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Seit der Einfiihrung chromatographischer Verfahren zur Trennung und Be- 
stimmung von Amino&uren ,ist eine ausserordentlich grosse Zahl von Publikationen 
iiber Methoden und deren Anwendungen auf den verschiedenen Fachgebieten er- 
schienen. Uber die Genauigkeit der einzelnen Bestimmungsverfahren werden meist 
recht optimistische Werte angegeben, die einer exakten Priifung nicht immer stand- 
hielten. Seit Jahren versuchen wir daher, innerhalb des Quedlinburger Arbeitskreises 
fur Eiweissanalytik u.a. die verschiedenen Aminos%urebestimmungsmethoden 
auf ihre Leistungsf$higkeit zu tiberprtifen, indem entsprechende Analysenproben an 
Institute verschiclct werden, die sich besonders mit der Amino&i.ureanalytik befassen. 
Die Ergebnisse werden dann auf einem mehrtggigen Symposium mit den Bear- 
beitern ausgewertet, urn so zu m8glichst leistungsf&higen Methoden zu kommen. 

Ini Jahre 1961 wurde an 14 Institute eine nicht &her bezeichnete Eiweiss- 
probe (Eialbumin) verschickt 1. Nach einer einheitlichen Vorschrift zur Bestimmung 
der Trockensubstanz uncl der Hydrolyse wurden die Aminosauren mit Hilfe der in 
den einzelnen Instituten angewandten Methoden analysiert und zwar in g Fsllen 
saulenchromatographisch, in 4 F%llen papierchromatographisch und in 3 Fallen 
mikrobiologisch. Die erhaltenen Werte wiesen generell eine erheblich grijssere Streu- 
breite als -J= 3 y0 auf. Bei der Auswertung der Ergehnisse ist jedoch zu beachten, dass 
zu den eigentlichen Bestimmungsfehlern die durch die Hydrolyse bedingten variieren- 
den Verluste hinzukommen. 

Im Jahre 1962 wurde der Teilnehmerkreis erweitert, und fiir die Enquete 
wurden 3 Analysenproben verschickt2: 2 Proben waren Mischungen aus 19 chromato- 
graphisch reinen Aminosauren, Die 2 Mischungen wurden von neutraler Stelle ein- 
gewogen, in einem bestimmten Volumen geldst und aliquote Teile davon gefrier- 
getrocknet und in Poly5.thylenfltischchen an die Untersucher verschickt. Bei der 
ersten Probe, Substanzgemisch A, wurde die genaue Zusammensetzung mitgeteilt ; 

diese Mischung sollte als Eichprobe verwendet werden. Das Substanzgemisch I3 
bestand aus denselben Aminos&uren, aber in einem anderen Mengenverh8ltnis. 
Eine weitere Analysensubstanz, Analyse C, war ein lyophilisiertes Hydrolysat eines 
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Eiweisspraparates. In Probe B und C war der absolute Gehalt der einzelnen Amino- 
s&n-en zu bestimmen. Damit sollte der eigentliche Analysenfehler bei der Amino- 
saurebestimmung untersucht werden. Durch die Analyse des lyophilisierten Eiweiss- 
hydrolysates (Baktopepton) sollte der Einfluss der Hydrolysennebenprodukte auf 
die Aminosaurebestimmung festgestellt werden. his Ergebnis zeigte sich, dass bei 
der B-Analyse, die aus einer Mischung reiner Aminosauren bestand, wo ausserdem 
die Miiglichkeit gegeben way, aufgrund der Kenntnis der Zusammensetzung der 
A-Analyse einen Iiorrekturfaktor zu beriicksichtigen, die Abweichunger) der papier- 
chromatographisch erhaltenen Werte vom theoretischen Wert ganz erheblich grosser 
waren als bei den s~ulenchromatograpl~ischen Werten, die aber such hier wieder 
in fast allen Fallen den Fehlerbereich von & 3 o/0 tiberschritten. Bei den Ergebnissen 
der C-Analyse liess sic11 keine prozentuale Abweichung vom theoretischen Wert 
errechnen, da dieser fiir das verschickte Baktopepton-Hydrolysat nicht existiert. 
Rei der Untersuchung des Hydrolysates (Probe C) sollte festgestellt werden, ob die 
Abweichungen der Ergebnisse der einzelnen Untersucher sich in derselben Grdssen- 
ordnung bewegen wie bei der B-Analyse. Die Zahlen zeigen aber eine wesenthche 
Uberschreitung des Streubereiches der Ergdbnisse der B-Analyse. 

