 80| 107 33,9 253| 48,6

TRP 88 | 13,7 | 58,2| 130,0f 4,0 24,6 20,2 80,9

relative Wiederholbarkeit (innerhalb Laboratorien)
relative Reproduzierbarkeit (zwischen Laboratorien)

[
o

o
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Tabelle 8. Relative Reproduzierbarkeit der Aminosiurenwerte (Durchschnitt
samtlicher Proben)

relative Aminosiurenbestimmung mit JEC Aminosiurenbestimmung mit HPLC
Reproduzierbarkeit
0-25% ASX, GLX, SER, GLY, THR, keine

ALA, ARG, LEU, LYS, PRO

ASN, GIX, SER GIY THR,
26-50% TYR, VAL METTLE 'PHE TRP|ALA, ARG, TYR VAL MET
ILE PHESLEU 1LYS PRO,FRP

> 50% HIS, €YS§ FIIS 3 @ENS

gewissen Fillen zum erstenmal) verwendet. Ausserdem ist die Nachweisgrenze fiir
das Derivat CYS-MPA bei dieser Methode besonders hoch. Bevor sie fiir Routine-
bestimmungen eingesetzt werden kann, muss sie unbedingt noch verbessert wer-
den. Die Bestimmung von Prolin lisst sich dank der Verwendung eines zweiten
internen Standards deutlich verbessern.

Zusammenfassung

In dieser Arbeit werden die Resultate eines Ringversuches fiir die quantitative Bestim-
mung von Aminosiuren in verschiedenen Proteinhydrolysaten mitgeteilt. Am Ringversuch
waren 21 Laboratorien mit drei verschiedenen chromatographischen Verfahren beteiligt: IEC
(15), RP-HPLC (8 mit 2 Varianten) und GC (1). Zur Beurteilung des Matrixetfektes auf die
Analyse wurden vier Probentypen analysiert: eine Aminosiure-Standardlésung, ein Molken-
proteinkonzentrat, ein Gemisch aus Getreide und Milchprodukten und ein Futtermittel. Die
Analysenresultate fiir die zwanzig Aminosiuren (einschliesslich schwefelhaltige Aminosiu-
ren und Tryptophan, die verschiedenen Hydrolysen unterzogen worden waren) wurden in
g/kg Trockenmasse angegeben und nach der ISO-Norm 5725 ausgewertet. In diesem Versuch
konnten die Vor- und Nachteile der verschiedenen Bestimmungsmethoden aufgezeigt wer-
den. Die IEC ist praziser (» und R) als die HPLC. Die mittels IEC und HPLC erhaltenen
Resultate weisen fiir alle Aminosiduren (ausser Cystin) eine gute Ubereinstimmung auf. Die
Matrix der analysierten Proben spielte eine grosse Rolle (Hydrolyse). Die besten r- und
R-Werte wurden mit der Standardlésung, die schlechtesten mit dem Futtermittel erzielt.

Résume

Le présent travail rapporte les résultats d’un essai collaboratif effectué sur le dosage des
acides aminés dans divers hydrolysats de protéines. 21 laboratoires y ont effectivement
participé, utilisant 3 techniques chromatographiques: IEC (15), RP-HPLC (8 avec 2 varian-
tes) et GC (1). Afin d’évaluer I'influence de la matrice sur ’analyse, 4 types d’échantillons ont
été considérés: une solution standard d’acides aminés, un concentrat de protéines lactiques,
un mélange de céréales et de produits laitiers et un fourrage. Les résultats des dosages des 20
acides aminés (dont les acides aminés soufrés et le tryptophane, aprés des hydrolyses
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différentes), exprimés en g/kg de matiere séche, ont été évalués selon la norme ISO 5725. Cet
essal passe en revue les avantages et les inconvénients des diverses méthodes de dosage: les
analyses par IEC sont plus précises (r et R) que celles par HPLC. Les valeurs obtenues par
IEC et HPLC concordent pour ’ensemble des acides aminés dosés, sauf pour la cystine. La
matrice des échantillons analysés joue un grand rdle (hydrolyse). Les meilleures valeurs de »
et R ont été obtenues avec la solution standard, les moins bonnes avec le fourrage.

Summary

This paper reports the results of an interlaboratory study of quantitative amino acid
determinations in different protein hydrolysates. 21 laboratories participated in the test using
three chromatographic techniques: IEC (15), RP-HPLC (8 with 2 variants) and GC (1). To
evaluate the matrix effect on the analysis, four types of samples were considered: an amino
acid standard solution, a milk protein concentrate, a mixture of cereals and milk products
and a feed sample. The results of determination of the twenty amino acids (including
sulphur-containing amino acids and tryptophane after different hydrolyses) were expressed
in g/kg dry matter and evaluated according to ISO standard 5725. This test shows the
advantages and disadvantages of the different methods applied: IEC is more precise (v and
R) than HPLC. The values obtained by IEC and HPLC are in agreement for all amino acids
except cystine. The matrix of the analysed samples plays a great role (hydrolysis). The best »
and R values were obtained with the standard solution, the worst with the feed sample.
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