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Die Bestimmung der freien Fettsiuren in
Milch und Rahm

II. Auswertung eines Ringversuches mit der visuellen und
der potentiometrischen Titrationsmethode

The Determination of Free Fatty Acids in Milk and Cream

II. Evaluation of a Collaborative Study Using the Visual
and the Potentiometric Titration Methods

J. O. Bosset, Miroslava I. Imhof und U. Biitikofer
Eidg. Forschungsanstalt fiir Milchwirtschaft, Liebefeld-Bern

Einleitung

In dieser Reihe von Arbeiten werden gewisse neue Beitrige zur Bestimmung
der freien Fettsduren in Milch und Rahm veréffentlicht. Im Teil I (1) wurde eine
neue potentiometrische Titrationsmethode in einem nichtwisserigen Milieu als
Alternative zur visuellen Titrationsmethode nach Deeth (2) vorgeschlagen. Als
Hauptvorteile bietet die potentiometrische Titrationsmethode die Objektivitit
der Erfassung des Tritrationsequivalenzpunktes (Unabhingigkeit von der visuel-
len Empfindlichkeit der Bedienungsperson und den Beleuchtungsbedingungen)
sowie die Moglichkeit einer Automatisierung der Titration. Ein interner Ver-
gleich (1) dieser beiden Methoden hat eine gute Ubereinstimmung (r = 0,98; n =
130 Parallelbestimmungen) gezeigt. Der grossere Variationskoeffizient VK der
potentiometrischen Titration (2—5%) im Vergleich zur visuellen Titration (1—
2%) kann der effektiven Unabhingigkeit der elektrochemischen Messwerte bei
der Wiederholung der Bestimmung derselben Probe sowie der schwer kontrollier-
baren Quellschicht der Glaselektrode zugeschrieben werden (1).

Ziel der vorliegenden Arbeit ist, die Ubereinstimmung der in verschiedenen La-
boratorien mit einer der beiden Methoden erhaltenen Messwerte sowie die Wie-
derbol- und Reproduzierbarkeit der Messwerte aller Laboratorien im Rahmen eines
Ringversuches zu bestimmen. Im eigenen Laboratorium wurden beide Methoden
und zusitzlich die Lindqvist-Methode angewandt (3).
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Experimenteller Teil

Probenwahl

Milchproben

A) Rohmilch aus eigener Versuchskiserei, maschinengemolken, weder thermisch
noch mechanisch behandelt, 4,4% Fettgehalt (butyrometrisch)

B) Rohmilch, mechanisch beschidigt (1 min bei 30 000 Upm, Polymetron-Ho-
mogenisator), 4,2% Fettgehalt (butyrometrisch)

C) «Milch-Drink» aus dem Handel, pasteurisiert, homogenisiert, 2,7% Fettgehalt
(butyrometrisch)

Extrabierte Milchproben (siehe Vorbereitung unter «Milchprobenextrakt» in Teil I
(1))

- ohne Myristinsdurezusatz

- mit 0,55 mmol Myristinsdurezusatz pro Liter Milchprobenextrakt

- mit 1,00 mmol Myristinsdurezusatz pro Liter Milchprobenextrakt
— mit 2,00 mmol Myristinsdurezusatz pro Liter Milchprobenextrakt

Samtliche Proben wurden doppelt, aber verschieden kodiert verteilt. Bei den
extrahierten Milchproben wurde noch der entsprechende «Blindprobenextrakt»
(sieche auch Teil I (1)) einfach und unkodiert verteilt. Alle Proben wurden sehr
frith vorbereitet und am gleichen Morgen als Eilsendung den teilnehmenden La-
boratorien zugesandt.

Analysenmethoden

Visuelle (nichtautomatisierbare) Titrationsmethode

Die visuelle Titration nach Deeth (2) wurde als Vergleichsmethode angewandst.
In den Laboratorien Nr. 1, 5 und 6 wurde diese Titration unter Stickstoffspiilung
(Verdringung des Kohlendioxids aus der Umgebungsluft) ausgefiihrt. In den an-
deren Laboratorien (Nr. 2, 3 und 4) aber nicht.

Potentiometrische (diskontinuierliche, automatisierte) Titrationsmethode

Diese neu vorgeschlagene Titrationsmethode wurde in Teil I (1) ausfiihrlich
beschrieben.

Photometrische (im Durchfluss automatisierte) Bestimmungsmethode

Die Methode nach Lindgvist (3) beruht auf der unter Inertgas (N,) kontinuier-
lichen photometrischen Bestimmung der Farbinderung eines Farbindikators (Phe- -
nolrot) in Anwesenheit der nach Lindgvist extrahierten freien Fettsiuren (FES).

