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Vergleich verschiedener Methoden zur Bestimmung
der freien Fettsduren in Milch und Milchprodukten

H. Hénni und M. Rychener

Eidg. Forschungsanstalt fiir Milchwirtschaft, Liebefeld
Direktor: Prof. Dr. B. Blanc

Einleitung

Freie Fettsiuren kommen, meistens in nur kleinen Mengen, in den verschieden-
sten Milchprodukten vor. Bereits die frisch ermolkene, rohe Milch enthilt solche
Verbindungen in Mengen von 0,8—1,85 Meq/I (1). Diese Bestandteile spielen trotz
ihrer geringen Konzentration oft eine wichtige Rolle fiir den Geruch und den Ge-
schmack der Milcherzeugnisse. So ist z. B. das Butteraroma zwar im wesentlichen
bedingt durch seine Hauptbestandteile Diacetyl und Acetaldehyd. Trotzdem gibt
eine quantitative Bestimmung dieser beiden Komponenten keine Korrelation zur
geschmacklichen Beurteilung der Butter, ein Zeichen dafiir, dafl das volle Aroma,
wie in anderen Lebensmitteln, durch eine Vielzahl von Substanzen erzielt wird.
Unter diesen Substanzen figurieren auch die freien Fettsduren.

Im Kise bilden sich freie Fettsiuren beim Reifungsprozefl. Sie entstehen durch die
Tatigkeit von Mikroorganismen aus Aminosduren (2). Es konnte experimentell
nachgewiesen werden, dafl beispielsweise die Propionsdure aus Aminobuttersdure
und Threonin, die Isobuttersiure aus Valin und die n-Buttersiure aus Norvalin
gebildet werden. Wie ersichtlich, handelt es sich hierbei vor allem um kurzkettige,
mit Wasserdampf fluchtige Fettsauren. Sie konnen durch Destillation aus dem Kaise
abgetrennt und gaschromatographisch untersucht werden. Solche Untersuchungen
werden regelmiflig vorgenommen. Sie sind ein niitzliches Hilfsmittel fiir die Diag-
nostizierung gewisser, bei der Kisefabrikation auftretender Fehler.

Wihrend im Kise ansehnliche Mengen von kurzkettigen freien Fettsiuren zum
erwinschten guten Geruch und Geschmack beitragen, sind solche in anderen
Milchprodukten, sofern sie eine gewisse Konzentration erreichen, hdchst uner-
wiinscht. Es ist bekannt, dafl der ranzige Geschmack, der bisweilen in Rahm, Milch
und besonders Butter wahrgenommen wird, hauptsichlich durch freie Fettsiuren
mit 4 bis 10 C-Atomen verursacht wird. Hier stellt sich die Frage nach der Herkunft
der storenden Fettsiuren. Es hat sich im Verlauf der letzten Jahre immer deutli-
cher gezeigt, dafl die Milch als duflerst komplex zusammengesetzte biologische
Flissigkeit empfindlich auf mechanische oder thermische Belastung reagiert. Als
erste Wirkung solcher Belastungen zeigt sich eine Schidigung der Fettkiigelchen-
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membranen, was zur Folge hat, dafl Fett in die wisserige Phase austritt und sich
mit der Zeit an der Oberfliche der Fliissigkeit als gelbe Schicht ansammelt. Solches
«freies Fett» ist recht anfillig sowohl fiir den hydrolytischen Angriff von Lipasen
als auch fiir oxidative Verinderungen. Die aus dem Triglycerid-Komplex abge-
spaltenen Fettsiuren indern die Geschmackseigenschaften der Milch im negativen
Sinne. Auflerdem wird die Verarbeitung solcher Milch problematisch, da sich der
Gehalt an freien Fettsiuren im allgemeinen nicht vermindert, sondern noch er-
hoht und schlieflich ein Niveau erreichen kann, das dem typischen Fehler «ran-
zig» entspricht.

Aus diesen Griinden ist die qualitative und quantitative Erfassung der freien
Fettsiuren zu einer wichtigen analytischen Aufgabe geworden. Es ist denkbar, daf}
diese Untersuchung als weiteres Kriterium in die allgemeine Milchkontrolle ein-
gebaut wird, vielleicht in Verbindung mit einer Bestimmung des freien Fettes, fiir
welches neuerdings eine brauchbare Methode geschaffen wurde (3).

Methoden zur Bestimmung der freien Fettsiuren sind schon lange bekannt. Es
erscheint niitzlich, aus der groflen Mannigfaltigkeit solche auszuwihlen, die un-
kompliziert, rasch durchfithrbar und somit auch fiir einfachere Betriebslabora-
torien, aber auch in amtlichen Kontrollstellen anwendbar sind.

Sauregrad nach Soxhlet-Henkel (°SH ) und Sduregrad im Fett (SG)

Bevor das Problem «freies Fett» — «freie Fettsiuren» in der Milchwirtschaft
aktuell wurde, kam der Ausdruck «freie Fettsiuren» weniger zur Anwendung;
dagegen wurde oft vom «Sduregrad im Fett» gesprochen.

