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Einleitung

Zahlreiche Analysenmethoden wurden schon fiir die Bestimmung der Fett-
schidigung von Milch und Rahm vorgeschlagen (1—13). Keine scheint jedoch ent-
scheidende Vorteile zu bieten. Die Titration der freien Fettsiuren (FFS) nach
Deeth (4) ist wegen threr Einfachheit eine in der Praxis hiufig angewandte Be-
stimmungsmethode. Thr Hauptnachteil ist die Subjektivitit der visuellen Erfas-
sung des Titrationsequivalenzpunktes (Abhingigkeit von der visuellen Empfind-
lichkeit der Bedienungsperson beim Farbumschlag, Einfluss der Beleuchtung, un-
bewusste Beeinflussung durch den ersten Titrationswert bei der Wiederholung
der Bestimmung usw.). Ein weiteres Problem ist die praxisbedingte Unméoglich-
keit, die visuelle Methode zu automatisieren. Eine potentiometrische Bestim-
mung wiirde diese Mingel beseitigen, hat aber den Nachteil, dass die Titration ei-
ner Mischung von verdiinnten schwachen Fettsduren in einem nichtwisserigen
Milieu, besonders in Anwesenheit von Kohlendioxid aus der Luft, schwierig ist.

“In memoriam Frau Prof. Dr. E. Hamburger (EPF-Lausanne)
Die Grundlagen dieser neuen Methode wurden am 2. September 1988 anlisslich der 100.
Jahresversammlung der SGAAC in Neuchitel als Kurzreferat prisentiert. Inzwischen
wurde die Methode fiir den Einsatz in der Routineanalytik weiterentwickelt.



Die modernen mikroprozessorgesteuerten Titrationsgerite sind mit hochoh-
migen Differenzverstirkern ausgestattet, die zusammen mit neuen, asymmetrisch
abgeschirmten Messelektroden Stdrungen, verursacht durch elektrostatische Fel-
der, unterdriicken. Dies gilt vor allem fiir Titrationen in nichtwisserigen Medien
(14). Ferner sind diese Titratoren fiir die Automatisierung der Titrationen mit
Probenwechslern nachriistbar.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die wichtigsten Parameter der potentiome-
trischen Titration in nichtwisserigem Milieu zu optimieren und die daraus resul-
tierende Bestimmungsmethode mit der klassischen visuellen Titration nach
Deeth zu vergleichen.

Experimenteller Teil

Probenwabl

— Rohmilch aus eigener Versuchskiserei, hand- oder maschinengemolkene
Milch, pasteurisiert, homogenisiert, 3,6% Fettgehalt

— «Milch-Drink», pasteurisiert, homogenisiert, 2,8% Fettgehalt

— Rohrahm aus eigener Versuchskiserei

~ Rahm, pasteurisiert, homogenisiert, aus eigener Versuchskiserel

— Rahm, UHT-behandelt, homogenisiert, aus eigener Versuchskiserei.

Chemikalien

In Tabelle 1 sind die fiir die Vorversuche und vorgeschlagene Methode ge-
brauchten Chemikalien zusammengestellt.

Tabelle 1. Verwendete Chemikalien

Isopropanol p. A., Merck 9634

Petrolether Ph. H. VI, Siegfried 103700-00, dest.
(Sdp. 40—60 °C)

Heptan p. A., Merck 4379

Methanol p- A., Merck 6009

Ethanol absolut p. A., Merck 983

Ethanol technisch (94 Gew.-% mit 5% Methanol),
Eidg. Alkoholverwaltung

Wasser entionisiert (Milli-Q-Anlage)

Schwefelsiure konz. p. A.,, Merck 731

Salzsiure 10 mmol/I1* Titrisol, Merck 9974

Myristinsiure (> 99,5% GC) puriss., Bezugssubstanz, Fluka 70079

Thymolblau wasserloslich® Standard Fluka 89350

Kalilauge 0,5 mol/l in Methanol Merck 9351

Kalilauge, ca. 47%7 Merck 5547

Stickstott* Klasse 2, Carbagas

* Nur fiir die Deeth-Methode
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Reagenzien

Extraktionsgemisch (fiir die Extraktion der FFS aus Milch- und Rahmproben nach
Deeth)

Isopropanol: 800 ml

Petrolether: 200 ml

Schwefelsiure 2 mol/l: 20 ml

Standardlosung S (fiir die Titerbestimmung der Titrierlosung)

Myristinsdure in Blindprobenextrakt: ¢ = 2,5 mmol/i

N. B.: Da die Losung schnell verdunstet und sich somit die Konzentration
schnell dndert, wurde diese Standardlssung tiglich frisch aus einer Myri-
stinsiure-Stamml6sung (¢ = 50 mmol/l in Blindprobenextrakt; 1 Monat la-
gerbar bei 4 °C) durch Verdiinnung mit dem Blindprobenextrakt herge-
stellt. Um den Titer zu berechnen, muss der Blindwert des Blindprobenex-
traktes B substrahiert werden.

Losung Z (fiir die Zusatzmethode)

Myristinsdure in Heptan (fiir die Zusitze zum Blindprobenextrakt, zu den Ex-
trakten der Milch- und Rahmproben und zu der Standardigsung S):
¢ = 5 mmol/l

Titrierlosung

Kalilauge in Methanol: ¢ = 5 oder 10 mmol/I

Farbindikatorlosung (fir die visuelle Titration nach Deeth)
Thymolblau in Isopropanol: ¢ = 0,01%

Waschlosung fiir Stickstoff (fiir die visuelle Titration nach Deeth)

Kalilauge: ¢ = ca. 47%
Heptan (um N, mit Heptan zu sittigen)

Fiir die potentiometrische Titration (vorgeschlagene Methode)
Gerite/Zubehor: manuell man. + aut. automatisch

