W F‘IM[%?—INFORMATION W

November 1981/235 PW
Forschungsanstalt
fir Milchwirtschaft

CH-3097 Liebefeld-Bern




Inhaltsverzeichnis

Seite
Einleitung 1
Allgemeine Angaben 1
Auswertung der Trocknungsresultate 2
Probenmaterial 2
Ausflhrung der Analysen 2
Anzahl Ausreisser 3
Teilnehmende Labors (ohne Ausreisser) 4
Ringversuchsauswertung nach 1SO Norm 5725 5
Standardldsung 5
Getreide-/Milchproduktemischung 6
Molkenproteinkonzentrat 7
Futtermittel 8
Vergleich der Mittelwerte von HPLC und IEC 9
Wiederhol- und Reproduzierbarkeit der verschiedenen Proben 10
Durchschnittliche Wiederhol- und Reproduzierbarkeit 10
Wiederhol- und Reproduzierbarkeit der einzeinen Aminoséduren (Durchschnitt aller Proben) 11
Schlussfolgerung 12
Anhang:
Graphische Darstellung aller Einzel- und Mittelwerte der verschiedenen Methoden 13-53

Graphischer Vergleich der Wiederhol- und Reproduzierbarkeit 54-64




Einleitung

Aufgrund der Neueinfiihrung des Aminoquant Systems von Hewlett Packard und der verschiedenen
damit verbundenen Schwierigkeiten, wurde entschiossen, diese neue Technik mit der bewéhrten
IEC-Technik mit Ninhydrin-Nachsé&ulenderivatisierung in einem Ringversuch zu vergleichen. Auch
solite in diesem Ringversuch der Einfluss der Matrix, die Hydrolysetechnik, die Oxidation von
Methionin und Cystin/Cystein und die chromatographische Auftrennung/Auswertung Gberprift
werden.

Allgemeine Angaben

Total 21 teilnehmende Laboratorien aus 4 LaAndemn
(Schweiz, Deutschland, Frankreich und Italien)

Anzahl Methode Anzahl | Beschreibung der Methoden
total

Diese Labors arbeiteten mit klassischen

15 IEC Aminoséureanalysatoren (lonenaustauschersdulen) und
Nachsé&ulenderivatisierung mit Ninhydrin fir
photometrische Bestimmung bei 570 und 440 nm.
(Bltikofer et al: Chromatographia 31, 441-447 (1991))
Neuste OPA/FMOC Vorsaulenderivatisierungsmethode

4 von Hewlett Packard (Aminoquant Il) mit welcher die
Bestimmung von Cystin/Cystein méglich sein sollte.
Hochempfindliche Fluoreszenz-Detektion.

8 HPLC 4 Labors arbeiteten nach der abgeénderten Aminoquant |
Methode (Bltikofer et al: Chromatographia 31, 441-447

4 (1991)) oder einer dhnlichen Methode auf einer 4-4.6 mm
Hypersil Sdule mit einem zweiten internen Standard fur
Prolin. Hochempfindliche Fluoreszenz-Detektion.
Veresterung der freien Carboxygruppen mit iso-Butanol-
HCI und Acylierung der Aminogruppen mit

1 GC Pentafluorpropionsaureanhydrid. Trennung der flichtigen
Derivate auf einer unpolaren S&ule. Um Interferenzen zu
vermeiden wird mit einem Stickstoff selektiven Detektor
gearbeitet (W. Biiser: Schriftenreihe fiir Humanernihrung
und Lebensmittelkunde der Christian-Albrechts-Universitat
zu Kiel, Heft 1 (1986)).

2 Labors flihrten mehr als 1 Methode durch { maximal 24 Resultate)
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Auswertung der Trocknungsresuitate

Vorschrift fiir die Trockenmasse (TS) Bestimmung

Bestimmung des Gehaltes an Wasser und fliichtigen Substanzen durch Trocknungvon 2 +0.2 g
Probe wahrend 3 h bei 103 = 2 "C bei Luftdruck und danach Abkihlung im Exsikkator und
Rickwégung. Danach weitere Trocknung in 1 h Perioden, bis Gewichtsabnahme kleiner als 0.002 g.
Die Trocknungsresultate sind auf eine Stelle nach dem Komma anzugeben.