Der Sduregrad der Milch (oder der Milchprodukte) erfafit im wesentlichen die
Milchsdure; er wird in °SH angegeben und bedeutet die Anzahl ml 0,25 n Na-
tronlauge, die zur Titration von 100 ml Milch oder z. B. 100 g Rahm verbraucht
werden (4).

Der Sduregrad im Fett dagegen erfafit die vorhandenen freien Fettsauren und
wird ausgedriickt durch die Anzahl ml 1 n Kalilauge, die zur Neutralisation der in
100 g Fett enthaltenen sauren Bestandteile bentigt werden (5). Die freien Fettsiu-
ren und der Sduregrad im Fett sind also im Grunde genommen dasselbe. Die
freien Fettsiuren werden entweder als Sduregrad oder in Prozent des Gesamt-
fettes oder auch als Meq/l ausgedriickt.

Methoden zur Bestimmung der freien Fettsiduren

Es besteht ein reichhaltiges Angebot an Methoden, die zur Bestimmung der
freien Fettsduren angewendet werden kdnnen. Dabei dominieren Titrationsmetho-
den, die entweder Phenolphthalein oder Thymolblau als Indikator beniitzen oder
den Titrationsendpunkt elektrometrisch registrieren. Daneben existieren chromato-
graphische, gaschromatographische und colorimetrische Verfahren. Eine gute

Uebersicht findet sich in einem vom Internationalen Milchwirtschaftsverband
(FIL-IDF) veroffentlichen Bulletin (6).
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Die eigentliche Bestimmung der freien Fettsduren ist im allgemeinen recht ein-
fach durchzufiihren, dagegen kann die Isolierung aus gewissen Milchprodukten,
wie z.B. Rahm oder Joghurt, gewisse Schwierigkeiten bereiten. Die Art und
Weise, wie dieser Arbeitsschritt vollzogen wird, kann als Mafl fiir die Giite der
betreffenden Methode gelten.

Es hat sich gezeigt, dafl gewisse kurzkettige Fettsiuren, wie Butter-, Capron-
und Caprylsiure, sehr viel mehr zum ranzigen Geschmack eines Milchproduktes bei-
tragen als z. B. Palmitin- oder Stearinsiure. Gerade diese wichtigen Fettsduren
sind aber wegen ithrer Wasserloslichkeit nicht leicht quantitativ zu erfassen, beson-
ders wenn unkomplizierte Methoden zur Bestimmung angewendet werden.

Auf der Suche nach einer einfachen, ohne apparativen Aufwand durchzufiih-
renden Methode wurde diesem Kriterium besondere Bedeutung beigemessen.

Auswabl zweier typischer Methoden

Fiir die Priifung nach den oben erwihnten Gesichtspunkten wurden zwei
einfache Titrationsmethoden ausgewihlt, die sich im wesentlichen durch die Art
der Aufbereitung der Proben unterscheiden.

Es handelt sich um die BDI (Bureau of Dairy Industries)-Methode (7) und um
die Methode nach Deeth (8).

Bei der BDI-Methode wird das Fett durch Detergentien aus dem zu unter-
suchenden Milchprodukt abgeschieden, getrocknet, in einem Gemisch von Ether,
Petrolether und Ethanol gelost und titriert.

Die BDI-Methode ist vor allem in Deutschland und in den Niederlanden zu
grofler Verbreitung gekommen.

Driessen und Mitarbeiter (9) haben das Verfahren griindlich studiert und niitz-
liche Modifikationen vorgeschlagen.

BDI-Methode, modifiziert nach Driessen et al.

Spezialgerdte

Kisebutyrometer nach Van Gulik mit passenden Stopfen

Butyrometergestell
Wasserbad 100 °C mit Halterung fiir Butyrometer

Reagenzien

BDI-Reagens: 30 g Triton X-100 (Merck) und 70 g Natrium-Hexameta-
phosphat (pract. Fluka) in Wasser auflosen, mit 4/3 mol/l
H3POy p. a. den pH-Wert auf 5,0—5,5 einstellen und auf
1000 ml auffiillen. Haltbarkeit beim Aufbewahren im Kiihl-
schrank 1 Monat.

Fett-Losungsmittel: Ether peroxidfrei / Petrolether dest. / Ethanol 96° im Vo-
lumenverhiltnis 4 : 6 : 8.
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Kalilauge 0,01 mol/l: Ca. 600 mg KOH p.a. in 1000 ml Ethanol auflésen. Zur
Bestimmung des Faktors 5 ml HCI 0,01 mol/l in 10 ml
Ethanol titrieren. Ebenso 5 ml Wasser in 10 ml Ethanol ti-
trieren und diesen Blindwert vom vorigen Verbrauch ab-
ziehen.
Faktorbestimmung mindestens alle 10 Tage wiederholen!