Titroprocessor 686 (mit einge-

bautem Differenzverstirker) I X2.686.0100

Interface fiir Analogausgang/

Fernsteuerung 1 X3.540.2191
Dosimat 665 1 X2.665.0010
Dosimat Titrierstand 665

(inkl. Magnetrithrer 649) 1 X 2.665.0030

Wechseleinheit (Zylinder-

volumen 5 ml) 1 X6.3006.153



Gerite/Zubehor: manuell

Biirettenspitze mit Erdung
separate Glaselektrode
(fiir PW*, ohne Kabel)
separate Glaselektrode
(Std. Linge, ohne Kabel)
abgeschirmte Referenzelektrode
(PW*, ohne Kabel)
abgesch. Referenzelektrode
(Std. Linge, ohne Kabel)
Platin-Hilfselektrode
(PW*, ohne Kabel)
Platin-Hilfselektrode

(Std. Linge, ohne Kabel)
Elektrolyt: LiCl sat. in
Ethanol, 250 ml

(fir Ref.-Elektrode)
Kabellitze, 100 cm fiir
Referenz-Elektrode
Kabellitze, 200 cm fiir
Referenz-Elektrode
Elektrodenkabel abgeschirmt,

1 X6.0102.100

1 X6.0729.100

1 X 6.0331.000

1X6.2106.020

100 cm 2 X 6.2104.020
Elektrodenkabel! abgeschirmt,

200 cm

Titriergefiss

Unterteil mindestens 10 X 6.1415.220

Titriergefiss Deckel 1 X6.1414.010
Stabrithrer 622, mit

PP Fliigelrithrer

Glasriihrspirale (Std. Linge)
Probenwechsler-Steuer-

gerit 664

Verbindungskabel: Titro-
processor 686-Steuergerit 664
Probenwechsler 673 fiir

10 Proben (inkl. Stabriihrer 622)
Glasriihrspirale

(fiir Probenwechsler)
Titrierbecher

(PP, Vol. 20...250 ml)
Glaseinsatzbecher

(Vol. 20...200 ml) zu Std.
Titrierbecher

1X2.622.0034
1 X 6.1904.040

man. + aut. automatisch

1 X 6.1540.010

1 X6.0104.100

1 X6.0729.110

1 X6.0331.040

1 X6.2312.000

1 X6.2106.060

2X6.2104.030

1 X 2.664.0010
1X3.980.2930
1X2.673.0010
1X6.1904.020

mindestens 10 X 6.1434.320

mindestens 10 X 6.1433.220



Gerite/Zubehér:
Membranpumpe 683 zum
Spiilen am Probenwechsler
Steuerkabel zu Membran-
pumpe 683

Rotordise 6.1823.000
Schaft zu Rotordiise 6.2740.000
Fihrungshiilse zu

Schaft 6.1823.000
Netzverteiler mit Stdrschutz
* PW = Probenwechsler

Fiir die visuelle Titration nach Deeth

Dosimat Titrierstand 665
(inkl. Magnetrithrer)
Wechseleinheit
(Zylindervolumen 5 ml)

Gerdtecinstellung

automatisch

1 X 2.683.0024
1 X6.2121.010
1 X 6.2740.000
1 X6.1823.000

1 X6.1236.020
1 X 2.615.0010

1 X2.665.0030

1 X6.3006.153

Bei der vorgeschlagenen Methode wurde mit den in Tabelle 2 angegebenen
Parametereinstellungen (Analysenparameter) der Datenerfassung gearbeitet, Ab-
weichende Einstellungen sind erwihnt.

Tabelle 2. Einstellung der Analysenparameter (Titroprocessor 686)
— fiir den Blindprobenextrakt: Methode 10

- fiir die Standardl6sung: Methode 11
— fiir die Probenextrakte: Methode 12
GET U: Methodennummer 10 11 I 12
prep step: pause (s) 15 |
electr. input 12
parameters: titr. rate  (ml/min) 1,00*
anticip. 107
stop V (mli) 1,80 4,20 2,60
start 'V (ml) 0,20 2,00 0,35
temp. (°C) 25
EP crit. 4%
def. records: report 25
m RSE; 05 RSI: 03 RSI1; RS2; RS3; 02
com. var, mR1; C30 mR1: C31 -

* Fiir Vorversuche: titr. rate (ml/min) = 0,40,

anticip. = 0,

EP ¢cnit. = 3



Aus Tabelle 3 sind die gespeicherten Konstanten und Formeln (rechnerische
Parameter) der Datenverarbeitung ersichtlich.

Tabelle 3. Einstellung der rechnerischen Parameter (Titroprocessor 686):

— fur den Blindprobenextrakt: Methode 10
— fiir die Standardlosung: Methode 11}(siehe auch Tab. 2)

— fiir die Probenextrakte: Methode 12
2nd fmla: Methode 10 F1 = EP1; 3; ml
11 FI = COI/(EPI-C30); 3
12 F1 = (EP1-C30); 3; ml
F2 = (RS1* C31* C02* C03* C04)/C00; 2!
F3 = RS$2/C20; 3; mol/kg?
fmla const.: Methode 11 C01 = 2.500
Ci0=.....
Methode 12 C02 = 0.005
C03 = 9.2
C04 = 200
Ci0=.....
C3l=.....
silo
simpl data: Methode 12 stlo line 1....41
method 12
id. # 1 Proben-Nr.
id. # 2 Proben-Nr.
C20 Fettgehalt (g/kg)
Co00 E (g) der Milchprobe

! F2: Zwischenresultat, ausgedriickt in mmol FFS/kg Milch
2 F3: Schlussresultat, ausgedriickt in mol FFS/kg Milchfett

Erliuterungen zu den Gerdte-Parametern (siche auch Tabelle 3):

GET U = General Equivalence-point Titration
(Titration mit quasi-kontinuierlicher Reagenzdosierung und
automatischer Equivalenzpunktauswertung)

electr. input = Definition der Elektrodenanschliisse
(zwei hochohmige Eingiinge fiir Differenzpotentiometrie)

pause = Wartezeit vor dem Titrationsbeginn (Durchmischungszeit des
zur Probe zugegebenen Ethanols und des Myristinsiurezusatzes)

titr. rate = Titrationsgeschwindigkeit

anticip. = Anpassung der Titrationsgeschwindigkeit an die Potential-
inderung

stop V = Stopvolumen {maximales Titriervolumen)

start 'V = Startvolumen (wird beim Titrationsbeginn mit der max.