Das organische Extraktionsgemisch (Isopropanol + Heptan + Schwefelsiure
0,5 mol/l in Wasser mit dem Volumenverhiltnis: 25 + 25 + 2) ist dhnlich, aber
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nicht identisch mit demjenigen nach Deeth (Isopropanol + Petrolether + Schwe-
felsiure 2 mol/l in Wasser mit dem Volumenverhiltnis: 40 + 10 + 1).

Teilnehmende Laboratorien

Im Ringversuch wandten 6 verschiedene Laboratorien die visuelle Titrations-
methode nach Deeth, 4 die vorgeschlagene potentiometrische Titrationsmethode
und 1 die photometrische Bestimmung nach Lirdgvist an. Fiir gewisse Laborato-
rien war die von ihnen angewandte Methode neu, andere hatten damit bereits
grosse Erfahrung.

Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung dieses Ringversuchs wurde nach der ISO-Norm
5725 (4) durchgefiihrt. Die Ausreisser wurden mit dem Test von Dixon (5) be-
stimmt. Die Regressionsgeraden wurden nach Riedwy/ berechnet (6). Simtliche
Proben (Milchproben, extrahierte Milchproben sowie Blindprobenextrakte) wur-
den mit allen Methoden dreifach bestimmt.

Resultate und Diskussion*

Streng genommen diirfte der vorliegende Ringversuch wegen des zu geringen
Datenmaterials (zu wenige Laboratorien pro Analysenmethode, zu wenige Wie-
derholungen pro Probe und pro Laboratorium, zu viele Analysenmethoden
gleichzeitig) statistisch eigentlich nicht ausgewertet werden. Deswegen sollten
die Resultate der ausgefiihrten statistischen Tests nur als Richtwerte interpretiert
werden.

Milchproben

Aus Abbildung 1 und 2 sind die Resultate simtlicher Laboratorien ausser La-
boratorium Nr. 8 (keine Milchproben) fiir die 3 verschiedenen Milchproben er-
sichtlich.

Die «mechanisch beschidigte» Rohmilchprobe B wies praktisch keinen Unter-
schied im Vergleich zur unbehandelten Rohmilch A auf, was schwierig zu erkla-
ren ist. Die weniger Fett enthaltende pasteurisierte Milch («Milch-Drink») zeigte
eine signifikante Differenz in threm Gehalt an freien Fettsduren, welche der ther-
mischen und mechanischen Behandlung (Homogenisierung, Pumpen, Riihren)
sowie auch der teilweisen Entrahmung zuzuschreiben ist.

Abbildung 2 zeigt eine gute Ubereinstimmung (<3% Abweichung) der Mittel-
werte der beiden Titrationsmethoden (visuell und potentiometrisch). Dies besta-

* Simtliche Rohdaten sind fiir weitere Auswertungen bei den Autoren erhaltlich.
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Abb. 1.
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Mittelwerte und Standardabweichungen (z = 3) simtlicher mit der visuellen und
der potentiometrischen Titration erhaltenen Messwerte fiir 3 Milchproben (Labo-
ratorium Nr. 8 hat nicht teilgenommen)

A = Rohmilch unbehandelt; B = Rohmilch mechanisch beschidigt; C = «Milch-
Drink». Die Milchproben wurden doppelt, aber verschieden kodiert verteilt.

Die senkrechten Linien entsprechen dem Mittelwert jeder Analysenmethode
und Probe :

tigt, was schon frither im eigenen Laboratorium festgestellt wurde (1). Allerdings
ist die Streuung der in den verschiedenen Laboratorien gemessenen Werte (Re-
produzierbarkeit) recht gross. Die Differenz zwischen den héchsten und den tief-
sten Messwerten liegt zwischen 25 und 35% relativ, unabhingig von der ange-
wandten Titrationsmethode. Diese grossen Unterschiede zwischen den verschie-
denen Laboratorien konnen durch folgende Griinde erklirt werden:

- ungenugende Erfahrung gewisser Teilnehmer am Ringversuch sowohl bei der

Extraktion als auch bei der Titration;

- ungeniigende Schutzmassnahmen gegen den Einfluss des Kohlendioxids der Luft;
- Ungenauigkeit der Analysenmethoden selbst.