Indikatorlosung: 100 mg Thimolblau unter Rithren in 100 ml Ethanol p. a.
l16sen, filtrieren und in brauner Flasche aufbewahren.

Gewinnung des Fettes

In ein umgekehrt gehaltenes, mit dem kleinen Stopfen verschlossenes Kdsebutyro-
meter gibt man 16,0 = 0,5 ml Milch und 4,5 £ 0,1 ml BDI-Reagens. Bei Rahm be-
tragen die entsprechenden Mengen 5,0 £0,2 bzw. 9,0 £ 0,1 ml und auflerdem
6,5 ml Wasser. Unmittelbar nach der Zugabe des Reagens wird das Butyrometer
mit dem groflen Stopfen verschlossen. Der Inhalt wird durch ca. zehnmaliges Kip-
pen griindlich vermischt. Daraufhin kommt das Butyrometer fiir 15 min ins ko-
chende Wasserbad. Nachdem sich das Fett abgeschieden hat, wird das Butyrometer
mit Wasser derart aufgefiillt, dafl die Trennlinie Fett/wisserige Phase ungefahr in
die Mitte der Skala zu liegen kommt. Danach wird 10 min bei 1000 U/min zen-
trifugiert und das Butyrometer bis zur Entnahme des Fettes bei 50°C im Trok-
kenschrank aufbewahrt. Mit einer Pasteur-Pipette wird es aus dem Skalenteil
abgezogen und ca. 1,5 g davon in einen 100-ml-Erlenmeyerkolben eingewogen.
Man gibt sofort 20 ml Fettlosungsmittel zu und vermischt, worauf die Losung zur
Titration bereit ist.

Titration

Die Fettlosung, welche auch die freien Fettsiuren enthilt, wird mit 0,5 ml
Indikatorlésung versetzt und mit KOH 0,01 mol/l aus einer 5-ml-Biirette auf
einer weiflen Unterlage titriert. Man titriert von hellgelb bis zu einem deutlichen
Hellgriinton. Die Zugabe der Lauge soll bei jeder Probe ungefihr im gleichen
Tempo erfolgen. Das langsame Zuriickgehen der Farbe nach gelb ist nicht zu
beachten.

Zur Bestimmung des Blindwertes wird das Losungsmittelgemisch ohne Fett-
sauren in gleicher Weise titriert.

Bemerkung: Die Titration kann auch potentiometrisch vorgenommen werden,
wobei etwa 20 Einwaagen in dasselbe Losungsmittel moglich sind.

Berechnung: Siuregrad SG = L gw) f
a = Anzahl ml KOH 0,01 mol/I f = Faktor der KOH
Bw = Blindwert E — Einwaagein g

Angabe der Resultate ohne Dimension mit 2 Dezimalen. Hochstzulissige Dif-
ferenz bei Doppelbestimmungen 10%o, hochstens aber 0,05.
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Methode nach Deeth (8)

Bei der zweiten der erwihnten Methoden wird das Fett durch geeignete Lo-
sungsmittel unmittelbar aus dem zu untersuchenden Milchprodukt extrahiert und
anschlieffend titriert.

Puban und Halter (3) haben das Verfahren modifiziert, so daf} es als beson-
ders rasch durchfiithrbarer Test zur Bestimmung der Fettschidigung in Milch und
Rahm sowie zur Messung des Sdauregrades von Butterfett dienen kann. Um die
Methode besser mit dem BDI-Verfahren vergleichen zu konnen, haben wir die
Proben eingewogen statt nur abgemessen und das Fett nach der Extraktion ge-
trocknet, so daf auch auf dieser Stufe eine genaue Einwaage moglich wurde.

Spezialgerdte

Mojonnier-Rohren
Erlenmeyerkolben 100 ml, mit Bodenschliff

Reagenzien

Extraktionslosung: Isopropanol p. a./ Petrolether dest. /Schwefelsiure 2
mol/l im Volumenverhiltnis 40 : 10 : 1

Petrolether dest.

Ether/Petrolether 4 : 6

Phenolphthalein: 1 g in 100 ml 96°0 Ethanol
Kalilauge 0,01 mol/I (s. unter BDI-Methode)

Gewinnung des Fettes

In eine Mojonnier-Rohre werden nacheinander 10 g Rahm oder Milch, 20 ml
Extraktionslosung, 12 ml Petrolether und 4 ml Wasser gegeben. Danach wird 15 s
kraftig geschiittelt. Durch 15 min Zentrifugieren bei 500 U/min entsteht eine mil-
chigtriibe untere und eine klare gelbliche obere Phase. Sie wird durch sorgfiltiges
Kippen der Rohre durch ein Trichterchen in einen 50-ml-Meflkolben iiberfiihrt.
Nach Zufiigen von 10 ml Ether/Petrolether-Gemisch wird mit Ethanol zur Marke
aufgefiillt. Man pipettiert 10 ml der entstandenen klaren Ldsung in einen aus-
tarierten Bodenschliff-Erlenmeyer. Er wird zur Verdampfung der Losungsmittel
auf die Heizplatte gebracht, anschlieffend mindestens 2 h bei 102 °C im Trocken-
schrank belassen und nach dem Erkalten im Exsikkator gewogen. Die im Mef3-
kolben verbleibenden 40 ml Losung sind zur Titration bereit.