Biirettenausstossgeschwindigkeit zudosiert)
EP crit. = Empfindlichkeit bei der Equivalenzpunkterkennung




Bestiickung des Titrierkopfes

Abbildung 1 zeigt die empfohlene Bestiickung des Titrierkopfes fiir die poten-
tiometrische Titration.

Abb. I Bestickung des Titrierkopfs
Pos. 1: Pt-Hilfselektrode

Pos pH-Messelektrode
Pos Spiildiise (Ethanol techn,)
Pos Ag/AgCl-Reterenzelektrode

Pos. 6: Biirettenspitze, eingetaucht (Titriermittel)

il
i3
.4
Pos. 5: Stabrithrer (Spirale aus Klarglas)
b
. 7-10: Blindstopfen

Probenvorbereitung (Extraktion der FFS nach Deeth)

Milchprobenextrakt (= Lisung M)

Ca. 5 g Milchprobe wurden in ein 30-ml-Reagenzglas mit Schraubverschluss
auf 1 mg genau eingewogen und 10,00 m! Extraktionsgemisch, 6,00 ml Petrolether
und 4,00 ml Wasser zugegeben. Das Gemisch wurde 30 s geschiittelt (17) und
wihrend 5 min bei 1000 UpM mit einer Gerber-Zentrifuge (Typ P60/63) getrennt
(dieser Extrakt ist hochstens 5 Tage im Kiihlschrank lagerbar). 5 ml der freie Fett-
siuren enthaltenden organischen Phase wurden fiir die Titration entnommen.

Rabmprobenextrakt (= Losung R)

Gleiche Probenvorbereitung wie fiir Lésung M, aber mit ca. 1g Rahmprobe
und 4,00 ml Wasser (anstelle von 5 g Milchprobe)



Blindprobenextrakt (= Losung B)

Gleiche Vorbereitung wie fiir Losung M, aber mit 5,00 ml Wasser (anstelle
von 5 g Milchprobe).

N. B.: Fiir die monatliche Herstellung der Myristinsdurestammlgsung sind ca. 15
Blindprobenextrakte nétig. Fiir die tigliche Herstellung von 50 ml Stan-
dardlésung S (¢ = 2,5 mmol/l) geniigen 6 Blindprobenextrakte zur Ver-
diinnung der StammlGsung.

Potentiometrische Titration

In den Vorversuchen wurde meistens ohne, in der vorgeschlagenen Titrations-
methode jedoch mit einer Additionsmethode (bekannter Zusatz Z von Myristin-
siure) gearbeitet. Wie aus Abbildung 2 ersichtlich, wurde zuerst ein Blindproben-
extrakt (B) inklusive Myristinsdurezusatz (Z) funffach titriert; danach wurde der
Standard (S) zusammen mit dem Blindwert (B) und dem Myristinsdurezusatz (Z)
dreifach bestimmt und schlussendlich der Probenextrakt (P = M oder R) zusam-
men mit dem Blindwert (B) und demselben Myristinsidurezusatz (Z) doppelt be-
stimmt. Nach 10 Doppelbestimmungen muss der beschriebene Messzyklus wie-
derholt werden.

Ad A AL AL A8 &S T

S
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&

5-fach =———— 3-fach ——— max. 10 Proben -
Bestimmung Bestimmung (Doppelbestimmungen)
= =

Abb. 2. Messzyklus der vorgeschlagenen Titrationsmethode
S = Standard (Myristinsiure)
P = Probe (freie Fettsiuren)
B + Z = Blindwert inklusive Myristinsiurezusatz
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In der Praxis wird die Titration wie folgt ausgefithrt:
5,00 ml Lésung (B, S, P =M oder R) wurden nach Zugabe von 0,250 ml Myristin-
sdureldsung Z (¢ = 5,00 mmol/l in Heptan) und 25,00 ml Ethanol (Volumenver-
grosserung) gemiss den in Tabellen 2 und 3 angegebenen analytischen und rech-
nerischen Parametereinstellungen potentiometrisch titriert.

Visuelle Titration

Die visuelle Titration nach Deeth, modifiziert nach Miller (16), wurde als Ver-
gleichsmethode angewandt. Diese Titration wurde unter Stickstoffspiilung (CO,-
Verdringung aus der Umgebungsluft) ausgefiihrt.

Resultate und Diskussion

Bei der Entwicklung dieser neuen Titrationsmethode wurden zuerst die Geri-
te- und Analysenparameter optimiert. Schliesslich wurde diese Methode auf
Milch und Rahm angewendet.

Optimierung der Gerdte- und Analysenparameter

Volumen und Lisungsmittel fiir die Volumenvergrosserung des Aliguotanteils

Das Volumen des nach Deeth erhaltenen Milch- oder Rahmprobenextraktes
(ca. 9 ml) war zu gering, um mit dem Probenwechsler eine automatische poten-
tiometrische Titration auszufithren. Eine Vergrosserung dieses Volumens war
notwendig, um die 3 eingesetzten Elektroden, die Biirettenspitze sowie den Stab-
rihrer vollstindig einzutauchen. Beim Rithren diirfen keine Luftblasen erzeugt
werden. Um die Schirfe des Equivalenzpunkts beizubehalten und um Mischver-
zogerungen und unnétigen Chemikalienverbrauch zu vermeiden, sollte das Vo-
lumen jedoch nicht tibermissig vergrossert werden. Fiir das eingesetzte Probevo-
lumen (Aliquotanteil von 5 ml, gleich wie bei der Deeth-Methode) hat sich eine
Volumenvergrosserung um 25 ml als optimal erwiesen. Das einzusetzende orga-
nische Lésungsmittel wurde anhand der in Tabelle 4 angegebenen Messresultate
ausgewihlt.

Die Titrationskurvenauswertung liefert fiir Aceton und Acetonitril 3, fiir die
Alkohole aber nur 2 Equivalenzpunkte (EP). Die Anzahl der EP und die ungiftige
Beschaffenheit waren ausschlaggebend fiir die Wahl von Ethanol (absolut) fiir
die Vergrosserung des Probevolumens. Die 2 registrierten EP sind wahrscheinlich
dem gelGsten Kohlendioxid und den freien Fettsiuren zuzuordnen.

