JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY 249
CHROM. 0149

DIE GENAUIGKEIT DER GASCHROMATOGRAPHISCHEN ANALYSE
VON FETTSAUREN

F. H. DIE LA COURT, N. J. 120 VAN CASSEL u~xp J. A, M. VAN DER VALK
Verfinstituut TNO, Delft (Die Nicderlande)

(Eingegangen am 21, April 1972)

SUMMARY
Accuracy in gas chromalographic analysis of falty acids

The results of a collaborative study made by ten Dutch laboratories showed
that in gas chromatographic analyses of fatty acids in three test samples systematic
errors were made. The data obtained with the third sample investigated were, in
general, less dispersed than those obtained with the first. Yet the systematic errors
were not eliminated and deviations of 109, and more still occurred. Comparison with
an American collaborative study showed nc difference in the accuracy of the results.
IFrom the results it is possible to estimate the reliability of the analysis of a specific
component at a certain concentration level.

EINLEITUNG

Viele Laboratorien in der Lack- und anverwandten Industrie fithren regel-
méssig gaschromatographische (GC) Analysen von Fettsduren durch, die als solche
oder in der Form von Olen verwendet werden. Vor einigen Jahren wurde von Seiten
der niederlindischen Industrie die Frage nach der Zuverlissigkeit der in den Labora-
torien durchgefiihrten Bestimmung gestellt.

Die FFaktoren welche die quantitative GC Bestimmung der Fettsiuren beein-
flussen wurden schon von verschiedenen Forschern nachgegangen!-3, Es gibt jedoch
noch verhiltnismiissig wenig Veréffentlichungen iiber Ringversuche. Erst neuerdings
wurden von HiRrRB UND MARTIN? die Resultate eines Ringversuches von 30-40
amerikanischen Laboratorien bekannt gegeben. Deshalb wurde damals von zehn
niederliindischen Laboratorien beschlossen einige Testgemische gemeinschaftlich zu
analysieren,

LEine erste Voraussetzung zur Erzielung von statistisch wertvollen Resultaten
ist eine geniigend genormte Untersuchungsmethode. Dies war leider nicht moéglich, da
jedes Laboratorium seinen eigene Typ Gaschromatograph, ausgestattet mit Flamm-
ionisation- oder Katharometerdetektion, hatte. Ausserdem verwenden die Labora-
torien verschiedene Trennsiiule und hat jedes seine eigene Analysenmethode. Eine
zusammenfassende Ubersicht wird in Tabelle I gegeben. Aus diesen Griinden wurde
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von einer Normung abgesehen und wurden die Laboratorien gebeten die Analysen auf
gewohnte Weise durchzufiihren.

Es wurden von uns drei Testgemische zur Analyse angeboten und zwar (in
chronologische Folge): (i) Ein Gemisch von Methylestern von Leinélfettsiuren, von
uns aus Leindl mit Hilfe von Natriummethanolat in Methanol hergestellt (Test-
~gemisch 1). (ii) Ein Gemisch von Methylestern von Fettsiuren, von uns durch Einwage
der GC reinen Komponenten hergestellt (Testgemisch 2). (iii) Ein 01, von uns an die
zehn Laboratorien geschickt und von diesen in eigener Weise umgesetzt in das
Gemisch von Fettsduremethylester und analysiert (Testgemisch 3).

Da aus dem Gemisch der eingewogenen Methylester die meisten Schliisse {iber
die Genauigkeit der Analyse gezogen werden koénnen, werden die Resultate dieser
Untersuchung zuerst besprochen.

Auf die, bei der Bearbeitung der Resultate gebrauchten statistischen Methoden
(u.a. Varianten analyse und Teste nach STUDENT UND SCHEFFE), wird nicht einge-
gangen. Nur sollen die Resultate dieser Bearbeitung besprochen werden.

ANALYSERESULTATE UND DISKUSSION

Analyse vom Gemisch Fetisiuremethylester mit bekannter Zusammensetzung (Test-
gemisch 2)

Die Ergebnisse der GC Analyse vom Testgemisch 2 sind in Tabelle 11 gegeben.
Aus der statistischen Bearbeitung dieser Resultate ergibt sich folgendes:

(1) Die Unterschiede zwischen den Mittelwerten der Laboratorien sind reell und
nicht zufillig.

