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RESUMEN: La determinacion de los perfiles de &cidos grasos en muestra de leche por cromatogr afia
gaseosa incluye diversos pasos como son: extraccion, esterificacion, separacion, identificacion y
cuantificacion, cada uno de ellos deben ser optimizados para alcanzar resultados exactos y precisos.
La robustez es uno de los parametros que se exigen durante € desarrollo del protocolo de validacion
e indica la susceptibilidad del método analitico a variaciones menores razonables y brinda una
indicacion de su confiabilidad. Se evalto el efecto de siete variables en ocho experimentos acorde
con lo establecido en el manual estadistico de la AOAC. L os factores seleccionados fueron: vol.
del metoxido de sodio(100+£10 pL); cloruro de calcio(0.2+0.59g) y tiempo de reaccion (60+20min)
en la etapa de derivatizacion; en las condiciones instrumentales y operacionales se consider aron:
la temperatura inicial del horno (50+2°C), la del inyector (250+5°C) y la del detector (260+5°C); y
dos operarios. Los resultados del analisis sobre los acidos grasos de cadena corta, media, larga,
C16:0 y C18:1 de la leche de cabra permitieron determinar la influencia de cada parametro. L os
efectos sobre la media mostraron que ninguno de los cambios realizados sobre las siete variables

estudiados afecté los resultados al ser éstos inferiores al limite de aceptacion exigido (N2 x DE),
por lo que se puede afirmar que e método resultd robusto ante los cambios operacionales efectuados

(Palabras claves: robustez; acidos grasos; leche de cabra)

ANALYSISOF ROBUSTNESSIN THE DETERMINATION OF FATTY ACIDSBY GAS
CHROMATOGRAPHY ON GOAT MILK

ABSTRACT: The determination of fatty acid profiles in milk sample by gas chromatography includes
various steps such as: extraction, esterification, separation, identification and quantification, each
one must be optimized to achieve accurate and precise results. Robustness is one of the parameters
that are required for the development of the validation protocol and indicates the sensitivity of the
analytical method to minor variations and provides a reasonable indication of their rdiability. The
effect of seven variables in eight experiments were evaluated in accordance with the provisions
Satistical Manual of the AOAC, the selected factors were: Volume of sodium methoxide (100 + 10
mL); calcium chloride (0.2 £ 0.5g) and time (60 £ 20 min) in the derivatization procedure; injector
temperature (250 = 5°C); detector temperature (260 £ 5°C); temperature initial in the oven (50 +
2°C) and two operators. The results of the analysis on short-chain fatty acids, medium, long, C16:
0 and C18: 1 in goat milk allowed to determine the influence of each parameter. The effects on the
means showed that none of the changes made on the seven parameters studied to affected the

results to be below those required acceptance limit (\/2 x SD), so we can say that the method was
robust to changes made operational.

(Key words: robustness; fatty acid; goat milk)
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INTRODUCCION

La leche de cabra ha sido identificada como una
alternativa para aquellas personas que muestran sen-
sibilidad o alergia a la leche bovina. La calidad nutricional
de la leche de cabra, radica en su alto contenido de
4cidos grasos C6 a C10, a la carencia de aglutinina 'y
al alto porcentaje de acidos grasos esterificado de ca-
dena corta y media sobre el carbono 3 del esqueleto
de la glicerina (5).

La determinacion de los perfiles de 4cidos grasos
en muestra de leche por cromatografia gaseosa inclu-
ye diversos pasos como son: extraccion, esterificacion,
separacion, identificacion y cuantificacion, cada uno
de ellos deben ser optimizados para alcanzar resulta-
dos exactos y precisos. Para lograr estos fines, dife-
rentes organizaciones internacionales como la FDA,
ICH, AOAC y la Unidn Europea establecen guias ge-
nerales que abordan los criterios de funcionamientos y
procedimientos de validacion de los métodos analiti-
cos (2, 4, 8). La robustez es uno de los pardmetros
gue se exigen durante el desarrollo del protocolo de
validacion e indica la susceptibilidad del método anali-
tico a variaciones menores razonables y brinda una
indicacion de su confiabilidad.