Bestiickung des Titrierkopfes

Um die geometrisch geeignetste Messanordnung der Titrierzelle zu bestim-
men, wurden die 3 in Tabelle 5 und Abbildung 1 dargestellten Bestiickungen des
Titrierkopfes gepriift.
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Tabelle 4. Wahl des Losungsmittels fir die Probenvolumenvergrésserung
(n = 3 Besttimmungen pro Ldsungsmittel)

Lésungsmittel ml-Yerbrauch Anzahl Giftklasse
KOH 5 mmol/l | Equivalenzpunkte

Ethanol abs.® 4,58 2 5
Isopropanol® 4,60 2 5
Methanol® 4.36 2 3
Aceton, p. A., Merck 14 4,54 3 4
Acetonitril, HPLC, Fluka 00692 4,56 3 2

* siehe Qualitit und Reinheit in Tabelle 1

Tabelle 5. Einfluss der Bestiickung des Titrierkopfes auf die Wiederholbarkeit der
Messwerte (ml-Verbrauch KOH 5 mmol/})

Position | I. Bestiickung 2. Bestiickunyg 3. Bestiickung

nach

Abb. |

1 Pt-Elektrode Spiilung (EtOH) Pi-Elektrode

2 pH-Glaselektrode pH-Glaselektrode pH-Glaselektrode
3 Spiildiise Pt-Elektrode Spuldiise

4 Stabrithrer Stabriihrer Ag/AgCl-Elektrode
5 Ag/AgCl-Elektrode Ag/AgCl-Elektrode Stabriither

6 Blindstopfen Biirettenspitze Biirettenspitze

8 Biirettenspitze Blindstopfen Blindstopfen
9—10 Blindstopfen Blindstopfen Blindstopfen

n 10 10 10

x 26,0 25,2 249

S, 1,25 0,41 0,37

V(%) | 48 1,6 1,5

Anzahl Besttmmungen pro Bestiickung
Mittelwert der Messwerte
Standardabweichung der Messwerte
Variationskoeffizient (in %)

S,
V (%)

([ [ 1 I

Aufgrund des Variationskoeffizienten wurde die 3. Bestiickung fiir die vorge-
schlagene Methode gewihlt. Die theoretisch optimale Bestiickung des Titrier-
kopfes ist wegen zu grossen Platzbedarfes nicht realisierbar.

Stabriihrer

Tabelle 6 zeigt keinen signifikanten Unterschied, wenn ein Glas- und Polypro-
pylenrithrstab miteinander verglichen werden. Aus Platzgriinden wurde die Spira-
le aus Glas gewihlt.
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Tabelle 6. Einfluss des Riihrstabtyps auf die Wiederholbarkeit der Messwerte (ml-
Verbrauch KOH 5 mmol/])

Spirale aus Glas

Fligel aus Polypropylen

” 20 20

X 0,850 0,879

S, 0,0076 0,0079
V (%) 0,89 0,90

= Anzahl Bestimmungen pro Rihrstab

n

x = Mittelwert der Messwerte

S. = Standardabweichung der Messwerte
(%) = Vanationskoeffizient (in %)

Titrierbiirette

Die 3 erhiltlichen Biirettengrdssen (1 ml, 5 ml und 10 ml) wurden gepriift.
Aufgrund ihres speziell giinstigen Kolbenhub-/Ausstossvolumen-Verhiltnisses ist
die 1-ml-Biirette theoretisch die genaueste. Wegen technischer Probleme wurde
sic jedoch nicht gewihlt: ithre zu geringe Titriergeschwindigkeit (Maximum
0,30 ml/min) ergab keine saubere Titrationskurve. Dichtigkeitsprobleme sowie
schwer vermeidbare Luftblischen im Zylinder wiirden zudem ihren Einsatz fiir
Routinearbeit beeintrichtigen. Die 10-ml-Blirette war zu gross fiir eine genaue
Ablesung des Ausstossvolumens (ca. 0,1 bis 0,3 ml). Somit stellte die 5-ml-Biirette
eine glinstige Kompromisslosung dar (max. 15 ml/min; ablesbare Auflésung: 1 ul,
absoluter Fehler: £ 15 ul; Wiederholfehler: 5 ul).

Spilung der Messvorrichtung

Tabelle 7 zeigt die Notwendigkeit, nach jeder Titration eine Spiilung (5 s) der
Messvorrichtung mit Ethanol (technisch) durchzufithren, um die Verschleppung
zu vermeiden,

Tabelle 7. Titration desselben Probenextraktes ohne und mit Spitilung mit techni-
schem Ethanol. Spulzeit: 5

I‘_mnilun ml-Verbrauch von KOH 3 mmaol/l bis zur Erkennung des EP
in der
Messrethe ohne Spiilung mit Spalung

l. 0,764 0,760

2. 0,780 0,764

3. 0,792 0,758

4, 0,828 0,770

5. 0,866 0,760

6. kein EP erkannt 0,766
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Bei der Wiederholung der Titration desselben Probenextraktes ohne Zwi-
schenspiilung verschlechterten sich die Titrationskurven fortschreitend, bis
schliesslich der Equivalenzpunkt der Titration nicht mehr erkennbar war.

Wartezeit auf dem Probenwechsler

Nach Tabelle 8 hatte im Vergleich zu einer sofortigen Titration die Wartezeit
der Probenextrakte auf dem Probenwechsler vor der Titration praktisch keinen
Einfluss.

Tabelle 8. Einfluss des Stehenbleibens der unbedeckten Probenldsungen im Pro-
benwechsler auf die Wiederholbarkeit der Messwerte (ml-Verbrauch
KOH 5 mmol/l)

Titration mit Probenwechsler Titration ohne Probenwechsler
kontinuierlich (10 Positionen) einzeln (I Position)
n 20 20
x 0,623 0,661
A 0,0120 0,0098
V (%) 1,93 1,48

= Anzahl Bestimmungen

= Mittelwert der Messwerte
Standardabweichung der Messwerte
Variationskoeffizient (in %)

~<£AHIE

(%)

Speziell bei erhéhten Temperaturen im Laboratorium ist es jedoch empfeh-
lenswert, jedes Probengefiss mit einem Kunststoffdeckel, z. B. einer Teflonschei-
be (eigene Herstellung), zu verschliessen, um Storfaktoren wie Anreicherung der
Probenextrakte mit Kohlendioxid sowie Verdunstung der fliichtigsten freien Fett-
siuren und des Losungsmittelgemisches zu begrenzen. Die verwendeten Ver-
schlussdeckel wurden vor der Titration seitlich weggestossen, kurz bevor das Pro-
bengefdss von der Hebebiihne gefasst und angehoben wurde.