(2) Der Gesamtmittelwert von zehn Laboratorien pro Komponente unter-
scheidet sich wesentlich von der eingewogenen Menge.

TABELLE [I

ERGEBNISSE DER ANALYSE EINES GEMISCHES EINGEWOGENER FETTSAUREMETHYLESTER (TESTGEMISCH 2)8

Komponente®  Einwaage Labor Gesami-
. R U R T '] § | 7}
I 2 3 4 5 6 7 8 9 IO0 weyt
I4:0 8,61 8.1 7.2 8,41 9.3 7.7 6.9 9.3 10,0 9.7 0.5
9.0 7.3 865 9.0 7.6 0.9 0.6 0.8 9.6 9.6 8.7
94 74 854 87 77 69 90 103 96 906
16:0 17.40 16,9 16.5 17.76 181 177 156 177 194 187 189
17.5 166 1796 18.1 168 16.5 17,5 19.5 188 19.3 17.9
17.7 16.3 1782 179 17.3 16,0 177 200 189 19.3
18:0 27.13 27.2 28.5 27.95 26.9 284 29.6 28,4 288 280 275
256 28.1 28.04 270 277 27.2 28,6 28,5 280 28,1 27.8
256 28.5 2825 27.0 282 269 287 281 280 275
18:2 28.58 20,0 29.6 28,50 =28.1 289 28.5 282 27.5 274 27.5
28,7 29.6 28,42 28.2 30,0 28,6 284 278 275 =271 28.4
‘ 28.8 29.5 28.38 28.8 20.3 28.4 285 275 274 275
18:3 18,28 188 18.2 1738 176 173 18,7 16,3 14.3 162 165
19.2 18,4 1694 17.7 1709 19.2 160 14,4 160 150 17.1

18,5 18.3 1702 176 175 182 161 1I4.1 161 161

& Gew. %.
b 14:0 =0Myristins£iure; 16:0 = Palmitinsiurc; 18:0 = Stecarinsiure; 18:1 = Olsiure; 18:2 = Linol-
siiure; 18:3 == Linolensiure.
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(3) Es ist nicht moglich, eines oder mehr Laboratorien anzuweisen, deren
Ergebnisse extrem abweichen, wodurch die IFolgerungen (1) und (2) erklirt werden
kénnen. Es kann deshalb auch keine kleinere Gruppe von Laboratorien gefunden
werden deren Ergebnisse unbedingt iibereinstimmen.

(4) Keines der Laboratorien fiihrt die Analyse fiir alle Komponenten fehlerfrei
aus, d.h. dass die Differenz zwischen der eingewogenen und der gefundenen Menge
nicht immer aus der Streuung der Resultate innerhalb eines Laboratoriums erklirt
werden kann. Sogar das “beste” Laboratorium findet fiir zwei Komponenten noch ein
wesentlich andere Quantitit als eingewogen wurde. Das “schlechteste’” Laboratorium
hat keine einzige Menge genau gefunden. .

In analytischer Hinsicht ist dieses Resultat enttduschend, da die Streuung der
Ergebnisse offenbar keine zufilligen Ursaclhien hat, sondern systematisch ist. Wie aus
Tabelle 111 hervorgeht haben die Laboratorien 1 und 4 die besten Erfolge erzielt.
Weiterhin zeigt die Tabelle, dass Abweichungen von mehr als 10%, keine Ausnahme
sind. Man kénnte denken dass die Laboratorien 1 und 4 “gute” Erfolge durch ihre
Arbeitsweise erzielt habern. Aus Tabelle I kann jedoch keine Bezichung zwischen dem
Ergebnis und der Arbeitsweise gefunden werden.

TABELLE 111

DIE ZUVERLASSIGKEIT DER LABORE

Laboy Anzahl miltlerey Wevied innevhalb
der angegebenen Grenze?

+2%% 45% +10%

0OV WN W& N H
HOONWNWN HH
HNNNWDRDOBVELELEW
N NWEUMMUBINNE W

-

8 Die Anzahl mittleren Werte (aus drei Analysen) ist {iber allen IXomponenten summiert,
b Relative Abweichung der eingewogenen Menge.