La determinacion de los perfiles de 4cidos grasos
en la muestra de leche se puede expresar en masa o
porcentaje. Cuando se expresa en masa se requiere
de un estandar interno para la determinacion de los
factores de correccion, mientras la expresion en por-
centaje se fundamenta en el calculo a través de las
areas normalizandola en funcion del peso. Indepen-
diente del método de célculo la determinacion de Aci-
dos grasos en muestra de leche presenta una alta va-
riabilidad debido a mdltiples factores (7, 16), donde el
coeficiente de variacion puede oscilar entre un 25 al
60%(15) de aqui la importancia de poder contar con
métodos previamente validados.

El objetivo del presente trabajo fue demostrar la ro-
bustez del procedimiento en la determinacion de los
perfiles de acido grasos en muestra de leche emplean-
do la cromatografia gaseosa con deteccion de llamay
columna capilar.

MATERIALESY METODOS

Extraccién y purificacion de grasa:

Se coloc6 250mL de una muestra de leche en un
matraz volumétrico de 500mL y se adicion6 250mL de
una solucion detergente (50g de hexametafosfato de
sodio y 24mL de Triton X-100 disueltos en un litro de
agua). El matraz se agitd vigorosamente y se coloco
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en un bafio de maria a 90°C invirtiendo cada 10 minu-
tos el matraz, hasta lograr una clara separacion de la
materia grasa.

La grasa recuperada de las muestras de leche cru-
da se filtrd a 50°C a través de papel filtro en presencia
de sulfato de sodio anhidro. Las muestras se conser-
varon en tubos de vidrio almacenados a -20°C hasta el
inicio del analisis.

Analisis de acidos grasos:

Se pesan 50mg de grasa en frascos de 2mL con
tapa hermética y se disuelven en 0.90mL de éter de
petréleo. Posteriormente se agrego 0.10mL de una
solucién de metéxido de sodio/metanol 0.5N y 250 mg
de cloruro de calcio, se tapo inmediatamente y se agi-
to en un vortex durante 5 segundos. Se dejo en reposo
por 60 minutos se tomo 0.8 pL de la parte superior
clara para aplicar al cromatdgrafo gas-liquido.

Analisis cromatogréfico paraécidos grasos:

Los ésteres metilicos se analizaron en un
cromatografo de gases, Perkin EImer Autosystem 9000
con detector de ionizacién de flama (FID) empleando
el software TOTALCHROM para la integracion de los
cromatogramas (version 6.2) . Se utilizé una columna
polar RESTEK Stabilwax (PEG) de 30m x 0,53 mm
(d.i.) x 0.51m de espesor de pelicula. Las condiciones
cromatograficas fueron: temperatura del detector e in-
yector 260°C y 250°C respectivamente, con el si-
guiente programa de temperaturas 50°C (11 min.) a
10°C/min. hasta 110°C (10 min.) a4°C/min, hasta 215°C
(3 min.) 8°C/min hasta 240 (10 min). El gas acarreador
fue helio a presion de 4 psiy el volumen inyeccion fue
de 0.8pL. Los porcentajes de las area de los picos de
los acidos grasos se normalizaron a porcentaje en peso.

La identificacion y cuantificacion de los acidos
grasos metilados se realiz6 a través de un patrén co-
mercial de la Supelco (No47885-U) que contiene 37
acidos grasos determinando la suma total del area de
todos los compuestos identificado en la muestra de
leche y posteriormente se calculé el porcentaje indivi-
dual de cada componente identificado.

Analisis de precision y robustez:
Laprecision

Se realiz6 a partir del andlisis de 10 repeticiones
de una muestra de grasa obtenida de un pool de leche
de cabra procedente de la granja Apaseo el Grande,
Guanajuato, México

Larobustez

Se procedio segun el procedimiento de Youdeny
Steiner (13) evaluando el efecto de siete variables en
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TABLA 1. Factores y condiciones investigada durante el estudio de robustez/ Factors and conditions investigated

during the robustness study

No de Valordelaletra | Valordelaletra
variable | letra | Descripcion valor nomina mayuscula minGscula
Vol del metoxido de sodio enla
1 Ala | derivatizacion 100 uL 110 uL 90 uL
2 B/b | Cloruro de calcio en la derivatizacion 0.2g 0,259 0,15¢g
3 Clc | Tiempo en laderivatizacion min 60 min 40 min 80 min
4 D/d | Temperatura deinyector °C T=250°C 255 °C 245°C
5 E/e | Temperaturadel Detector °C T=260°C 265 °C 255 °C
6 F/f | Temperaturadel horno °C T=50°C 52 °C 48°C
7 G/g | Operario A B
TABLA 2. Disefio experimenta para 7 variables./ Experimental design for 7 variables
No. Experimento
No. de variable 1 2 3 4 5 6 7 38
1 A A A A a a a a
2 B B b b B B b b
3 C c C c C c C c
4 D D d d d d D D
5 E e E e e E e E
6 F f f F F f f F
7 G g g G g G G g
Resultado S t u v w X y z

ocho experimentos, los factores seleccionados y los
niveles evaluados se muestran en la Tabla 1 y el dise-
fio empleado en la Tabla 2.