Titration

Die Losung mit den freien Fettsiuren wird mit 5 Tropfen Phenolphthalein-
Losung versetzt und mit KOH 0,01 mol/l aus einer 5-ml-Biirette auf weifler Un-
terlage titriert, bis eine deutliche Rosafirbung entsteht. Man fiigt noch solange
Lauge zu, bis die Rosafirbung mindestens 30 s lang bestehen bleibt.

Zur Bestimmung des Blindwertes wird die gleiche Menge Losungsmittelgemisch
ohne Fett in gleicher Weise titriert.
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0,25 (a — Bw) ' f
E

a = Anzahl ml KOH 0,01 mol/l f = Faktor der KOH

Bw = Blindwert E = Einwaagein g

Berechnung: Siuregrad SG —

Die Methode eignet sich auch gut fiir die Bestimmung des Sduregrades in But-
ter. Dabel ist es im Gegensatz zu anderen Methoden nicht nétig, das reine Butter-
fett durch Entwissern zu gewinnen. Es kann ebenso wie das Fett aus dem Rahm
durch Extraktion erhalten werden.

Untersuchungen iiber das Verhalten beider Methoden

Feblergrenzen

An einem Durchschnittsrahm wurde in zehnfacher Ausfithrung der Siuregrad
nach beiden Methoden bestimmt und die Mittelwerte (x), die Standardabweichun-
gen (s), die prozentualen Fehler (o) und die Differenzen der Extremwerte (A,4z)

berechnet (Tabelle 1).

Tabelle 1. Genauigkeit der Methoden

Methode x s %0 A max
BDI 0,65 0,01 1,54 0,02
Deeth 119 0,03 2.53 0,09

Bei beiden Methoden liegt die prozentuale Differenz der Extremwerte unter
8%0. Die Erfahrung aus vielen anderen Doppelbestimmungen zeigte, daf} die ge-
setze Toleranzgrenze von 10%, hochstens aber 0,05 ohne grofle Schwierigkeiten
eingehalten werden kann.

Titration

Die beiden Titrationsmethoden sollen miteinander verglichen werden. Als Pro-
ben dienten 10 Butterfette von einer Buttertaxation.

SG 1) Losungsmittel: Ether/Petrolether/Ethanol (4 : 6 : 8), 20 ml
Indikator: 0,1%0 Thymolblau, 0,5 ml

SG 2) Losungsmittel: Ethanol/Ether (1 : 1), 20 ml
Indikator: 0,1%0 Phenolphthalein, 0,5 ml

Einwaage: 1,0—2,0g

Titration: 0,01 mol/l KOH in Ethanol
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Die Zugabe erfolgte bei beiden Verfahren unter Rithren und in gleichem
Tempo. Die in Tabelle 2 aufgefiihrte prozentuale Differenz der beiden SG-Werte
(°/o diff) bezieht sich auf SG 1).

Tabelle 2. Prozentuale Abweichung der beiden Methoden

Butter SG 1) SG 2) 0o diff (+)
i 0,64 0,71 10,9
2 0,58 0,63 8,6
3 0,91 0,98 Tt
4 0,85 0,91 7 |
5 0,72 0,77 .o 0
6 0,75 0,79 9,3
7 0,70 0,77 10,0
8 0,86 0,92 750
9 0,65 0,70 7

10 0,69 0,75 8,7

Die Titrationswerte liegen durchschnittlich 8,0%0 hoher fiir Phenolphthalein
als fiir Thymolblau. Mit Phenolphthalein ist der Umschlag schleppend und farb-
lich weniger gut erkennbar als mit Thymolblau. Allgemein wurde dem Umstand,
dafl das COs der Luft die Titrationswerte beeinflussen kann, dadurch Rechnung
getragen, dafd unter gleichen Bedingungen titrierte Blindwerte vom Titrationswert
abgezogen wurden. Das Titrieren in COs-freier Atmosphire, wie es Driessen
et al (9) u. a. vorschlagen, bedingt einen zu groflen apparativen Aufwand in einem
Betriebslabor.

Abhingigkeit des Siuregrades vom pH des BDI-Reagens

Mit einem Durchschnittsrahm wurde die BDI-Methode mit BDI-Reagenzien
verschiedener pH-Werte ausgefiihrt. Die Einstellung erfolgte fiir den sauren pH-
Bereich mit 4/3 mol/l H3PO, p. a., fiir den basischen mit NaOH 2 mol/l p. a.
(Tabelle 3, Abb. 1).