Die geringe Ubereinstimmung zwischen den Laboratorien kénnte vielleicht u.a.
verursacht sein durch die Art der untersuchten Verbindungen. Ob eine Verbindung
bei der Analyse im Vergleich mit anderen Verbindungen Schwierigkeiten verursachen
kann, zeigt vielleicht der Variationskoeffizient.

Standardabweichung
Menge B

Variationskoeffizient == X 100

Bei vielen quantitativen chemischen Bestimmungen zeigt sich, dass die Streuung der
Ergebnisse zunimmt, wenn die Menge des zu bestimmenden Stoffes grésser wird. Der
Variationskoeffizient wird dabei kleiner oder bleibt mindestens gleich. Wenn nun fiir
die verschiedenen Komponenten die Variationskoeffizienten berechnet werden und
danach den zugehérenden Konzentrationen zugeordnet werden, so ergibt sich, dass -
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fiir Linolensédure (18:3) der Variationskoeffizient héher ist als auf Grund der Konzen-
tration erwartet werden muss. Man kann also annehmen, dass bei dieser Komponente
ein extra systematischer Fehler zwischen den Laboratorien auftritt, was bei den
anderen Komponenten nicht der Fall ist.

. Die Analyse von Genzischen von Feltsduremethylestern beveitet aus Olen (Testgemische 1
und 3) |

Die Resultate der Analysen der Testgemische 1 und 3 sind in den Tabellen IV
und V angefiihrt. Aus beiden Analysen kénnen dieselben Schlussfolgerungen gezogen
werden als bei der oben beschriebenen Untersuchung vom Testgemisch 2, und zwar:

(i) Es gibt wesentliche Unterschiede zwischen den Mittelwerten der zehn
Laboratorien.

(ii) Esist unmoglich durch ausser Betracht lassen der extremen Resultate, eine
kleinere Gruppe zu finden derer Mittelwerte als gleich zu betrachten sind.

Ebenso wie bei der vorigen Untersuchung kann aus dem Unterschied in der
Ausfithrungsweise keine Anweisung fiir dieses schlechte Resultat gefunden werden.
Auch hier wurden fiir beide Analysen die Variationskoeffizienten berechnet. Auch hier
ergab sich dass bei der Untersuchung des Testgemisches 1, sowie des Testgemisches 2,
in der Bestimmung von Linolensiure (18:3) ein extra systematischer Fehler zwischen
den Laboratorien gemacht sein muss. Beim Testgemisch 3 war dies nicht der Fall. Das
bessere Ergebnis kénnte darauf weisen dass die Bestimmung der Linolensidure genauer
durchgefiihrt wurde.

Eine wichtige Anweisung fiir die mégliche Ursache der Streuung folgt aus einer
Vergleichung von Gewichtsprozentwerten und Peakfliche-Prozentwerten, wie sie am
Testgemisch 1 gefunden wurden. Wenn die Laboratorien mit den richtigen Korrektur-
faktoren arbeiten, diirfte man erwarten dass die Streuung zwischen den Fléichen-

FABELLE IV

IRGEEBNISSE DER GASCHROMATOGRAPHISCHEN ANALYSE VON LEINULFETTSAUREMETHYLESTER (TESTGEMISCH I)“’

Komponente®  Labor ‘ Gesami-
mitlel-

b 4 2 3 o ‘5 6 i 8 [*] I0 wer!

16:0 6.3 5.75 6.4 6.5 5.6 5.2 6.8 6.5 6.6 7.2
6.4 5.94 6.2 6.1 6.0 5.3 6.9 6.7 7.9 6.3
6.9 5.98 6.6 6,1 5.5 5.7 6.5 6.8 7.0

18:0 4.5 460 5.1 4.4 4.0 4.0 4.7 4.2 4.4 3.4
4.3 463 4.6 4.5 3.7 4.0 5.1 4.1 2.5 4.2
4.3 4.62 5.2 4.3 34 4.2 4.5 4.5 2.5