Probe |Bezeichnung Anzahl Mittelwert Median Sx
Messwerte
[] [o/kg TS] | [ghkg TS] |[g/kg TS]
1 Futtermittel 32 898 899 3.4
2 Molkenproteinkonzentrat 30 941 941 3.9
3 Getreide-/Milch- 31 958 958 4.2
produktemischung '

g 2 —T .
s
gar —T+— -
[=]
OL‘.. 1 | | 3
880 900 920 940 980 980
TS (MS) lg/kg!
Probenmaterial
Probe |Bezeichnung Trockensubstanz Stickstoffgehalt Fettgehalt
1 Futtermittel 898 g/ kg 22.5gN/kg 52 g/kg
2 Molkenprotein- 941 g /kg 123.1 gN/kg 77 g/ kg
konzentrat
3 Getreide-/Miich- 958 g/ kg 20.2gN/kg 145 g/ kg

produktemischung

4 Standardldsung
(Konzentration

1-4 pmol/ mije
Aminoséure)

Ausfihrung der Analysen

Samtliche Hydrolysen und chromatographische Trennungen wurden dreifach ausgefuhri.




Anzahl Ausreisser

Standardidsung

Gietreide-/Milch-
roduktemischung

Molkenprotein-
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Teilnehmende Labors
(ohne Ausreisser)

Methode IEC Methode HPLC
Anzahl Anzahl
min max min max

ASX 10 11 6 7
GLX 10 11 7 7
SER 11 13 7 7
HIS 12 15 6 7
GLY 11 12 7 7
THR 10 12 6 7
ALA 11 13 6 7
ARG 11 13 8 7
TYR 11 14 6 7
CYS 10 11 3 5
VAL 12 14 8 8
MET 10 12 7 7
ILE 12 13 6 7
PHE 12 13 6 7
LEU 10 14 6 7
LYS 12 13 6 7
PRO 11 13 5] 7
MSO 5 5

CYA 3 7

TRP 5 6 2 2




Standardlosung

Methode IEC Methode HPLC dHPLC
n (0] r R MR | n ¢ r R R | ¢IEC
[ 1 _lokaTS] [gka TS| [okgTs] [ ] [ 1 lokgTs] [gkg TS) fokgTs]_ [ ] [%]

ASX 11 41 0,49 047 04 7 413 038 1,46 0,26 101
GLX 11 419 02 073 027 7 421 023 066 0,35 100
SER 13 4,04 0,27 0,98 0,28 7 4,1 04 0,79 0,51 101
HIS 12 404 0,17 068 025 6 437 057 1,9 03 108
GLY 12 4,08 0,3 083 038 7 42 0,23 0,61 0,38 103
THR 11 4,07 0,23 056 041 7 404 0,29 0,47 0,62 99
ALA 13 4,04 022 0,71 0,31 7 4068 036 0,62 0,58 100
ARG 13 373 0,6 056 029 7 379 034 053 0,64 102
TYR 11 404 0412 0,63 0,19 7 407 0,35 0,82 043 101
CYS 11 1,16 011 092 012 5 369 051 4,43 0,12
VAL 12 4,04 0,14 069 02 8 394 051 1,16 0,44 98
MET 11 4,06 012 064 0,19 7 406 033 055 06 100
ILE 13 39 034 0,78 044 7 403 035 049 0,71 102
PHE 12 405 021 069 03| 7 406 036 05 072 100
LEU 13 3,99 0,2 08 025 7 415 038 0,63 0,72 104
LYS 12 3821 0,16 04 04 7 302 022 075 0,29 94
PRO 11 3,89 04 084 048 7 381 054 0,91 059 g8
MSO
CYA 3 1,7 013 2,08 0,086
TRP
Mittelwert HPLC/IEC samtlicher Aminosauren [%] 101
Standardabweichung HPLC/IEC s@mtlicher Aminosauren [%6] 3
Varhéltnis Mathionin/Methioninsulfon {MET/MS0O*100) [%6]
Veorhéltnis Cystin/Cysteinsédure (CYS/CYA*100) [%] 68