Gl
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[ mmol freie Fettsduren / kg Fett ]
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Abb. 2. Mittelwerte und Standardabweichungen der visuellen (# = 36) und der po-
tentiometrischen (z = 18) Titration sowie der photometrischen Bestimmung nach
Lindqvist (#z = 6) fiir 3 Milchproben (Laboratorium Nr. 8 hat nicht teilgenommen)

Legende: A = Rohmilch unbehandelt; B = Rohmilch mechanisch beschidigt; C = «Milch-
Drink». Die Resultate der 2 identischen, aber verschieden kodierten Proben wur-
den zusammengefasst und als eine einzige Probe behandelt, 6fach bestimmt.
Das Extraktionsgemisch nach Lindqvist weist eine andere Zusammensetzung
als dasjenige nach Deeth auf

Gewisse Laboratorien sind tendenzmissig leicht tiefer (z. B. Laboratorien Nr.
5 und 6) oder hoher (z. B. Nr. 2 und 4) als der Mittelwert oder weisen sogar eine
grosse Streuung (z. B. Nr. 3) auf.

Fiir die Milchproben sind die Wiederholbarkeit » und die Reproduzierbarkeit
R der visuellen Titration (r = 2—5%; R = 6—9%) um einen Faktor 1,5 tiefer als
diejenigen der potentiometrischen Titration (r = 3—5%; R = 7—11%; Tabelle 1).

Die mit der Lindqvist-Analysenmethode erhaltenen Messwerte liegen signifi-
kant tiefer (50—60% der Messwerte nach Deeth). Die Differenz ist der Zusammen-
setzung des Extraktionsgemisches zuzuschreiben.
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Tabelle 1. Wiederholbarkeit 7, Reproduzierbarkeit R, Prizisionsverhiltnis P, Ge-
samtmittelwert x und Standardabweichung der Reproduzierbarkeit sR
der mit den 3 verschiedenen Analysenmethoden erhaltenen Messwerte
(in mmol freie Fettsiuren/kg Milchfett) (3fach-Bestimmung)

Probe Methode r R P=r/R ® sR
Rohmilch A visuell 2571 5,64 0,48 20,5 1,99
Rohmilch B visuell 1,95 6,76 0,29 22.5 2.39
Milch Drink visuell 5,06 8,98 0,56 333 317
Rohmilch A potentiometrisch 4,99 9.59 0,52 20,8 3,39
Rohmilch B potentiometrisch 2:67 11-39 0,23 224 4,03
Milch Drink potentiometrisch 5,41 6,91 0,78 337 2,44
Rohmilch A Lindqgvist i e 0,5
Rohmilch B Lindqvist 12,3 0,9
Milch Drink Lindqvist 19,8 0,7
Ohne Zusatz* visuell 118 1,64 0,72 AT 0,58
Zusatz® 0.55 mmol/lvisuell 1,32 2,03 0,65 272 02
Zusatz® 1.00 mmol/lvisuell 2,22 2,77 0,80 27.2 0,98
Zusatz® 2.00 mmol/lvisuell 2,97 3,66 0,81 26,7 1,29
Ohne Zusatz* potentiometrisch 2,85 3,82 0,75 26,8 F35
Zusatz® 0.55 mmol/lpotentiometrisch 3,07 6,09 0,50 26,6 2.15
Zusatz* 1.00 mmol/lpotentiometrisch Ll SR (T 277 5,04
Zusatz® 2.00 mmol/lpotentiometrisch 396 Al 0.35 26,4 3,96

* Anreicherung eines Milchprobenextraktes mit Myristinsdure (siehe auch Legende zu

Abb. 3).

Milchprobenextrakte

Abbildungen 3 und 4 stellen die Resultate fiir die 4 mit Myristinsdure ver-
schieden angereicherten Milchprobenextrakte dar.
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Abb. 3. Mittelwerte und Standardabweichungen (z = 3) simtlicher mit der visuellen und

der potentiometrischen Titration erhaltenen «korrigierten Daten» fiir ein Milch-
probenextrakt mit 4 Myristinsdurezusitzen (Laboratorien Nr. 4, 7 und 8 wurden

als Ausreisser nicht beriicksichtigt)

Legende: ohne Myristinsdurezusatz

516

mit 0,55 mmol Myristinsiurezusatz pro Liter Milchprobenextrakt

mit 1,00 mmol Myristinsiurezusatz pro Liter Milchprobenextrakt

mit 2,00 mmol Myristinsiurezusatz pro Liter Milchprobenextrakt

Die Proben wurden doppelt, aber verschieden kodiert verteilt. Die senkrechten Li-
nien entsprechen dem Mittelwert jeder Analysenmethode und Probe.