I8:1 10.2 18,67 10, 19.2 18.1 16.8 20,2 18.5 190.3 22.8
19.0 18,43 I19.5 18.9 18.0 17.1 20.4 19.5 23.4 19.2
19.2 1846 19.4 18.8 18.1 17.2 19.9 19.X 23.1

18:2 15.1 1585 16.1 5.3 14.8 14.2 16.0 14.9 15.1 15.1
15.0 15.79 16.2 16.4 15.0 14.6 16.4 15.2 16.1 15.4
15.4 15.79 I5.9 15.9 14.7 14.2 16.0 15.2 15.8

18:3 54.8 55.I13 53.2 54.7 57:5 58.2 52.4 53.6 54.6 51.5
55:3 55.21 53.5 54.0 47.2 57.8 5L.3 54.5 . 50.1 544
54.2 55.15 53.0 54.8 58.3 56.2 53.0 54.4 51.5

8 Gew, %.

b Fir eine Zeichenerklirung siche Fussnote zu Tabelle II,
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ERGEBNISSE DER ANALYSE VON EINEM 6L (TESTGEMISCH 3)

Komgpo- Labor
nenle?
I 2 3 4 S 6°
NaOCH, Schwefel- Methano- Dimethoxy- Vevesd. mil Veresi. mii
in sduve in lyse propan/ Methanol[p- Methanol
Methanol Benzol— Meithanol toluensulfon- + 2%
Methanol sdure Schwefel-
(1:3) sduve
16:0 9.0 8.8 8.8 9.3 8.5 8.9
8.8 8.3 8.9 9.5 8.4 7.8
77 8.4 8.7 9.4 8.5 8.9
18:0 4.2 7. 3.8 4.8 4.5 4.7
4.1 7:2 3.7 4.7 4-5 4.5
4.2 7.1 3-4 50 4-4 4.6
18:1 20.8 22,5 19.0 21.1 20.9 21.4
20,6 22.5 19.1 21,1 21.3 21.5
21.X 22.6 18.9 21,1 21.0 21.6
18:2 33.3 30.5 33:5 324 33.5 32.0
33-3 30.5 33.4 32.1 33.8 33.3
33.9 30.3 34.1 320 334 32.7
18:3 32.7 31.2 335 32.3 32.6 33.0
33.2 31.6 33.6 32.6 32.0 32.9
33.1 31.6 34.2 32.5 32.7 32.2

& Dieses Labor hat zwei Veresterungsmethoden verwendet,
b Fiir eine Zeichenerklirung siche Fussnote zu Tabelle II.

Prozentwerten grosser ist als zwischen den Gewichtsprozentwerten. Tabelle VI zeigt
dass dies nicht der Fall ist. Das bedeutet, dass fiir die Umrechung die Korrekturfak-
toren gegen alle Erwartungen nicht richtig sind. Die Streuung innerhalb der einzelnen
Laboratorien ist fiir Flichen- und Gewichtsmengen dieselbe; dies ist deutlich, well
jedes Laboratorium seine eigenen Korrekturfaktoren gebraucht.

Eine andere Quelle von systematischen Fehlern bei der Berechnung der Zusam-
mensetzung aus dem Chromatogramm kénnte die Messung der Peakfliche sein. Diese
kann auf verschiedenen Weisen durchgefiihrt werden. Daher wurden die Peakflichen
der Chromatogramme von Testgemisch 1 von fiinf Personen aufs neue gemessen.

TABELLE VI
VARIANZE DER ERGEBNISSE VOR UND NACH KORREKTION (TESTGEMISCH I)

IComponente Varvianz des Pealfidche- Vavianz des Gewichis-
prosenisalzes prozenisalzes
Innerhald Zwischen Innevhald Zwischen
Lab. Lab. Lab. Lab.
16:0 0.05 0.02 0.05 0.03
18:0 0.05 0.07 0.05 0.07
18:2 0.09 0.16 0.09 0.17
18:3 0.59 10.4 0.59 10.6