An der Enqu5te und dem Symposium 1964 beteiligten sich Fachkollegen von 
35 Instituten aus IO Nationen, welche in Tabelle I angeftihrt sind. 

Als Analysenaufgabe war gestellt : 

(A) Ein fertiges Proteinhydrolysat auf den Gehalt an Aminos&uren zu unter- 
suchen. 

(B I) Ein Protein nach eigener Methode zu hydrolysieren und die Amino- 
stiuren zu bestimmen. 

(B 2) Das gleiche Protein wie B I nach oxydativer Vorbehandlung zu hydroly- 
sieren und die Aminosauren zu bestimmen. 

Den Teilnehmern war nicht bekannt gegeben, dass es sich in allen 3 F&llen 
urn das gleiche Humanserumalbumin handelte. Weiterhin war der Stickstoffgehalt 
der Probe B I anzugeben. An alle Teilnehmer waren umfangreiche Fragebogen iiber 
methodische Einzelheiten verschickt worden. Mit der Frage A sol&e tiberpriift 
werden, ob die grossen Abweichungen der Aminosgurewerte der Hydrolysate von 
Ig6r und 1962 sich verringert haben. Durch Vergleich der Analysen A und I3 I sollte 
der zusatzliche individuelle Wydrolysenfehler und durch Vergleich von B I und B z 
der Einfluss der oxydativen Vorbehandlung auf die einzelnen Aminosauren festge- 
stellt werden. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle II nach der jeweilig benutzten 
Methodik zusammengestellt, und zwar wurden : 

Analysen 1-4 mit vollautomatischen Geraten der Firmen Beckman, Phoenix 
usw.a; 

Analysen 5-12 mit dem Gergt nach HANNIG der Fa. Bender und Hobeina; 
Analysen 13-17 mit der alternierenden Fral~tionssammlermetl~ode nach 

MATT~AS~ ; 

Analysen 18-21 mit der Fraktionssammlermethode nach MOORE UND STEIN”; 
Analysen 22-23 mit Hilfe der Papierchromatographie; 
Analysen 24-26 mikrobiologisch ; 

Analyse 27 mit speziellen Methoden durchgefiihrt. 
Die Probe A wurde 48 Stunden mit 0 N Sal&i,ure im Verhaltnis Protein zu 

Saure I : IOOO durch Erhitzung im Olbad (125~) am Rtickfluss hydrolysiert. Die er- 
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TABELLE I 

Institut fiir organische Chemie und Biochemie der Tschcchoslowalcischcn Akademie dcr Wissen- 
schaften, Prng 

Forschung~institut fiir tierische Erzcugnisse dcr Tschechoslowalcischen Akadcmie der Landwirt- 
schaftswissenschaften, Uhrineves/Prag 

PaltultBt clcr Wisscnschaftcn dcr UnivcrsitBt Bordeaux, Biochemisches Laboratorium, Bordeaux 
Physiologisch-Chcmisches Institut der Medizinischcn Akademie, Lublin 
Institut fiir Tierernahrung und Ticrphysiologic cler Polnischen hkaclemic der Wissenschaften. 