¢=
nes=
r=
R=

/R=

Gewichteter Mittelwert

Anzahl Labors
Wiederholbarkeit (innerhalb Labors)

Reproduzierbarkeit (zwischen Labors)
Prazisionsverhilnis
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Getreide- / Milchproduktemischung

Methode IEC Methode HPLC $ HPLC
n 0] r R R | n 1] r R R | ¢IEC
(] JokaTs] [okg TS} [gkgTS] [ ] [ 1 [oxgTS] fokg TS [okgTs] [ ] [%]

ASX 11 1058 1,48 2385 05| 7 11,27 194 344 0,56 107
GLX 11 2549 165 443 037 7 2698 445 7,11 0,63 106|
SER i1 669 074 1,3 057 7 703 143 249 057 105
HIS 14 383 034 231 0,15 6 3,53 04 1,12 0,36 az
GLY 12 339 0,35 081 043 7 362 133 2,15 0,82 107
THR 12 523 083 11 075| 7 569 095 1,76 054 109
ALA 11 492 036 073 049 7 525 089 155 057 107
ARG i1 584 084 081 092| 7 637 118 282 051 109
TYR 12 577 055 295 0,19 7 605 104 293 035 105
CYs i0 055 012 118 041 3 721 383 389 1
VAL 14 7,59 07 238 029 6 857 1,11 18 082 113
MET 11 302 038 078 049 7 318 0863 161 0,39 105
ILE 13 589 0,37 1,79 0,21 6 6£93 096 1,69 0,57 7118
PHE 13 656 062 2456 025| 7 662 107 202 053 101
LEU 14 1131 082 327 025 6 1285 189 257 0,74 114
LYS 12 791 054 162 033 7 783 118 483 024 99
PRO 12 1015 1,61 1,98 0,81 7 10,61 181 274 0,66 105
MSO 5 338 072 072 1
CYA 7 203 043 1,77 0,24
TRP 5 1,7 0145 099 0,15 2 233 032 303 011
Mittelwert HPLC/IEC samtlicher Aminoséuren [%] 106
Standardabweichung HPLC/IEC s&mtlicher Aminosauren [%] &
Verhaitnis Methionin/Methioninsulfon (MET/MSO*100) [%e] 89
Verhalinis Cystin/Cysteinsdure (CYS/CYA*100) [%] 27

¢=
n=
r=
R=
IR =

Geawichteter Mittelwert

Anzahl Labors
Wisderholbarkeit (innerhalb Labors)

Reproduzierbarkeit (zwischen Labors)

Praz

isionsverhalinis




Molkenproteinkonzentrat

Methode IEC Methode HPLC $ HPLC
n ¢ r R M | n ¢ r R "R | ¢IEC
[] [oxgTs] loxkgTS] [okgTS] [ ] [1 takgTs} [gkgTS] [okgTS] [ ] [%]

ASX 11 9481 644 2228 0,29 6 1007 471 2775 0,17 106
GLX 111542 129 2547 051 7 1529 15987 60,09 027 99
SER 11 4758 344 912 038 7 4566 42 1851 023 96
HIS 15 1786 256 1715 0,i5 7 1288 256 1355 0,19 72
GLY 11 1689 1,51 292 0,52 7 1624 134 8,76 0,15 96
THR 10 62871 264 914 0,29 6 6511 466 11,37 041 104
ALA 11 44,13 256 573 045 6 4663 205 573 036 106
ARG 12 2347 199 576 0,35 6 2399 1,6 551 0,29 102
TYR 14 2829 388 8,97 043 6 2747 112 382 0,29 97
CYS i1 13,81 2,12 173 012 3 24,23 68 1755 0,39 175
VAL 13 4941 396 14,06 0,28 6 5425 246 8,83 0,28 110
MET 12 201 1,77 754 0,23 7 1847 3,06 967 0,32 82
ILE 12 51,8 6,07 1366 0,44 6 5462 325 2436 0,13 105
PHE 13 29,83 35 9,64 036 6 298 194 687 028 100
LEU 12 8228 6,57 16,656 0,39 7 9228 504 3834 0,13 100
LYS 12 82,12 535 12,72 0,42 6 8025 1293 2579 05 98
PRO 183 53,75 429 1455 0,29 6 5384 344 429 08 100
MSO 5 1888 1,93 477 04
CYA 6 2244 58 12,01 048
TRP 5 1553 062 382 0,86
Mittelwert HPLC/AIEC s@mtlicher Aminosauren [%] 103
Standardabweichung HPLC/IEC samtlicher Aminoséuren [%] 20
Verhélinis Methionin/Methioninsulfon (MET/MS0O*100) [%] 106
Vearhéalinis Cystin/Cysteinsaure {(CYS/CYA*100) [%] 62