J. Chyomatogy., 72 (1972) 249—258
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7 8a [4] I0 Gesami-
millelwert
vV eyest, mil Vevest. mit Verest. mit Verest. mit Verest, mit Verest. mit
Dimethoxy- NaOCH, Dimethoxy- NaOCH, BF,/ Methanol
propan propan Methanol + 2%
Schwefel-
sauve
8.7 8.10 9.05 8.98 9.3 9.1
9.0 8.08 9.09 8.79 9.3 0.1 8.8
8.56 8.73 8.44 9.3 Q.2
4.9 4.22 4-34 4.72 39 5.3
4.5 4.5 4.57 4.36 4.1 4.7 4.6
4.48 4.41 4.33 4.2 4.1
10.6 21.19 20.92 21.67 20.9 21.9
19.8 21.10 21.11 21.46 2I.4 21.4 2I1.0
20.73 21.37 21.61 20.7 20.9
30.6 33.27 33.78 33.-44 34.6 3.1
3.7 34.07 33.28 33.21 33.7 324 32.9
33.37 34.15 33.72 33.6 33.5
36.2 33.23 31.90 31.18 3r.3 32.6
349 32.24 31.94 32.17 31.5 324 32.6
32.86 31.34 31.90 32.2 32.3

Berechnet wurde das Produkt von Héhe und Breite des Peaks in halber Héhe. Die
Mittelwerte der fiinf Messungen (eine Messung je Person) wurden berechnet. Diese
Mittelwerte wurden als die Oberflichen des betreffenden Peaks betrachtet.

Aus der Vergleichung der Streuung der hieraus berechneten Flichenprozent-
werte mit der Streuung in den Flichenprozentwerten der Laboratorien selbst kam
hervor dass diese von gleicher Gréssenordnung sind und dass daher die Art der Mes-
sung der Oberflichen nicht die Ursache der schlechten Ubereinstimmung zwischen
den Laboratorien sein kann. ‘

Wie gross ist die Genauigkeit dev evhaltenen Resultaten?

Aus dem Vorhergehenden geht hervor, dass die festgestellten systematischen
Fehler fiir die. Beantwortung dieser I'rage einen ernsthaften Handikap bedeuten.
Eine verantworte statistische Behandlung bringt uns deshalb nicht viel weiter.

Ein anderes Problem ist, dass bei der ersten und letzten Untersuchung die
wirklichen Mengen nicht genau bekannt sind. Einen Anhaltspunkt gibt Tabelle VII,
in der fiir das dritte Testgemisch angegeben ist welcher Prozentsatz der Messungen
pro Komponente innerhalb bestimmten Grenzen vom Gesamtmittelwert der Labora-
torien: liegt. Wie aus Tabelle VII ersichtlich weichen mehrere Laboratorien fiir be-
stimmte Komponenten mehr als 10% vom Mittelwert ab. Im giinstigsten Fall liegt
75% der Resultate innerhalb 239, des Mittelwertes, was bedeutet dass auch in diesem

J. Chvomalogy., 72 (1972) 249258
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TABELLE VII

DIE ZUVERLASSIGKEIT DER ANALYSE PRO KOMPONENT (TESTGEMISCH 3)

Komponenle Gesamimillelwevt Prozenisalz dev miltleven
(Gew. %) Ergebnissed, innevhalb die

Angegebene Grenze®

+24% +5% +10%
16:0 8.8 33 83 100
18:0 4.6 33 41 75
18:1 21.0 75 75 92
18:2 32.9 75 83 100
18:3 32.6 75 92 100

o Summiert {iber alle Labore.
b Relatieve Abweichung vom Gesamtmittelwert.

Fall zwei Ergebnisse noch 5% von einander abweichen kénnen. Dazu ist aussercem
zu beachten, dass nicht sicher ist, ob die gefundenen Gesamtmittelwerte mit den
wirklichen Mengen iibereinstimmen. Uber diese Frage konnen vielleicht die Ergebnisse
der Laboratorien 1 und 4, die besten bei der Untersuchung der eingewogenen Methy!-
ester, Auskiinfte geben. Es zeigt sich, dass der Mittelwert der zehn Laboratorien beim
dritten Testgemisch sehr nahebei dem der Laboratorien 1 und 4 liegt, so dass nahezu
sicher ist dass die Streuung um den Gesamtmittelwert derselben Grésse ist wie die um
den wirklichen Gehalt. Es ist zu bemerken dass die Streuungen beim ersten und zwei-
ten Testgemisch viel grésser waren, obwohl beim Dritten auch noch eine Umesterung
durchzufiihren war.