Jablonna/Warschau 
lnstitut fi_ir Pflanzcnziichtung cler Polnischcn Akadcmic dcr Wisscnschaften, Poznafi 
Zentralinstitut fiir lanclwirtschaftliche Forschung, Institut fiir zootechnischc Untersuchung, 

Bultarcst 
Institut fiir Organische Chemic cler UniversitBt Base1 
Institut fiir PRanzenzitchtung der Akaclemie cler Landwirtschaftswissenschaften, Lcningracl 
Landwirtschaftlichc I-Iochschule, Gorki ( UdSSR) 
Institut fiir ErnDhrungswissenschaft, Budapest 
Forschungsinstitut fiir Leclerindustrie, Budapest 
Medizinische Universil5.t. Medizinisch-Chemisches Institut, Budapest 
Pharmakologischcs Institut cler Medizinischen Altaclemie. Magdeburg 
Deutsches Wollforschungsinstitut an der Rheinisch-Westf&lischen Technischen Hoclzscl~ule, 

Aachcn 
Tnstitut f iir Veteringr-Biochemie der UniversitZt Berlin, Berlin-Dahlem 
Landwirtschaftliche Forschungssnstalt Biintehof, Hannover-Kirchrodc 
Physiologisches Institut cler TierBrztlichen Hochschule, Hannovcr 
Max-Planclc-Institut fi.ir Eiweiss- uncl Lederforschung. Miinchen 
Institut f iir Biochemic der Veterin$rmedizinischen Fakult5t dcr Humboldt-Universitkt Berlin 
Institut ftir Pharmalcologie der Dcutschen Akaclemic dcr Wissenschaften zu Berlin, Berlin-Buch 
Kranlcenhaus Dresden-Friedrichstadt, Chemisches Zentrallaboratorium, Dresden 
Deutschcs Lederinstitut, hbteilung Forschung Frciberg (Sachsen) 
Institut ftir Kulturpflanzcnforschung der Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin, 

Gaterslcben 
Physiologisch-Chemisches Institut der Martin-Luther-Univcrsit&t Halle-Wittenberg, I-Ialle 
Institut ftir Tiererntihrung der Martin-Luther-Universittit Halle-Wittenberg. Halle 
Institut ftir Tiercrntihrung der Fricdrich-Schiller-Universittit, Jena 
Physiologisch-Chcmisches Institut cler Karl-Marx-UnivcrsitSit;, Leipzig 
Institut ftir Stabile Isotope der Dcutschen Alrademic der Wissenschaftcn zu Berlin, Leipzig 
Institut fiir Vcrfahrenstechnilc der Organischen Chcmie der Deutschcn Akaclemic der Wissen- 

schaften zu Berlin, Leipzig 
Klinilc fiir Hcrz- und Gefasschirurgic der Karl-Marx-Universit&t, Leipzig 
Medizinische Klinilc der Karl-Marx-‘Universittit, Leipzig 
Institut ftir Erntihrung dcr Deutschen Akaclemie der Wissenschaften zu Berlin, Potsdam-Rchbriicltc 
Institut fiir Pflanzenztichtung der Deutschen Altademic der Landwirtschaftswissenschaften zu 

Berlin, Quedlinburg 
Oslcar-Kcllner-I.nstitut fi.ir ?‘ierernshrung der Deutschcn Alcadcmic der Lanclwirtschaftswissen- 

schaften zu Berlin, Restock 

haltenen Werte der einzelnen Untersucher zeigen unabh8ngig von der angewandten 
Aminosk.urebestimmungsmethode eine erheblich geringere Abweichung der ent- 
sprechenden Amino&iurewerte untereinander im Vergleich zu den friiheren EnquGten, 
jedoch wurde in vielen FBllen irnmer noch die geforderte Fehlergrenze von & 3 yO 
iiberschritten. Vergleicht man die Abweichung der einzelnen Werte von A und I3 I 

untereinander, so zeigt sich ganz deutlich der grosse Einfluss der jeweils angewandten 
Hydrolysenmethode auf die Ergebnisse, 
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TABELLE II 
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&I 
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4.94 
2.91 
3.78 
3.47 

16.62 
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18.10 

4.30 
4.33 
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1.40 
1.4G 
1.50 