Tabelle 3. Einfluf des pH-Wertes im BDI-Reagens

pH 9,0 7,0 5,5 4,5 3,5 2,5
SG 0,37 0,61 1,27 1,33 1,40 1,41

In fiinf Butterungsrahmproben wurden ferner die Sduregrade fiir pH-Werte
des BDI-Reagens von 6,5 und 4,5 gemessen (Tabelle 4).
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Abb. 1. Abhingigkeit des Siduregrades vom pH-Wert des Reagens
(optimaler Bereich eingerahmt)

Tabelle 4. Bestimmung des Sduregrades in Rahmproben mit verschiedenen

pH-Werten
Rahm Nr. pH 6,5 pH 4,5 " diff (+)
204 0,71 0,76 6,6
234 2,23 2,29 2,6
298 0,86 0,88 2,3
329 1,48 1,57 5,7
364 2,04 2,23 8,5

Im basischen Bereich werden die freien Fettsiuren selbstverstindlich neu-
tralisiert. Bei pH-Werten, die grofler sind als die pK,-Werte der betreffenden
Sduren, liegen diese als Salze (Seifen) vor, die in die wisserige Phase eingehen.
Da die pK,-Werte der Fettsiuren ungefihr um 4,8 liegen (Buttersiure: 4,82),
wire es ideal, das pH des BDI-Reagens kleiner als 4,8 zu wihlen, damit si-
cher die Sdureformen vorliegen, welche fettloslich sind. Da aber im sauren Bereich
die Proteine im Rahm denaturieren und ausflocken, wird die Ausélung im Butyro-
meter bei pH unter 4,5 erschwert. Daher wurde als optimaler pH-Wert der Be-

reich zwischen 5,0 und 5,5 angesehen, im Gegensatz zu Driessen et al. (9), welche
6,6 vorschlagen.

Einfluf der Milchsiure

Im Rahm wie in der Milch setzt unmittelbar nach der Gewinnung die Ti-
tigkeit der Milchsiurebakterien ein, so daf nicht mehr ganz frischer Rahm be-
trichtliche Mengen an (*)-Milchsdure enthilt. Diese kann nun den SG-Mef-
wert beeinflussen. Um das Ausmafl der Verfilschung abschitzen zu konnen,
wurden zu 50-ml-Portionen von frischem UHT-Rahm verschiedene Mengen
50%-Milchsdure (PhHVI, Merck) zugesetzt, so daf Milchsiurekonzentrationen
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von 0—1% entstanden. In diesen milchsauren Rahmproben wurde der Sduregrad
nach Deeth und BDI bestimmt und gegen die Milchsiurekonzentration aufge-
tragen (Tabelle 5). Eine analoge Versuchsanordnung erfolgte fiir frischen Roh-
rahm (nur BDI-Methode).

Tabelle 5. Beeinflussung der Titrationswerte durch den Milchsduregehalt

der Proben
/s Milchsdure S(G UII?{e'](;E';'h (II}I]}%:‘) (}Igilglf)
0 0,99 0,40 0,30
0,1 1,45 0,40 0,28
0,2 1,74 0,39 0,27
0,3 1,95 0,41 0,27
0,5 2,59 0,41 0,28
0,75 3,26 0,43 0,28
1,0 4,05 0,44 0,29

Bei einem Milchsiurezusatz von 0,5% ermittelt die Deeth-Methode einen um
162 hoheren Wert als ohne Zusatz erhalten wird. Wohl ist der Anteil der
Milchsiure, die bei der Extraktion in die organische Phase iibergeht, nach Deeth
et al. (8) nur ca. 2%, aber die Milchsiurekonzentration in leicht bis stark saurem
Rahm liegt sehr viel hsher als die Fettsiurekonzentration. Daher bewirkt der
kleine Teil iibertretender Milchsiure eine derart massive Verfilschung des Siu-
regrades, in den ja nur die freien Fettsiuren eingehen sollten.

Die Methode BDI liefert fiir alle Milchsiurekonzentrationen praktisch den-
selben Wert fiir den SG. Offenbar ist hier die organische Phase (reines Rahmfett
ohne Losungsmittel) zur Aufnahme von Milchsiure ungeeignet. Fiir Konzentra-
tionen von iiber 1,5% wird allerdings die Aus6lung des Rahmes im Butyrometer
schlecht, eine Folge der beim Erhitzen im sauren Milieu ausgefallenen Proteine.