Die Ergebmsse von Tabelle VII wurden verglichen mit denen von HERB UND
MARTIN, die ebenso in einem Ringversuch eine grosse Anzahl Ole und einige Methy!-
estergemische bekannter Zusammensetzung analysiert haben?. Bei diesen Untersu-
chungen wurden bei den Ergebnissen annihernd gleiche Streuungen gefunden. Auch
ergab sich der Eindruck, dass der Mittelwert der Laboratorien dicht beim wirklichen
Gehalt liegt.

‘Die Frage bleibt noch wie gross die Genauigkeit einer individuellen Bestimmung
ist (wie weit liegt der gefundene Wert vom wirklichen?). Dies lisst sich von der ge-
fundenen Standardabweichung (SA) der Gesamtmittelwerte ableiten. Diese Standard-
abweichung hingt jedoch von der Konzentration ab. Darum wurde fiir jede Kompo-
nente bei den drei gemeinschaftlichen Analysen die Variationskoeffizient berechnet.
Die gefundenen Werte sind in Fig. 1 gegen die Menge ausgesetzt, ungeachtet der Art
der Komponente. Bei der Berechnung der Variationskoeffizienten sind statistisch ab-
weichende Werte vernachlissigt. Die gezogene Linie zeigt den Zusammenhang
zwischen Variationskoeffizient und Konzentration gefunden von HERE UND MARTIN.
Die Ubereinstimmung ist ausgezeichnet. Die Ergebnisse in der amerikanischen Unter-
suchung streuen in demselben Mass um der Linie als in unserem Fall. Die genauigkeit
der Variationskoeffizient ist also nicht sehr gross insbesondere nicht bei kleinen
Mengen. Dennoch gibt die Kurve einen Tindruck iiber die Genauigkeit der Bestim-
mung. Mit dem gefundenen Gehalt kann man aus der Figur die Variationskoeffizient
ablesen und hieraus lisst sich die zugehérende Standardabweichung berechnen.

J. Chyomalogy., 72 (1072) 249~258
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Fig. 1. Zusammenhang zwischen Variationskoeffizient und Menge.

SCHLUSSFOLGERUNGEN

Das Ergebnis der quantitativen GC Analyse von Fettsduremethylestern bleibt
auch nach dem dritten Ringversuch noch unbefriedigend und zwar deshalb, weil die
Streuungen zwischen den Laboratorien sich nicht erkliren lassen aus der Streuung
innerhalb der Laboratorien. Ursache kénnen nur systematische Fehler in der Be-
stimmung sein.

Keine Anweisung wurde gefunden, dass in der Durchfiihrung der Analyse
Fehler gemacht werden. Ebenso wenig sind sie zuriickzufiihren auf die Messung der
Peakfliichen. Es bleibt nur die Méglichkeit dass IFehler in den Korrekturfaktoren ge-
macht werden. Fiir eine Verbesserung der Ergebnisse ist es unseres Erachtens not-
wendig dass grosste Sorgfalt auf die Bestimmung dieser Faktoren gelegt wird.

ZUSAMMENFASSUNG

Aus den Ergebnissen eines Ringversuches, an dem zehn Laboratorien beteiligt
waren, ergab sich, dass bei der gaschromatographischen Analyse von Fettsiduren in
drei Testgemischen systematische Fehler gemacht wurden. Obwohl im Vergleich zum
zuerst analysierten Testgemisch die Ergebnisse der Laboratoria untereinander beim
dritten Testgemisch im algemeinen besser iibereinstimmend homogener geworden
waren, verschwanden die systematischen Fehler nicht, und kamen Abweichungen von
mehr als zehn Prozent vom Gesamt-Mittelwert noch vor. Aus einer Vergleichung mit
einer dhnlichen amerikanischen Untersuchung stellte sich heraus, dass die Genauig-
keit der Bestimmung in beiden Fillen dieselbe war, Es wird eine Moglichkeit gegeben
die Genauigkeit der Analyse einer bestimmten Komponente bei einer bestimmten
Konzentration zu schitzen.
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