8.07 
8.40 
8.34 
7.00 

5::: 

1.13 
I.64 
I.51 

I.62 
1.71 
1.71 

II.75 
12.45 
12.31 

4.40 
4.64 

- 

7.51 
7.76 
6.57 

- 

10.9 
10.0 
IO.7 

4.3 
4.7 
4.4 

3.2 

;:: 

16.9 
17.3 
17.6 

a.95 
8.75 

4.28 
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2,Gg 
4.48U 
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- 

3.88 
3.84 5.2 

5.2 

2.0 
s.G 
I.4 
0.0* 

I.14 
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- 

7.35 
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- 

6.30 
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- 
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- 
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- 
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- 

0 
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- - 
- - 
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- 0 
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0.19 
O.IB 
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I.0 
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1.1 
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0 
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- 0.86 I.7 
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17.17 10.27 11.0 
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4.27 6.39 s.9 
G.44 4.64 5.5 

- 4.50 5.4 
3.41 1.10 - 
3.29 1.18 - 
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- 
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- - 

Spur011 4.1 
- s.o 
- - 

I.SI I.5 
- I.7 
- - 

7.55 
-- ;:o' 
- - 

G.78 
_- ::i: 
- - 

Spurcn I.2 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
10.8 
IO.5 
- 

34.G - 
- - - 
11.2 
IS.5 
- 

3”:: - 
I..5 
I.9 

- 

J:Z - 
5:: - 
1.8 
2.1 

- 

s. Lcu 
9. Lcu 
- 

15.6 
X5.5 

I.99 4.7 2.38 - 
3.58 3.7 5.83 - 

- (083) - 
- - - 
- - - 
- - - 
- - - 
- - A 

- - - 

4.59 4.9 - 

- - 

- 
:::, - 

- - - 

- - - 

- - - 

- - - 

- - - 

- - - 

- - - 

- - - 

- - - 

- - - 

- - - 

- - - 

- - - 

- - - 

- - - 

- 6.8 - 
- - 
- 5:: - 

- 
- 
- 

- 
- 

- 
- 

8.9 
13.0 
- 

4.8 
4.9 

- 

$25 
- 

13.8 
15.2 
- 

4:': 

1.G 
1.G 

- 

7.8 
7.0 

z:"o 
- 

I.3 
0.8 

- 

2.3 
2.3 

- 

10.1 
9.2 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 

1~36 1.1 1.13 - 
1,go I .4. 1.3s O.SZ" - 

- 
- 
- 
- 
10.31 
- 
- 

5.03 
- 
- 

7.05 
- 
- 

0 
- 
- 

G.s4 
- 
- 

10.07 
- 
- 

S-S2 
- 
- 

0.9 
- 

s.Lcu 
s.Lcu 
- 

12.9 
II.8 
- 

4.0 
4.1 

- 

G.s 
6.2 

- 

3.1 
4.4 

- Spurcn 
- 1.0 
- - 

3.2 - 

3-o - 
- - 

11.0 58 
11.b 909 
- - 

G.I 2.5 
5.5 5.7 

- -. 

- - 
- - 
- - 

*mpllor. 
Bstg. 

ssp. II 8.49' &J.4S.Sp.I3 14.5 

- -- 
- 2.4 - 
- 2.1 - 
- 2.0 - 
- 11.2 - 
- 11.0 - 
- IO.7 - 

3*77 4.1 - 
3.83 4.1 - 
- (o.?G) - 

G,S4 7.2 - 
G.Ss G-8 - 

- 0.7 - 
-- - 
- 0.22 - 
-- - 

2*87 3.2 - 
2895 3.2 - 

- 2.0 - 

- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
3.3P 

- 

- 
- 
- 

c*94* 
- 

3.9 
4.0 

6.6 
G.o 

- - - 

11.3 
1I.G 

- 0 - 

s.gG 3.0 3.4 
1.11 - 3.0 

-- 0*7 
8.72 12.1 12.9 
8.79 - 12.0 

-- II.5 

6.45 G.I G.5 

s'23 - % -- 

I.24 I.2 1.4 
0.49 - I.4 

-- I.5 

- 
IO,92 12.1 12.36 - 
g,Bo 12.3 x3.24 - 
- 12.G - - 
- 2:; -- 
4.70 '- - 

- 6.2 - - 
_--- 

- 
- 

*Jodorn. 
Bstg. 