Verteilungszablen verschiedener Fettsiuren in den Systemen Deeth und BDI

Um zu zeigen, wie vollstindig die freien Fettsiuren bei den einzelnen Me-
thoden erfaflt werden, wurde folgendes Experiment durchgefiihrt:

Zu einer auf 35% Fettgehalt eingestellten Rahmprobe von 200 ml wurden 2 ml
einer etherischen Losung bestimmten Gehaltes an untersuchter Fettsiure gegeben,
der Ether durch leichtes Erwirmen verdampft und die Probe geschiittelt, so daf
sich die in Tabelle 6 aufgefiihrten Konzentrationen (in mEq/100 g Fett) ergaben.
In den Proben wurde darauf der Siuregrad nach beiden Methoden gemessen.
Als Referenz diente der gleiche Rahm ohne Zusatz. Aus der Differenz der beiden
Messungen (d) und der Fettsiurenkonzentration im Rahm (entstanden durch Zu-

gabe) ergab sich der prozentuale Anteil dieser Fettsiuren in der organischen
Phase (%0 k).
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Tabelle 6. Verteilungszahlen verschiedener Fettsduren
in der organischen Phase

Sidure Symbol m%}]cljf 53 & Methode d % k
Capronsiure Cg 0,49 Deeth 0,36 730
BDI 0,00 0,0
Caprinsdure Cyo 0,50 Deeth 0,40 80,2
BDI 0,23 46,1
Laurinsdure Cio 0,49 Deeth 0,45 91,0
BDI 0,32 64,8
Stearinsiure Cig 0,52 Deeth 0,46 88,8
BDI 0,37 71,4
Oelsaure Cis:1 0,49 Deeth 0,43 87,8
BDI 0,39 79,6

Zur Veranschaulichung sind diese Resultate in Abbildung 2 graphisch darge-
stellt.

Deeth-Methode
%
100"

50

Anzahl
6 10 12 18 18:1 C~Atome
BDI-Methode
%
1001
50
; Anzahl
6 10 12 18 18:1 C-Atome

Abb. 2. Verteilungszahlen verschiedener Fettsiuren nach den Methoden Deeth und BDI.
Ausgezogene Striche: °/o Fettsdure in der organischen Phase
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Der Anteil extrahierter Fettsiuren ist bei der Deeth-Methode besser. Die BDI-
Methode erfaflt die kurzkettigen — gezeigt am Beispiel der Capronsdure —
schlecht und beriicksichtigt nur ca. 50°0 der vorhandenen Sduren. Dies vermut-
lich deshalb, weil ein Teil der Siuren bei der Ausclung in der wisserigen Phase
abgepuffert wird. Der Trend der gefundenen Resultate stimmt mit den Untersu-
chungen von Deeth tiberein.

Gaschromatograpbhie der freien Fettsiuren

Unter Umstinden kann es niitzlich sein, die Verteilung der freien Fettsiuren
im Rahmfett zu studieren. Dies geschieht am zweckmifligsten gaschromatogra-
phisch. Das Problem dabei ist, die freien Fettsiuren vorher vom noch intakten
Fett zu trennen. Hulstkamp (10) hat fiir solche Fille eine Methode ausgearbeitet,
die nachfolgend zur Anwendung kommt.

5 g Rahmfett, gewonnen nach den Methoden Deeth und BDI wurden mit 2 g
Amberlite IRA-410 (OH-Form, hergestellt durch Rithren von 20 g Amberlite-Cl-
Form wihrend 1 h in NaOH 2 mol/l, abnutschen, mit Wasser spiilen und mit
Aceton trocknen) 15 min in 10 ml alkoholfreiem Ether geriihrt. Der abfiltrierte
Ionenaustauscher wurde mit Ether fettfrei gewaschen und dann mit 2 ml Ethyl-
jodid (puriss) unter Riithren am Riickflufl bei 65—70°C 2 h verestert. Die er-
haltene Esterlosung wird direkt in den Gaschromatographen eingespritzt.

Die Chromatographie erfolgte im wesentlichen nach Hadorn (11). Die Peak-
flichen wurden mit einem Autolab Syst IV B Chromatography Data Analyzer
ausgewertet.

Zur Identifizierung der Peaks wurde ein Testgemisch, enthaltend die Fett-
saureethylester C4—Cyg in n-Heptan hergestellt, dessen Daten nachfolgend be-
schrieben werden (Tabelle 7).

Tabelle 7. Zusammensetzung des Testgemisches fiir die Gaschromatographie

Fettsdure-Ethylester Symbol Mgg:ﬁ‘;%_&r- Ein&:;age mol®/s
Buttersaure- 4 116,16 1,1608 12,47
Capronsaure- 6 144,22 1,4450 12,51
Caprylsiure- 8 172,27 1,7222 12,48
Caprinsdure- 10 200,32 2,0167 12,57
Laurinsdure- 12 228,38 2,2902 12,52
Myristinsdure- 14 256,43 2,5655 12,48
Palmitinsaure- 16 284,49 2,8461 12,48
Stearinsiure- 18 312,54 31233 12,47

Fiir die Berechnung mufiten Korrekturfaktoren eingesetzt werden, welche mit
den Peakflichen vor der Umrechnung in mol®o zu multiplizieren sind, damit die
richtigen Molverhiltnisse entstehen. Sie bestehen aus dem reziproken Molekular-
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gewicht des jeweiligen Fettsiureesters und einer Detektionskorrektur. Ein Test-
chromatogramm mit zehnmal verdiinntem Testgemisch (Abb. 3) ergab folgende
Daten:

Tabelle 8. Korrekturfaktoren fiir die gaschromatographische Bestimmung
der Fettsduren

Sdureester Retengc)mszeit Kof;ﬂ;{;:r' mol?%s
4 254 1,038 12,29
6 464 0,742 12,62
8 701 0,583 12,81

10 931 0,478 12,66
12 1146 0,416 12,43
14 1343 0,376 1227
16 1540 0,340 12,42
18 1826 0,301 12,50
14
L 16
10
8 18

Uu&

——— —— =&

UV

——— e e e P

S
n 600 1200 1800

Abb. 3. Testchromatogramme

In gleicher Weise wurden die Chromatogramme der freien Fettsiuren im
Rahmfett (Rohrahm Versuchskidserei Uettligen), erhalten nach Deeth und BDI,
ausgewertet. Ungeradzahlige und ungesittigte Fettsiuren wurden gruppenweise
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zusammengefaflt (1, 2, 3) und ebenfalls miteinbezogen. Die Resultate der nach-
stehend abgebildeten Chromatogramme (Abb. 4 und 5) finden sich in Tabelle 9.

16

18:1

14

18 b 18:1

M/\J K/\‘j:/B\A"_\
12 ul\/ H2
10 J\‘/ 10
4 8 8

6 660_ 1260 1560 6 6(')0 12b0 18'00
Abb. 4. Chromatogramm der Ethylester Abb. 5. Chromatogramm der Ethylester
der freien Fettsiuren in Rahmfett der freien Fettsiuren in Rahmfett
nach Deeth nach BDI

Tabelle 9. Auswertung der nach der Deeth- und BDI-Methode erhaltenen

Gaschromatogramme

Normales

Fettsdure Deeth BDI Milchfett
zum Vergleich

Buttersdaure 0,33 — 3.2
Capronsaure 1,17 — 0,6
Caprylsiure 2,29 1,87 1,0
Caprinsadure 3,09 4,39 2,9
1 1,59 i % 5
Laurinsdure 5,65 9,14 4,8
Myristinsdure 20,14 16,58 11,8
2 2,30 3,98
Palmitinsiure 26,68 39,31 27,4
3 10,01 4,73
Stearinsiure 6,08 4,76 10,4
Oelsiure 20,87 14,12 22,9
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Beim Betrachten der Chromatogramme fillt auf, dafl in den nach BDI er-
haltenen Fetten Buttersiure und Capronsiure nicht vorhanden sind, was durch-
aus in der Richtung des Versuches iiber die Verteilungszahlen liegt. Im Vergleich
zur Verteilung der Fettsiuren im intakten Milchfett liegen die Werte fiir Laurin-
und Myristinsdure leicht hoher, fiir Butter- und Stearinsiure dagegen tiefer. Das
ist wahrscheinlich methodisch bedingt, kdnnte aber auch auf eine selektive Ab-
spaltung der Fettsduren aus den Triglyceriden des Milchfettes hindeuten.

Vergleich der Methoden anhand von einigen verschiedenen
Rahm- und Butterproben

Untersuchung von handelsiiblichem, uperisiertem Schlagrabm (frisch)

In vier Rahmproben wurden die Fettsauren nach Deeth und nach BDI gemifd
den mitgeteilten Arbeitsvorschriften bestimmt (Tabelle 10).

Tabelle 10. Untersuchung der Rahmproben

Rahm Nr. % Fett SG Deeth SG BDI Deeth/BDI
1 35,8 1,04 0,46 2,26
2 35,3 1,35 0,68 1,98
3 35,9 eyl 0,50 2,30
4 33,1 0,98 0,46 213

Untersuchung von angesiuertem Butterungsrahm

In 6 Proben von Rahm, die mit Siureweckerkulturen bis zum Bereich eines
Sauregrades von etwa 24—28 °SH inkubiert worden waren, wurden wiederum
nach Deeth und BDI die Siuregrade im Fett bestimmt (Tabelle 11).

Tabelle 11. Ergebnisse bei Rahm mit verhiltnismiflig hohem Gehalt
an Milchsdure

Rahm Nr. SG Deeth SG BDI Deeth/BDI
5 3,13 0,70 4,47
6 4,18 2,01 2,08
Z 3,69 0,82 4,50
8 3,10 1,31 237
9 3,10 0,66 4,70
10 3,90 2,01 1,94
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Die Zahlen der beiden Tabellen lassen folgendes erkennen: Die Deeth-Methode
gibt sowohl bei frischem als auch bei saurem Rahm deutlich héhere Werte als
BDI. Die in den Proben Nr. 5 bis 10 vorhandene Milchsdure wird nach Deeth
teilweise erfafit und kommt in den recht hohen Siuregradwerten zum Ausdruck.