R =

Gewichteter Mittelwert

Anzahl Labors
Wiedsrholbarkeit (innerhalb Labors)

Reproduzierbarkeit (zwischen Labors)
Prazisionsverhéltnis




Futtermittel
Methode IEC Methode HPLC ¢ HPLC
n ¢ r R "M |n ¢ r R 1R | ¢IEC

[ ] [gxgTs) [okaTS] [okgTS]_ [ 1 | [ 1lokaTS] [okaTS] fokgTs] [ ] [%]
ASX 10 11,17 098 2,32 042 11,66 521 875 086 104

GLX 10 31,17 293 836 0,35 2987 1384 1585 09 956
SER 11 688 091 239 038 663 288 391 07 96
HIS 12 33 042 264 9,16 28 156 232 07 85
GLY 11 717 051 237 022 708 301 379 08 99
THR 10 572 048 1,34 037 572 266 2986 09 100
ALA 11 768 0,72 1,7 042 743 316 443 0,7 87

ARG |11__789 093 1,72 0,54
TYR__ [12 433 043 341 0,13
CYS _[10__093 034 201 017
VAL |13 6,99 12 321 037
MET |10 253 042 1,13 037
ILE 12525 046 275 0,17

79 342 483 07 100
47 197 306 06 109
11,69 846 8,48 1
7,7 345 436 08 110
2,74 12 188 086 108
61 275 375 07 116

oY= O3 D] N} BN ST P0) BN BN BT BNF) SN BN SN BN BN

PHE 12 745 098 256 0,38 74 324 417 038 a9
LEU 10 10,97 0,71 238 03 11,27 515 589 09 103
LYS 13 7,1 1,06 263 04 6,73 4,11 4,24 1 a5
PRO 13 11,36 121 287 (42 10,16 344 4,94 07 89
MSO 5 2,74 039 1,89 0,21

CYA 7 334 0,88 407 0,22

TRP 6 1,88 038 152 0,25

Mittelwart HPLCAEC sémtlicher Aminosauren [%] 100
Standardabwsichung HPLC/IEC samtlicher Aminos&uren [%] 8
Vearhalinis Methionin/Methioninsulfon (MET/MSO*100) [%] 92
Verhéltnis Cystin/Cysteinsaure (CYS/CYA"100) [%] 28

¢ = Gewichteter Mittelwert

n=  Anzahl Labors

r=  Wiederholbarkeit (innaerhalb Labors)
R=  Reproduzierbarksit (zwischen Labors)
rfR = Prazisionsverhaltnis




Vergleich der Mittelwerte v
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on HPLC und IEC

Mittelwerte HPLC / Mittelwerte IEC

%ol
Standardidsung |Getreide-Milch- |Molkenprotein-  [Futtermittel
¢ min max produktemischung|konzentrat

ASX 104 101 107 101 107 106 104
GLX 100 96 106 100 106 99 96
SER 100 96 105 101 105 96 96
HIS 89 72 108 108 g2 72 85
GLY 101 96 107 103 107 96 99
THR 103 99 109 99 109 104 100
ALA 102 97 107 100 107 106 97
ARG 103 100 109 102 109 102 100
TYR 103 97 109 101 105 97 109
CYS 175 175 175 175

VAL 108 98 113 98 113 110 110
MET 101 92 108 100 105 92 108
ILE 110102 118 102 118 105 116
PHE 100 99 101 100 101 100 99
LEU 105 100 114 104 114 100 103
LYS 96 94 99 94 g9 98 95
PRO 98 89 105 g8 105 100 89
MSO