Bei ausgeprigten Schwankungen der Raumtemperatur sind hiufige Titerbe-
stimmungen der alkoholischen Kalilaugenlésung zu empfehlen, um ihren hohen
Temperaturkoeffizienten zu kompensieren oder eine thermostatisierbare Wech-
seleinheit einzusetzen (Art.-Nr. fir 5 ml: 6.3012.153).

Konditionierung der Glaselektrode

Die Konditionierung der Glaselektrode ist sehr wichtig, aber schwer kontrol-
lierbar (Tabelie 9).
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Tabelle 9. Einfluss der Konditionierung der pH-Glaselektrode auf die Wiederhol-
barkeit der Messwerte (ml-Verbrauch KOH 5 mmol/])

ml KOH
iiber Nacht 1n dest. Wasser, 1 Stunde vor n 10
Gebrauch 1n Losungsmittelgemisch x 1,335
S. 0,0497
V (%| 3,7
iber Nacht in dest. Wasser, 1 bis 2 Stunden n 10
vor Gebrauch in Blindprobenextrakt X 1,267
s. | 0,0240
V(%) 1,9
tiber Nacht in Blindprobenextrakt n 10
X 1,284
S. 0,0178
V (%)| 1.4
iber Nacht in Losungsmittelgemisch n 10
mit 5% Wasserzugabe X 1,202
S, 0,0232
V(%] 1,9

" = Anzahl Bestimmungen pro Konditionierung
X Mittelwert der Messwerte
Standardabweichung der Messwerte

S

V (%) = Vanationskoethzient (in %)

Neben den erwihnten Schwierigkeiten bei Titration in nichtwisserigem Mi-
lieu (hohe Impedanz, zugehorige elektrostatische und -dynamische Stérpotentia-
le) hat die zeitliche Verinderung der Quellschicht der Glaselektrode eine starke
Auswirkung. Dies ist wahrscheinlich das heikelste Problem der vorgeschlagenen
Bestimmungsmethode. Es wird empfohlen, die Glaselektrode iiber Nacht in de-
stilliertes Wasser oder sogar in eine sehr verdiinnte Salzsiurelésung (z. B.
10 mmol/I (18)) zu legen und danach wihrend mindestens I Stunde im Blindpro-
benextrakt zu konditionieren. Die wechselweise Verwendung einer zweiten glei-
chen Glaselektrode ermdéglicht ein kontinuierliches Arbeiten im Routinelabora-
tortum. Die Quellschichten der Elektroden werden alternierend regeneriert.

Wartezeit vor der Titration

Mit dem Titroprocessor 686 ist es moglich, vor der Titration eine Wartezeit
mit eingeschaltetem Rithrmotor zu programmieren. Wie aus Tabelle 10 ersicht-
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lich, hat diese Wartezeit eine Doppelfunktion. Einerseits ermdoglicht sie eine
sorgfiltige Zumischung der 0,250 ml Myristinsdurelosung A (Additionsmethode)
und der 25,00 ml Ethanol absolut (Volumenvergrosserung des Aliquotanteils des
Probenextraktes). Andererseits beriicksichtigt sie die Ansprechzeit der Glaselek-
trode im nichtwisserigen Milieu ohne unniitze Verlingerung der totalen Analy-
sezeit.

Tabelle 10. Einfluss der Wartezeit («pause» in s) auf die Stabilitdt des Signals der
Messkette zu Beginn der Titration

0s 15 s 30 s
V/ml! U/mV? V/ml! U/mV? V/ml! U/mV?
0,000 23 0,000 44 0,000 65
0,035 27 0,034 47 0,031 65
0,069 31 0,067 50 0,062 64
0,104 35 0,101 50 0,094 64
0,138 34 0,135 49 0,125 63
0,173 34 0,168 48 0,156 62
0,208 33 0,202 47 0,187 62
0,242 32 0,235 46 0,218 61

' V/ml: Volumen der mit der Biirette zugegebenen Titrierldsung.
2 U/mV: Anderung des Potentials nach der Titrierlésungszugabe.

Das Titriergerit bietet auch die Moglichkeit, ein festgelegtes Startvolumen zu
Beginn der Titration schnell zuzudosieren (Start V) und ein maximales Volumen
der Titrierlosung (Stop V) zu programmieren. Damit lasst sich die Titrationszeit
verkiirzen.

Empfindlichkeit der Erkennung des Equivalenzpunktes

Der Titroprocessor 686 bietet 8 verschiedene Méglichkeiten (Pos. 1 bis 8), um
die Empfindlichkeit der Erkennung des Equivalenzpunktes (EP crit.) einzustellen
(Tabelle 11).

Die geringsten Empfindlichkeitseinstellungen (Pos. 4 und 8) ermdglichen die
Ausschaltung zahlreicher Titrationsartefakte. Position 5 bis 8 wirken ihnlich wie
Position 1 bis 4, aber mit einer zusitzlichen Signaldimpfung.