Die Proben Nr. 6 und 10 zeigen auch nach BDI stark erhchte Sduregrade.
Diese Proben waren als «Industrierahm» bezeichnet. Es handelt sich um Ueber-
schuffrahm aus zwei verschiedenen milchverarbeitenden Betrieben, der starker
mechanischer Belastung ausgesetzt worden war. Beide Methoden zeigen klar die
Zunahme der freien Fettsiuren. Die Proben wiesen einen deutlich «ranzigen» Ge-
schmack auf.

Diskussion

Es konnte gezeigt werden, daff die betriebsmifiige Bestimmung des Siuregrades
in der Milch und in Milchprodukten heute grundsitzlich und ohne groflen Auf-
wand durchfiihrbar ist. Die beiden Methoden nach Deeth und BDI konnen nach
einiger Uebung auch von angelerntem Personal gehandhabt werden. Beide Metho-
den lassen im Prinzip eine Unterscheidung zwischen beispielsweise «gutem» Rahm
und «geschidigtem» Rahm zu.

Es stellt sich jedoch die Frage nach der Erfassungsgrenze der gebildeten freien
Fettsduren, und hierbei darf nicht aufler acht gelassen werden, daff der mensch-
liche Geruchs- und Geschmackssinn ganz allgemein sehr viel empfindlicher rea-
giert als die feinsten chemischen oder physikalischen Methoden.

In unserem Falle ist auflerdem noch besonders darauf hinzuweisen, dafl bei der
organoleptischen Beurteilung eines Milchproduktes die kurzkettigen Fettsiuren
mit C-Zahlen von 4—10 die allergrofite Rolle spielen. Gerade diese niederen
Fettsiuren werden aber nach Deeth nur zum Teil, nach BDI praktisch gar nicht
erfaflt. Das zeigt, dafl die Bestimmung des Siuregrades nach einfachen Methoden
grundsitzlich nur eine rohe Beurteilung des betreffenden Produktes ergeben kann.
Eine strenge Korrelation zwischen ranzigem bzw. seifigem Geschmack und Sdure-
grad besteht nicht, wohl aber sind starke derartige Geschmacksfehler immer mit
erhohtem Siduregrad verbunden.

Fiir feinere Untersuchungen in diesem Gebiet mifite die qualitative und quan-
titative Bestimmung der freien Fettsiuren mit Hilfe der Gaschromatographie vor-
genommen werden.

Es ist wesentlich, die Grenzen der einfachen chemischen Methoden zur Siure-
gradbestimmung zu kennen und nicht Unmdgliches zu verlangen. Unter dieser
Voraussetzung lassen sich beide Methoden in Betriebs- und Kontrollaboratorien
mit Erfolg einsetzen.

Zusammenfassung

Es besteht ein noch zunehmender Bedarf an Analysenmethoden zum Erfassen von me-
chanisch oder thermisch bedingter Schidigung (Spaltung) des Fettes in Milch, Rahm und

523
Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 71 (1980)



anderen Milchprodukten. Zwei diesem Zweck dienende, in schweizerischen Laboratorien
noch wenig angewendete Titrationsmethoden werden verglichen und beziiglich ihrer Aus-
sagekraft in bezug auf die Qualitit der untersuchten Proben getestet. Es zeigt sich, daf}
beide Methoden unter gewissen Voraussetzungen in Betriebs- und Kontrollaboratorien
eingesetzt und eine gute Erginzung der bis jetzt angewendeten Kontrollmethoden abgeben
konnen. Fiir feinere Qualititsunterscheidungen sowie fiir wissenschaftliche Untersuchun-
gen muf} besser die aufwendigere Gaschromatographie eingesetzt werden.

Résumé

On a de plus en plus besoin de méthodes d’analyse qui permettent de contrdler les
dégradations provoquées par des influences mécaniques ou thermiques sur la matiére grasse
du lait, de la créme et d’autres produits laitiers. Deux méthodes de titration visant ce but,
encore peu appliquées dans les laboratoires suisses, sont comparées et examinées quant a
leur valeur d’appréciation de la qualité des échantillons analysés. On constate que, sous
certaines conditions, ces deux méthodes peuvent étre adoptées par les laboratoires d’entre-
prises et de contrble et qu’elles offrent un bon complément aux méthodes de contrble ap-
pliquées jusqu’ici. Pour des différenciations de qualité plus exactes, ainsi que pour des ana-
lyses scientifiques, on doit préférer la chromatographie en phase gazeuse, plus précise.

Summary

There is a still growing need for analytical methods for measuring mechanically or
thermically damaged fat in milk, cream and other dairy products. Two titration proce-
dures, which are not routinely used in Swiss laboratories, are compared and tested for
their suitability in evaluating the quality of the examined samples. Under certain con-
ditions, both methods were found to complement well the existing methods in control and
factory laboratories. For more sensitive quality control and for scientific research the more
sophisticated gas chromatography is preferred.
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