* Dowox 
so 

f-l-Q 
16.48 

** Ii PS 

++-tcy 
12.73 IS.G3 - IS.1 IS.3 rq.G 

. 
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Bei den Ergebnissen der I3 2-Analysen tiberrascht, class bei der Bestimmung 
von Methionin als Methioninsulfon ein hoher Prozentsatz der Untersucher weniger 
Methionin findet als bei der Hydrolyse ohne oxydative Vorbehandlung, und %hn- 
liches trifft such ftir die Cystein/Cystin-Werte zu. Urn festzustellen, welchen Einfluss 
die oxydative Vorbehandlung auf die tibrigen Amino&i.urewerte hat, sind bei dieser 
Analyse alle Aminosauren bestimmt worden. Erwartungsgemass wurcle dabei das 
Tyrosin vollstandig und Histidin und Phenylalanin zum erheblichen Teil zerstijrt. 

Diese Diskussionen der Werte der Tabelle II kiinnen nur allgemeine Gesichts- 
punkte hervorheben. Die aufgrund des grossen Zahlenmaterials sich ergebenden 
Probleme sind auf dem Symposium in Quecllinburg im einzelnen ausftihrlich er- 
iirtert worden. 

Die Internationale Aminosaure-Enquete und das Internationale Symposium 
tiber Aminosaureanalytik in Quedlinburg 1964 haben also gezeigt, dass die zur Zeit 
in der Literatur publizierten Werte nicht den absoluten Charakter tragen, wie er 
ihnen meistens beigemessen wird. Die bei der Auswertung des Zahlenmaterials sic11 
ergebenden Probleme sind die Ausgangsbasis ftir die Fragestellungen der n$chsten 
Aminosaure-Enquete. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Zur Uberprtifung der z.2. gebrauchlichsten Aminosaure-Bestimmungsmethoden 
wurde fur das IV. Internationale Symposium des Quedlinburger Arbeitskreises ftir 
Eiweissanalytik ein internationaler Analysenvergleich durchgeftihrt. An dieser 
EnquBte beteiligten sich 27 Institute aus 8 Nationen. In einer Tabelle sind die Ergeb- 
nisse unter Angabe der Methodik zusammengestellt. Bei der Auswertung cler Be- 
funde auf clem Symposium wurde festgestellt, dass bei wiederholten Bestimmungen 
in den einzelnen Instituten bei der s~ulencl~romatographiscl~en und mikrobiolo- 
gischen Methode die Abweichungen etwa rt 3 oh betrugen, die Werte zwischen den 
Instituten jedoch wesentlich grosser-e Streuungen ergaben. Daraus wird die Schluss- 
folgerung gezogen, dass die z.Z. in der Literatur publizierten Werte nicht den ab- 
soluten Charakter tragen, wie er ihnen meistens beigemessen wird. 

SUMMARY 

In order to test the methods for determining amino acids most often used at 
present, a comparison of analyses was made on an international basis for the 4th 
International Symposium on Protein Analysis, held in Quedlinburg. Twenty-seven 
institutes in eight countries took part in this investigation. The results, together 
with the techniques used, are summarized in a table. On evaluation of these findings at 
the Symposium it was established that, for column chromatographic and micro- 
biological methods, repeated determinations carried out at the same institute showed 
deviations of about & 3 %. On the other hand the variations between the different 
institutes were much greater. From these findings it was concluded that the values 
published in the literature do not have the absolute character which is usuaily as- 
cribed to them. 

. 
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