Titriergeschwindighert

Verschiedene Vorversuche haben gezeigt, dass die hochste gepriifte Titrierge-
schwindigkeit (1,00 ml/min) noch brauchbar ist, wenn die Geschwindigkeit kurz
vor dem Equivalenzpunkt (EP) reduziert wird (anticip.), um eine Ubertitration zu
vermeiden. Nach Tabelle 12 ist fiir die hochste gepriifte Titriergeschwindigkeit
auch eine erhéhte Reduktion (anticip. 10) zu empfehlen.
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Tabelle 11. Optimierung der Empfindlichkeit (EP crit.) auf die Erkennung des
Endpunktes der Titration (ml KOH 5 mmol/l)

EP ¢nit. | 2 3 4 5% 6t g g+

Blindprobe EP 1 0,221 | 0,237 | n.e. n. e. 0,221 | 0,237 | n.e. n. e.
EP 2 0,370 | 0,370 | 0,370 | 0,370 { 0,370 | 0,370 | 0,370 | 0,370

Probe EP 1 0,362 | n.e. n.e. n. e. 0,362 | n.e. n. e. n. e
EP 2 0,697 | 0,674 | n.e. n. e. 0,697 | 0,674 | n.e. n.e
EP 3 0,877 | 0,892 | 0,909 | n.e. 0,877 | 0,892 | 0,909 | n.e.
EP 4 1,185 | 1,187 | 1,188 | 1,191 | 1,185 | 1,187 | 1,188 | 1,191

n. e. = nicht erfasst
= gleiche Empfindlichkeit wie EP crit. 1 bis 4, aber mit einer zusiitzlichen
Dimptung bei starkem Rauschpegel des Signals.

Tabelle 12. Einfluss der Anpassung der Titriergeschwindigkeit (= anticip.) auf den
Titrierlosungsverbrauch (in ml KOH) und auf die Wiederholbarkeit
der Messwerte (in %) (Grundgeschwindigkeit: 1,00 ml/min)

antiap, ml-Verbrauch KOH 5 mmaol/l Faktor FFS-Gehalt
der mmol/kg Milchiett
Titrier-
PEL BEL Ditt. {Gsung ey (7 V (%)
0 0,761 0,453 0,308 0,978 26 0,502 1,93
] 0,748 0,463 0,285 0,988 24 0,560 2,33
3 0,707 0,449 0,258 0,989 22 1,282 5,83
5 0,705 0,401 0,304 0,984 26 0,539 2,07
7 0,686 0,407 0,279 0,979 24 1,136 4,73
10 0,719 0,406 0,313 0,972 26 0,330 1,27
PEL = Probenextraktidsung X = Mittelwert der Messwerte (7 = 5)
BEL = Blindprobenextraktldsung S, = Standardabweichung der Messwerte
Ditt, = PEL-BEL V (%) = Vanationskoettizient (in %)
Standardlosung

Fiir die Titerbestimmung der Kalilauge-Titrierlésung wurden bei den Vorver-
suchen Salzsdure in Wasser, Kaliumhydrogenphthalat in Wasser sowie Benzoe-
sdure in Blindprobenextrakt verwendet. Aufgrund ihres pK-Wertes wurde eine
Myristinsdureldsung (¢ = 2,5 mmol/l in Blindprobenextrakt) als Standardlésung
S gewidhlt. Diese gewihrleistet auch am besten die Standardisierung der Methode
mit dem Titroprocessor 686.
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Unspezifische Titration der freren Fettsiuren

Aus Abbildung 3 und Tabelle 13 ist ersichtlich, dass die freien Fettsduren (C-4
bis C-22) wegen der geringfiigigen Unterschiede zwischen ithren pK-Werten (Ta-

belle 14) nicht nacheinander, sondern gesamthaft titriert werden.

Potential ImV]

(¢ = 10 mmol/l in Blindprobenextrakt).
Die Ordinate stellt eine relative mV-Skala dar.

1

2

3

Verbrauch KOH-Ldsung [ml]
Abb. 3. Titrationskurven einzelner organischer Fettsiuren

Caprylsiure, Caprinsdure, Laurinsiure, Myristinsdure
und Stearinsiure sind nicht differenzierbar

Tabelle 13. Vergleich der optischen (Deeth) und der vorgeschlagenen potentio-
metrischen Methode bei verschiedenen einzelnen freien Fettsiuren
(c = ca. 10 mmol/l)

. Potent. Titration Opusche Titration Mitel, DT,
Komponente

1. Mess. 2. Mess. X 1. Mess 2. Mess. X mmaol/] W
Buttersdure 10,00 10,16 10,08 10,14 9,99 10,07 | +0,01 0,1
Caprylsiiure 10,34 10,26 10,32 10,34 10,32 10,33 - 0,01 0,1
Caprinsiure 9,96 10,17 10,07 9,97 10,00 9,99 + 0,08 0,8
Laurinsdure 10,13 10,26 10,20 10,17 [0,14 10,16 + 0,04 0,4
Myristinsdure 10,10 10,22 10,16 10,16 10,17 10,17 - 0,01 0,1
Palmitinsiaure 10,47 10,55 10,51 10,47 10,48 10,48 + 0,03 0,3
Stearinsiure 10,35 10,26 10,31 10,31 10,33 10,32 - 0,01 0,1
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Tabelle 14. pK -Werte einiger Carbonsduren in Wasser

Fettsauren K, Bemerkung, Herkunit
Ameisensiure Cl 3,75!
Essigsiure C2 4,75 Keine Hydrolyseprodukte des Milchfettes
Propionsiure C3 4,87!
Buttersiure C4 4,82!
Valeriansiure C5 4,79 Fiir die Ranzigkeit verantwortliche
Capronsiure Cé6 4,84* Hydrolyseprodukte des Milchfettes
Caprylsiure  C8 4,85¢
Caprinsiure CI0 5,00¢
Milchsiure  pKs 3,08 Vorhanden in fermentierten Milchprodukten
Citronensiure pKs 1 3,08 Spuren in Milch- und Rahmproben
pKs 2 4,74% Vorhanden in grosser Konzentration in
pKs 3 5,407 Reinigungs- und Spiilmitteln
Kohlensiure ﬁ?; é 18:23 Vorhanden wegen des Luftkohlendioxids

U Ref. (19)
Ref. (15)

T

Die verschiedenen Titrationskurven fallen in threm Verlauf und in ihrem
Equivalenzpunkt zusammen. Diese Bedingung ist fiir eine exakte Titration uner-
lasslich. Selbstverstindlich werden auch andere gleichzeitig extrahierte Siuren,
wie z. B. Milchsiure (verdorbene und fermentierte Proben) und Citronensdure
(Spiil- und Reinigungsmittel) sowie Kohlensiure (Kohlendioxid der Luft), mitbe-
stimmt (Tabelle 14).