Um simtliche Milchprobenextrakte mit derselben Skala darstellen zu konnen,
wurden die «korrigierten Daten» (= Messwerte — Blindprobenextrakt — bekannte
Zusitze) dargestellt. Die Streuung dieser «korrigierten Daten» liegt innerhalb des

analytischen Messfehlers.
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[ mmol freie Fettsduren / kg Fett ]
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Abb. 4. Mittelwerte und Standardabweichungen der Mittelwerte der visuellen (z = 30) und
der potentiometrischen (7 = 12) Titration fiir einen Milchprobenextrakt mit 4 My-
ristinsdurezusitzen (Laboratorien Nr. 4, 7 und 8 wurden als Ausreisser nicht be-
riicksichtigt)

Legena’é: Die Resultate der 2 identischen, aber verschieden kodierten Proben wurden zu-
sammengefasst und als eine einzige Probe behandelt, 6fach bestimmt (siehe auch
Legende zu Abbildung 3)

Abbildung 4 zeigt auch eine gute Ubereinstimmung (<3% Abweichung) der
Mittelwerte der beiden Titrationsmethoden (visuell und potentiometrisch).

Fir die Milchprobenextrakte sind die Wiederholbarkeit » und die Reprodu-
zierbarkeit R der visuellen Titration (r = 1—3%; R = 2—4%) um einen Faktor 2—3
tiefer als diejenigen der potentiometrischen Titration (r = 3—5%; R = 4—14%; Ta-

belle 1).
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Abbildung 5 zeigt mit beiden Titrationsmethoden eine sehr gute Wiederfin-
dungsrate fiir die Myristinsdurezusitze. Die schlechtere Wiederholbarkeit der
Messwerte bei grossen Zusitzen (Abb. 3 und 4) ist nicht erklirbar, da eine Ver-
besserung der Wiederholbarkeit der Titration beir zunehmendem Ausstossvolu-
men der Biirette zu erwarten wire.

visuell potentiometrisch
Istwert Istwert
3—— - — 3 G ——— — -
|
\
2.5; 2.5
|
\ :

15 o 15
1 //
1t W 1} 2
: \
| . ‘ 5
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0 . L f t 1 ). ¢ 0 ¥_ e T e It e N
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Abb. 5. Wiederfindungsrate fiir die Myristinsdurezusitze (in mmol/l Milchprobenextrakt)
bei der visuellen und der potentiometrischen Titration

Vergleich zwischen Milchproben und -extrakten

Interessanterweise sind die Wiederholbarkeit (r = 1—3%) und die Reproduzier-
barkeit (R = 2—49%) der visuellen Titration der Milchprobenextrakte bis zu einem
Faktor 2 tiefer als diejenigen der visuellen Titration der Milchproben (r = 2—5%;
R = 6—9%). Die grosste Fehlerquelle ist deshalb bei der Extraktionsstufe zu su-
chen, welche standardisiert werden muss (7). Bei der potentiometrischen Titra-
tion tritt dies nicht so deutlich in Erscheinung, weil die Titrationsmethode weni-
ger prazis ist (r = 3—5%, R = 7—11% ohne Extraktion; r = 3—5%, R = 4—14% nach
Extraktion; Tabelle 1).

Doppelbestimmungen

Die gute Ubereinstimmung (Abweichung <5% relativ) der meisten «Doppel-
proben» (gleiche Proben, aber verschieden kodiert verteilt) deutet auf eine genii-
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gende Wiederholbarkeit beider Titrationsmethoden sowie der photometrischen
Bestimmung nach Lindgvist hin. Die beste Wiederholbarkeit weisen die Labora-
torien auf, die unter CO,-Ausschluss arbeiten und die grosste Erfahrung haben.

Schlussfolgerung

Die visuelle Titration nach Deeth zeigt eine bessere Wiederholbarkeit und ei-
ne bessere Reproduzierbarkeit als die potentiometrische Titration. Dies ist der
unvermeidbaren Subjektivitit bei der Wiederholung der visuellen Titration der-
selben Proben (3fach-Bestimmungen) und einer ungeniigenden Standardisierung
der Konditionierung der Glaselektrode zuzuschreiben. Fiir beide Titrationsme-
thoden spielt die Erfahrung der Bedienungsperson eine wichtige Rolle. Bei der vi-
suellen Titration ist die Schwierigkeit, den Equivalenzpunkt zu erfassen, als we-
sentlicher Faktor zu erwihnen. Bei der potentiometrischen Titration liegt die
Schwierigkeit bei der Erhaltung einer definierten und stabilen Quellschicht der
Glaselektrode in einem nichtwisserigen Milieu.

Ein Vergleich der erhaltenen Messwerte zeigt, dass die Stufe der Extraktion
der freien Fettsiuren standardisiert werden muss (7).