CYA

TRP

102,6 Gesamtdurchschnitt HPLCAEC [ %}

11,5 Gesamtstandardabweichung HPLC/EC [%]

96,0 Verhiltnis Methionin / Methioninsulfon [%]
46,2 Verhiltnis Cystin / Cysteinséure [%]
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Wiederhol- und Reproduzierbarkeit
der verschiedenen Proben

Standardlésung Getreide-/Milch- Molkenprotein- Futtermittel
produktemischung |konzentrat
IEC |HPLG IEC HPLC| IEC |HPLC| IEC {HPLC| IEC |HPLC IEC |HPLG IEC |HPLC| IEC | HPLG
rol.t [rel.r {rel. R |rel. R|rel.r |rel.T |rel. R|rel. R|rel.v rel.r |rel. R Irel. R|rel.r {rel.r |rel. Rirel. R
(%] | (%] | [%] | [%] | [%]| [%] | [%]{ [%]]| [%]} [%]| [%] ] [%]]| [%]]| (%] | [%]] [%]
ASX 5 g 11 35 11 17 221 31 7 5 23 28 9 45 21 75
GLX 5 5 17 16 6 16 17 26 8 10 17 39 9 46 271 53
SER 7 10 24 19 11 20 19 35 7 9 19 41 13 43 35| 59
HIS 4 13 17 43 9 11 60 32 14 20 96 | 105 13 56 80 83
GLY 7 5 20 i5 10 37 24 59 9 8 17 54 7 43 33] 54
THR 6 7 14 12 16 17 21 31 4 7 15 17 9 47 23 52
ALA 5 g 18 15 7 17 15 30 6 4 13 12 9 43 22] 60
ARG 4 g 15 14 14 19 16 36 8 7 25 23 12 43 22 61
TYR 3 9 18 20 10 i7 59 48 14 4 32 14 10 42 79] 65
CYS 9 i4 79| 120 22 54 | 215 54 15 28] 125 72 37 73| 216 73
VAL 3 13 17 29 9 13 31 21 8 5 28 16 17 45 46 57
MET 3 8 16 14 13 20 26 51 9 17 38 52 17 44 45 69
ILE 9 g 20 12 3 14 30 24 12 6 26 45 9 45 52 61
PHE 5 g 17 12 9 16 37 31 12 7 32 23 13 44 34| 656
LEU 5 g 20 13 7 15 29 20 7 5 18 42 5] 46 22 52
LYS 5 7 12 25 7 15 20 62 7 16 15 32 15 61 37 863
PRO 10 14 21 23 16 17 20 28 8 6 27 8 11 34 251 49
TRP 9 14 58{ 130 4 25 20 81
Durchschnittliche Wiederhol-
und Reproduzierbarkeit
IEC |HPLC|IEC |HPLC
rel.r |rel.t (rel. Rirel. R
9] [[%]__|[%] |[%]
Futtermittel 13 47 50 61
Molkenproteinkonzentrat g 10 33 37
Getreide-/Milchprodukiemischung 11 19| 40| 41
StandardiSsung 8 9] 21 26
Mittelwert 10 21 36 41

rel. r = relative Wiaderholbatrkeit (innerhalb Labors)

rel. R = relative Reproduzierbarkeit (zwischen verschiedenen Labors)
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Wiederhol- und Reproduzierbarkeit

der einzelnen Aminosauren
(Durchschnitt aller Proben)

IEC HPLC IEC HPLC Prazision
rel.r rel.r rel. R rel.R rel.r HPLC| rel. R HPLC
[%) (%] [%] [%] rel.rIEC rel. RIEC

ASX 8 19 1¢ 42 24 2.2
GLX 7 20 20 34 2,7 1,7
SER 10 21 24 39 2,2 1,6
HIS 10 25 63 66 2,5 1,0
GLY 8 23 24 45 2,8 1,9
THR 9 19 18 28 23 1,6
ALA 7 18 17 29 2,6 1,7
ARG 10 19 19 34 20 1,7
TYR 9 18 44 37 20 0,8
CYS 21 159