Verbesserung der Wiederholbarkeit mittels einer Additionsmethode

Tabelle 15 zeigt eine Verbesserung der Wiederholbarkeit der Messwerte um ei-
nen Faktor von ca. 2 bei einem Myrnstinsdurezusatz vor der Titration.

Vergleich der potentiometrischen Titration mit der visuellen Titration nach Deeth

Eine statistische Auswertung der Ubereinstimmung der beiden Bestimmungs-
methoden wurde aufgrund der entsprechenden Regressionsgerade (visuelle Titra-
tion nach Deeth als Abszissenwert, potentiometrische Titration als Ordinaten-
wert) ausgefithrt. Aus den zugehorigen F-Tests konnen mit einer Wahrscheinlich-
keit von 95% folgende Aussagen gemacht werden:
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— die Steigung f der Regressionsgerade ist statistisch nicht von 1 verschieden

Fy = I P =045 = 0,90 <3,84)

l( L] - - . * .
— die Nullpunktordinate « ist statistisch nicht von Null verschieden (F, - o, p

0,95 = 0,62 <3:84)'

Der Korrelationskoeffizient betrigt » = 0,980 (» = 130).

Abbildung 4 zeigt die Ubereinstimmung der beiden Methoden.
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Abb. 4. Vergleich der vorgeschlagenen potentiometrischen Titrationsmethode mit der vi-
suellen Titrationsmethode nach Deeth bei verschiedenen Milchprodukten (Roh-,
Past- und UHT-Milch, Roh- und Past-Rahm mit 36% Fettgehalt, Kaffeerahm mit

15% Fettgehalt)

Fin Viereck kann mehrere zusammenfallende Datenpaare darstellen (»

Kurvenverlauf mit verschiedenen Proben

= 130)

Abbildung 5 zeigt die Anwendung der vorgeschlagenen Methode auf ver-
schiedene Milchprodukte. Die Kurven fir Vollmilch, Kaffee- und Vollrahm ver-
laufen gleich und unterscheiden sich deutlich von derjenigen der Blindprobe.
Wenn zufilligerweise 2 Equivalenzpunkte gerechnet werden (wie hier z. B. in
Vollmilch und Vollrahm), ist fiir die Auswertung der zweite Equivalenzpunkt zu

verwenden.
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Tabelle 15. Verbesserung der Wiederholbarkeit der Messwerte mit Hilfe einer Ad-
ditionsmethode. Titrierlsung: KOH 10 mmol/!

Parameter Ohne Myristinsiure- | Mit Myristinsiure-
zusatz zusatz”
beim Blindprobenextrakt n 7 % 10
x (ml) 0,145 0,300
Sy (ml) 0,0095 0,0073
V (%) 6,5 2,4
beim Probenextrakt n 10 10
x (ml) 0,505 0,660
S, (ml) 0,0166 0,0097
V (%) 3,3 1,5

* Zusatz von 0,250 m| Myristinsdureldsung 5 mmol/} (wie in der vorgeschlagenen Metho-

de empfohlen).
** 3mal wurde der Endpunkt nicht erfasst

Blindwert Titer Probe
GET o % » & GET U 11 » 1] GET v 2 9 L]
Parameter Bausd 15 eauss 15 s Squse
report electr. innut 12 elestr, yomat 12 electes 1nput 12
tivr-rore 1.0@ ml owin Titr.rots 100 wl-min titrerate  1.88 nlsnin
anticie. 10 LN ITN 10 anticie
$oe ¥ 189 nl son ¥ 4,28 u] ston ¥ 2.60 ml
start V =20 ml storr ¥ 2.00 mi start ¥ +33 ml
tene . 2%.0 C gma. 2%.8 *C Lenn. 25.0 ¢
EP crit. 4 EP ¢rern. 4 EP crit
Formeln und GET v [T | ] GET u i1 @ ] GET U 12 & 14
F | FL=EP]i3inm] FisCQl {EPL-C301i 3} Fl=(EP1-CI0133im]
kOl'l'\“le n gg;: 2-?82 F2llﬂ‘$l'C3!¢&2'C03'€04l
onstanten ra-aszzceenm:ru
0035
coa- G 4
Coda 200
[ 786
Ci= 969
Ausfuhrlicher oy 209305 ine 121 B2 date 906305 vume 12120 dute 90-03-05 tine 12:11
u EFO B ] LT v 12 8 14
Resultaten 1d.#1 1d.81 Td.a1
report 1q.92 1d. 82 3 1d-e2 g
Utiniv 24 w¥ Ulimey nY C2os 411
rml Urny Lz Urny Cods 979 9
£P1 774 -7e EP) 3.367 -0 Uiinjc) 5w
RSL 774wl 1] ] Y/ml U my
$tom ¥ reached 100 ¥ reached EPL 1,309 -1e8
RS1 <519 =m)
RS2 4.
RS3 4012 molsky
wee ¥ reached
Titrations date 94-83-¢3 Hn 12192 dote FW-83-03 vime 12128 date 90-83-05 tiu 13:1
GET U 6 GET v 11t 18 CET v 12 14
kurve ~30ul/div AI-IO&WIdw Sﬂnl’div A 108mV d i oS d1v Ahlﬂnvldiv
stary ¥ 200 n| start V. 2.000 m} smary v «330 nl
-2 i =3 1
............ SN RN ._J - - =] iy e ey ]
l/ l / .

Ordinate stellt eine relative mV-Skala dar

Abb. 5. Verlauf der potentiometrischen Titrationskurven bei verschiedenen

Proben. Die
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Schlussfolgerung

Die vorgeschlagene potentiometrische Titrationsmethode ermdglicht eine
einfache, objektive und reproduzierbare Bestimmung der freien Fettsduren in
Milch- und Rahmproben, in denen diese Komponenten als Indikatoren der Fett-
schidigung betrachtet werden. Da die Methode nicht spezifisch ist, werden alle
extrahierten Sduren titriert.