Die mit der visuellen und der potentiometrischen Titration erhaltenen Mit-
telwerte stimmen gut iiberein. Sie liegen signifikant hoher als diejenigen nach
Lindguvist. Bei beiden Titrationsmethoden sollte moglichst unter CO,-Ausschluss
gearbeitet werden. Bei der potentiometrischen Titration scheint eine tigliche Er-
neuerung des dusseren Elektrolyten (LiCl) der Referenzelektrode empfehlens-
wert.

Dank

Die Autoren danken den Laboratorien der Firmen Emmi Milchhof (Emmen), Intermilch
AG (Bern), Metrobm AG (Herisau), Miba Milchverband (Basel), Toni Milchverband (Winter-
thur), des MKBD von Genf und Grangeneuve sowie der FAM (Liebefeld) fiir ihre Teilnah-
me am vorliegenden Ringversuch. Thren Kollegen Dr. R. Sieber und G. J. Steiger sei fuir die
wertvolle Kritik und Uberpriifung des Manuskriptes gedankt.

Zusammenfassung

In dieser Arbeit werden die Ergebnisse der Bestimmung der freien Fettsduren der Milch
verglichen, die in 11 Laboratorien mit 3 verschiedenen Methoden (visuelle Titration nach
Deeth, potentiometrische Titration nach Bosset und photometrische nach Lindqvist)
durchgefiithrt wurde. 3 verschiedene Milchproben sowie ein mit 4 unterschiedlichen Myri-
stinsdurezusitzen angereicherter Milchextrakt wurden als verschieden kodierte Doppelpro-
ben den Laboratorien zur Verfiigung gestellt. Die Wiederholbarkeit » und die Reproduzier-
barkeit R der Messungen wurden nach der ISO-Norm 5725 berechnet. Die Ausreisser wur-
den mit dem Test nach Dixon bestimmt und eliminiert. Es lassen sich folgende Schlussfol-
gerungen ziehen: 1) Die visuelle und die potentiometrische Titrationsmethode zeigen eine
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gute Ubereinstimmung. ii) Die visuelle Titration ist ca. 2,5mal priziser als die potentiome-
trische Titration. ii1) Die Extraktionsstufe nach Deeth muss standardisiert werden. iv) Die
Methode nach Lindqvist ergibt wegen der Verwendung eines andern Losungsmittelgemi-
sches tiefere Werte. v) Die Wiederfindungsrate fiir die 4 Myristinsdurezusitze betrigt ca.
100%. vi) Die Erfahrung spielt eine wichtige Rolle.

Résumé

Le présent travail présente les résultats d’'une comparaison effectuée entre 11 laboratoi-
res concernant le dosage des acides gras libres du lait selon 3 méthodes d’analyse différen-
tes (titrage visuel selon Deeth, titrage potentiométrique selon Bosset et dosage photométri-
que selon Lindgvist). Comme échantillons, 3 différents laits ainsi qu’un extrait de lait se-
lon Deeth enrichi de 4 différents ajouts donnés d’acide myristique ont été envoyés a dou-
ble, mais codés différemment, a tous les participants. La répétabilité r et la reproductibilité
R des mesures ont été calculées selon, la norme ISO 5725, les valeurs aberrantes ayant été
éliminées d’aprés le test de Dixon. Les conclusions en sont les suivantes: 1) le titrage visuel
concorde avec le titrage potentiométrique; ii) il est environ 2,5 fois plus précis que ce der-
nier; iii) la méthode d’extraction des acides gras libres selon Deeth doit étre normalisée; iv)
la méthode selon Lindqvist donne des résultats trés inférieurs dus a ’emploi d’autres sol-
vants d’extraction; v) on retrouve quantitativement les 4 ajouts d’acide myristique; vi) ’ex-
périence de l’opérateur joue un grand roéle.

Summary

This study compares the results of the determination of free fatty acids in milk (visual
titration according to Deeth, potentiometric titration according to Bosset and photometric
auto-analyzer determination according to Lindqvist). 3 different milk samples and 1 milk
extract spiked with 4 different amounts of myristic acid were sent to the laboratories as dif-
ferently coded double samples. The repeatability 7 and reproducibility R of the measure-
ments have been calculated according to ISO standard 5725. The outliers were determina-
ted and eliminated with the Dixon’s test. The following conclusions can be drawn: 1) The
visual and the potentiometric titration method are in agreement; i1) The visual titration is
about 2.5 times more accurate than the potentiometric titration; ii1) The extraction accor-
ding to Deeth must be standardized; iv) The method according to Lindqvist gives lower va-
lues due to the use of a different solvent for the extraction; v) The recovery of the added
myristic acid is about 100%; vi) The experience of the operator plays a great role.
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