A partir de los resultados se calcul6 la diferencia de
la media para cada parametro de forma individual, que
contienen la variable en su valor mas alto (mayuscu-
las) y aquellas que corresponden con el valor més bajo
(mindsculas) y se compar6 con el producto de la des-
viacion estandar del estudio de precisiony laraiz de 2.
Si la diferencia de la media es menor que el valor del
producto no hay diferencia significativa siendo robusto
la variable.

RESULTADOSY DISCUSION

En la Figura 1 se muestra el perfil cromatografico
de acidos grasos de la leche de cabra donde predomi-
nan los acidos grasos de C4 a C22. EnlaTabla3 y 4
se muestran los porcentajes de los diferentes acidos
grasos y un resumen de la sumatoria de los acidos
grasos (cadena corta, media y larga conjuntamente
con los &cidos palmitico, oléico, caprico y miristico)

respectivamente. Estos resultados evidencian cierta
correspondencia con los reportados en Espafa du-
rante la validacion de un método de extraccion de
acidos grasos en muestra de leche de cabra donde
los 4cidos palmitico y oleico son los mayoritarios con
un porcentaje de 25.5y 20.2 respectivamente, no
ocurriendo asi con los acidos grasos de cadena me-
diay larga donde se observan variaciones por encima
del 10% (10). En el estado de Parana en Brasil, en
leche de vaca también se reporté que los acidos
palmitico, estearico y miristico aparecen con los
mayores porcentajes (14), estas diferencias se debe
principalmente a las condiciones de explotacion y
clima a que estaban sometidas los animales, ya que
se ha corroborado que ambos factores son los de
mayor influencia en la variacion de la composicion de
los &cidos grasos en la leche (6,7).

En el estudio de precision se empled la variante de
seis determinaciones al 100% de la concentracion (3)
y se observé un coeficiente de variacion inferior al 10%
cuando analizamos la sumatorias de los acidos grasos
de cadena corta mediay larga, no asi cuando se ana-
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FIGURA 1. Pefil cromatogréfico
de acigos grasos de la leche de
cabral/ Chromatographic profile
J of fatty acids of goat milk.
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TABLA 3. Valores medios y desviacion estandar del
porcentgje de los &cidos grasos presente en muestra de
leche de cabra determinado por cromatografia gaseosa./
Mean and standard deviation of percentage of fatty acids

TABLA 4. Resumen de la sumatoria de los &cidos
grasos de cadena corta, media, larga y compuestos
mayoritarios presente en la muestra de leche de cabra/
Summary of the sum of short-chain fatty acids, medium,

present in goat milk sample determined by gas long, main compounds present in the sample of goat
chromatography milk
PROMEDIO | DS oV % rromedio | DS o %

c4 2.260853 0.29956 13.24985

c6 3.304419 0.325679 | 9.855874 AGCC 22.38716 1.417679 6.332552
C8 3.620639 0.275846 | 7.618714 AGCM 49.64855 1.363547 2.746399
€10 13.58412 1.004437 | 7.394198 AGCL | 27.33026 | 1463121 | 5.343706
Cl1 0.228976 0.034543 | 15.08569

C12 5.13516 0.98817 10.24322 Cl6 29.1734 1.001334 3.4323%4
Cl4 13.09435 0.579071 | 4.422296 Ci18:1 18.43194 0.966887 5.245713
Cl4:1 0.451059 0.044132 | 9.784045 C10 1358412 | 1.004437 | 7.304198
C15 0.867766 0.112009 | 12.90777