Die neue, potentiometrische Bestimmungsmethode wurde mit Hilfe etnes
modernen mikroprozessorgesteuerten Titrationsgerites (Titroprocessor 686 von
Metrohm, ausgeriistet mit einem Differenzverstirker), einer Hilfselektrode und
etnem Paar symmetrischer, abgeschirmter Elektroden (Mess- und Referenzelek-
trode) entwickelt. Diese Methode ist geritespezifisch und kann deshalb nicht oh-
ne weiteres auf andere Titrierautomaten ibertragen werden.

Mit einer fir Titrationen nicht iiblichen «Additionsmethode» (Zusatz von
Myristinsiure) konnte die Reproduzierbarkeit des Verfahrens ohne grosse Ar-
beitsbelastung noch deutlich verbessert werden. Die Myristinsdure dient gleich-
zeitig als Urtitersubstanz bei der Titerbestimmung der Titrierldsung.

Die Reproduzierbarkeit hingt vor allem von der Konditionierung der Glas-
elektrode (Quellschicht) ab. Der Variationskoeffizient der visuellen Titration
nach Deeth (ca. 1-2%) scheint kleiner als derjenige der potentiometrischen Titra-
tion {ca. 2—5%). Diese Differenz zugunsten der visuellen Methode erklart sich
zum Teil durch die Beeinflussung der Bedienungsperson bei den wiederholten vi-
suellen Titrationen. Der Hauptvorteil der neuen Titrationsmethode liegt dem-
nach in der Objektivitit der potentiometrischen Erfassung des Equivalenzpunk-
tes {Unabhingigkeit von der visuellen Empfindlichkeit der Bedienungsperson
beim Farbumschlag, kein Einfluss der Beleuchtung usw.). Die Automatisierung
dieser Routinemethode erbringt zudem eine grosse Zeit- und Arbeitsersparnis.

Nach einer Uberpriifung der verschiedenen angegebenen Analysenparameter
sollte diese Bestimmungsmethode auch fiir andere Extraktionsgemische wie z. B.
nach Johnson and Gould (2), Driessen (11) oder BLM-Pedia (5) anwendbar sein.

Dank

Die Autoren danken den Herren Dr. W. Richter, P. Bruttel, P. Kiinzle und H. Peyer der
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Zusammenfassung

Zweck dieser Arbeit ist die Entwicklung einer potentiometrischen Methode tiir die Ti-
tration der freien Fettsiuren in Milch und Rahm. Die freien Fettsiuren wurden mit einer
Mischung von geeigneten organischen Ldsungsmitteln extrahiert. Die neue Methode
konnte mit Hilte des Titroprocessors 686 von Metrohm verwirklicht werden. Dieses mo-
derne mikroprozessorgestcuerte Titrationsgerit war mit einem Difterenzverstirker ausgerii-
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stet und wurde mit einem symmetrischen, abgeschirmten Elektrodenpaar (Messelektrode
und Referenzelektrode) sowie einer Hilfselektrode angewandt. Mit einem Probenwechsler
tir grosse Probenserien ist die Methode voll automatisierbar. Sie ist zuverlissiger und
schneller als die visuelle — und darum subjektive — Titration nach Deeth. Letztere, die bis
anhin fir die Bestimmung der Fettschidigung in Milchprodukten verwendet wurde, soll
durch die neue Methode ersetzt werden. Nach Optimierung der wichtigsten Analysenpara-
meter (Titriergeschwindigkeit, Empfindlichkeit, Volumen, Konzentrationsbereiche, L&-
sungsmittel usw.) wurde die neue potentiometrische Methode mit der visuellen Methode
nach Deeth verglichen. Mittels ciner Additionsmethode (bekannter Zusatz von Myristin-
sdure} konnte die Wiederholbarkeit der Messungen noch verbessert werden (Variations-
koettizient 2—5%). Diese hingt vor allem von der Konditionierung der Glaselektrode in
nichtwissrigem Milieu ab.

Résumé

Le présent travail a pour objectif la mise au point d’une méthode de titrage potentiomé-
trique des acides gras libres du lait et de la creme aprés extraction de ces derniers au moyen
d'un mélange adéquat de solvants organiques. Cette nouvelle méthode a été rendue possi-
ble par le développement du Titroprocessor 686 de la maison Metrohm, un titrateur mo-
derne piloté par un microprocesseur, équipé d’un amplificateur différentiel, d’une électro-
de auxiliaire ainsi que d’une paire d’¢lectrodes (mesure et référence) symétriques et blin-
dées. Moyennant 'empioi d’un passeur d’échantillons pour de grandes séries d’analyses,
cette méthode est en outre entiérement automatisable. Plus fable et plus rapide, cette mé-
thode est destinée & remplacer le titrage visuel, donc subjectif, selon Deeth, généralement
utilisé pour évaluer le degré d’altération de la matiére grasse des produits laitiers. Aprés une
optimisation des principaux paramétres du titrage potentiométrique (vitesse, sensibilité,
volumes, domaines de concentration, choix des solvants etc.), la méthode proposée est
comparée 3 la méthode de Deeth. Le recours i une technique d’addition (ajout connu
d’acide myristique) permet d’améliorer la répétabilité¢ des mesures (cv de 2 3 5%), qui dé-
pend avant tout du conditionnement de I’électrode de verre en milieu non aqueux.

Summary

The object of this work is to develop a potentiometric method for the titration of the
free fatty acids in milk and cream. A mixture of appropriate organic solvents is used for the
extraction of free fatty acids. The development of the new method was performed by the
use of the titroprocessor 686 from Metrohm. This microprocessor controlled titrator was
equipped with a built in difterential amplitier, an auxiliary electrode and a couple of sym-
metrical screened electrodes (measuring electrode and reference electrode). An autosam-
pler for large sample numbers permits full automation. The proposed method is more re-
hable and faster than visual titration according to Deeth, which is currently used for the
determination of fat damages in dairy products. Both titration methods were compared af-
ter optimisation of the main parameters (speed, sensitivity, volume, concentration ranges,
solvents, etc.) of the potentiometric titration. An addition method (addition of a given
amount of myristic acid) allows to improve the repeatability of the measurements (coefti-
cient of variation 2-5%), which principally depends on conditioning of the glass electrode
in the non ageuous medium used.
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