VAL 9 19 31 31 2,0 1,0
MET 10 22 31 46 22 1,5
ILE 9 18 32 36 21 1,1
PHE 10 19 30 N 1,9 1,0
LEU 6 19 22 32 29 1.4
LYS 8 25 21 45 30 2,1
PRO 11 18 23 26 1.6 1,1
TRP 8 3 41 33 0,4 0,8

rel..r = relative Wiederholbarkeit (innerhalb Labors)
rel. R = relative Reproduzierbarkeit (zwischen verschiedenen Labors)
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Schlussfolgerungen

Fir die meisten Aminoséuren liefert die lonenaustauschchromatographie (IEC) die prazisesten
Resuitate (r und R). Nur Tyrosin kann mit HPLC praziser bestimmt werden.

Die HPLC- und |IEC-Resultate stimmen fiir sdmtliche Aminosauren ausser Cystin Uberein.

Die gaschromatographische Methode wurde nur von einem Labor ausgefiihrt. Die GC-Resultate
stimmen mit den Werten von HPLC und IEC (iberein ausser bei folgenden Aminosauren: Zu hohe
Werte fiir Serin, Histidin, Arginin und Isoleucin, zu tiefe Werte fiir Tyrosin und Methionin und stark
schwankende Werte flr Cystin.

Relative Reproduzierbarkeiten fur die verschiedenen Aminosduren (Durchschnitt alter Proben):

relative Aminosaurenbestimmung Aminoséurenbestimmung
Reproduzierbarkeit mit IEC mit HPLC
0-25% ASX, GLX, SER, GLY, THR, ALA, keine
ARG, LEU, LYS und PRO
26-50% TYR, VAL, MET, ILE, PHE und ASX, GLX, SER, GLY, THR, ALA,
TRP ARG, TYR, VAL, MET, ILE, PHE,

LEU, LYS, PRO und TRP

> 50 % HIS und CYS HIS und CYS

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

Das Leistungsvermégen der neuen Aminoquant 1l - Methode fur Cystin/Cystein konnte noch nicht
Uberzeugen, da nur 4 Labors diese Methode (zum Teil das erste Mal) anwenden konnten und die
Nachweisgrenze fiir das CYS-MPA-Derivat relativ hoch ist. Diese neue Methode solt weiter
verbessert werden, um in der Routine eingefiihrt zu werden. Die Zugabe eines zweiten internen
Standards fur Prolin brachte deutliche Verbesserungen bei der Quantifizierung.

Die HPLC Methode mit OPA/FMOC Vorsaulenderivatisierung ist eine gute Alternative zu
spezifischen Aminoséureanalysatoren wegen der hohen Flexibilitit ihrer Anwendungen.
Laboratorien, die ausschliesslich Aminosduren und diese prazise zu bestimmen haben, ist auch
weiterhin die Anwendung eines IEC-Aminosdureanalysators zu empfehlen.
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Erklarungen zu erweitertem BOX-Plot

2 = i

ioa 4 i i
i
i

l
I 1
Innere Grenzen

{Interquartiigrenzen + 1.5 Interquartile)
1 |

{
fussera Grenzen (Interquartiigrenzen £ 3 Interquartile)

1. Median

2. Interquartilbereich

3. 95 % Vertrauensintervall (McGill, Tukey und Larsen 1978}
4, Ausserste Werte innerhalb der inneren Grenzen (Whiskers)
* Einzelwert ausserhalb der inneren Grenzen

o Einzelwert ausserhalb der dusseren Grenzen

(* und o wurden fiir dla Auswertung nicht beriicksichtigt)

Erklarungen zu den Ubersichtsgrafiken

| | BOX - Plot

XXY

11

..| Daten der iEC oga | O

261

72
242 | Daten der HPLC ool o

83
233

186 Daten der GC olo

O Einzelwerte der Labors

l arithmetische Mittelwerte der Labors

Gesamtmedian aller Werte und Methoden

XXY Codierung der Labors und Methoden
XX = Laborcode (siehe Begleitbrief)
Y . = Methode 1 (lonenchromatographie |EC)
= Methode 2 {Aminoquant Il HPLC)
= Methode 3 (andere OPA/FMOC Methoden HPLC)
= Methode 6 (Gaschromatographie GC)
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