C16 201734 1.001334 | 3.432354 Cl4 13.09435 0.579071 4.422296
Cl6:1 0.697841 0.040707 | 5.833326 )

c18 6.041478 0.265771 4.39911 Nota: AGCC Acido graso de cadenacorta (C4-C10),
CI8:INOC | 18.43194 0.966887 | 5.245713 AGCM Acido graso de cadena media (C11-C16);
C18:2N6c 2531737 0.265665 10.4934 AGCL Acido grasa de cadena Iarga (Cl7-183n3)
C18:3N3 0.37511 0.05458 14.5504

lizan de manera individual donde la variacién puede ser
hasta del 20%. Un estudio en muestra de leche bovino
reportd una precision hasta del 10% para cada uno de
los acidos grasos (14); durante la validacion de un
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método de extraccion de acidos grasos en leche de
cabra se reporté una repetibilidad inferior al 3%, te-
niendo la mayor variabilidad en los acidos grasos de
cadena corta (C4:0,C6:0, C8:0) (10) otro estudio don-
de se evalla la presencia de grasa lactea en produc-
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TABLA 5. Andliss estadistico del efecto en cadaindicador del perfil de &cido graso de la leche de cabra/ Statistical
analysis of the effect on each indicator in the fatty acid profile of goat milk

No exp Variable AGCC AGCM AGCL C16 Ci18.1
Expl | Vol dd metoxido de sodio en laderivatizacion 0,22 0,57 0,51 0,04 0,73
Exp2 Cloruro de calcio en la derivatizacion 0,87 0,29 1,52 0,53 1,51
Exp3 Tiempo en la derivatizacion min 0,25 0,41 0,14 0,58 0,22
Exp4 Temperatura de inyector °C 1,22 1,00 1,70 1,19 1,22
Exp5 Temperatura del detector °C 0,50 0,18 0,68 0,13 0,31
Exp6 Temperatura del horno °C 0,48 0,07 0,74 0,13 0,44
Exp7 Operario 0,13 0,31 0,03 0,33 0,14

t critico a 95% 3.182446
Tcal <T crit efecto NS | efecto NS | efecto NS | efecto NS | efecto NS

NS: no significativo
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tos alimenticios reportan una variabilidad para C4:0
hasta del 10%, asumiendo la propia variabilidad natu-
ral de C4:0 en la grasa lactea que oscila entre 3.07-
3.750/100g de grasa (11). La alta variabilidad encontra-
da en los 4cidos grasos de cadena corta puede ser
atribuida a la gran volatilidad de los mismos donde
pueden existir pérdidas durante el proceso de
esterificacién y estas pérdidas son calculadas alrede-
dor del 20% (9). En nuestro caso la precision esti
entre los limites establecidos por otros autores.

La evaluacion de la robustez es un pardmetro de
obligatorio cumplimiento durante la validacion para cual-
quiera de los métodos de ensayos (identidad; determi-
nacion de impurezas; contenido y actividad bioldgica o
potencia) (3). La robustez puede medirse durante la
validacion o previa a la misma midiendo un factor o
varios factores, en el dltimo caso varios pardmetros se
introduce a la vez para garantizar la estimacion del
efecto global de cada uno, en el que el método més
empleado es de la matriz establecido por de Youdeny
Steiner (13). Un estudio realizado para la determina-
cion de los 4cidos grasos alifaticos (C24:0 a C36:0)
presente en un producto farmacéutico (D003) se eva-
luaron los diferentes parametros: temperatura del in-
yector y detector; velocidad de flujo; temperatura ini-
cial y final del horno; programa de temperaturay volu-
men de inyeccién todos relacionado con el instrumen-
to (1). En nuestro caso se incluyeron ademas otros
parametros que pueden constituir una fuente de varia-
cion critica como es lo relativo al procesamiento de
derivatizacion de la muestra (Tabla 1), que han sido
analizados de forma puntual en la determinacion de
acidos grasos en muestra de leche y formulas para
infantes (12,14).

EnlaTabla 5 se muestra la variacion del efecto en
cada experimento donde la t calculada fue menor que
laT critica al 95% en todos los indicadores analizados
del perfil de acidos grasos, no presentandose efectos
significativos que denotara alguna variable como critica.

En la Figura 2 se muestran los porcentajes de error
en la variacion para cada uno de los experimentos
con los diferentes indicadores evaluados, observan-
dose que las variables de Temperatura del inyector y
la masa de reactivo secante durante la derivatizacion
constituyeron los pardmetros de mayor variabilidad a
pesar del método ser robusto en su integralidad, por
ser el error de la diferencia de la concentracion con
respecto a la media menor que el error de la
reproducibilidad en cadaindicador.
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