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AREA TEMATICA. REQUISITOS TECNICOS

RESUMEN. En la lipolisis que tiene lugar durante la
maduracion del queso, los triglicéridos, principales lipidos
de la leche, son hidrolizados por enzimas lipoliticas
(lipasas y esterasas), dando lugar a acidos grasos libres
(AGL), mono- y diglicéridos. Los AGL se consideran
indicadores de la maduracion y su liberacion y
acumulacion tiene gran importancia en el desarrollo del
flavor de los quesos.

En este trabajo se presentan los resultados de validacion
de una metodologia para la determinacion de 4cidos grasos
libres en queso por cromatografia gaseosa y deteccion de
ionizacion en llama. Se estudiaron la especificidad,
linealidad, sensibilidad, exactitud y precision como
criterios de funcionamiento de la metodologia tras
incorporar al procedimiento descrito por Chavarri et al.
(1997) la automatizacion de la etapa de purificacion de los
AGL mediante un extractor en fase sélida, permitiendo la
simplificacion y optimizacion del tiempo de analisis.

PALABRAS CLAVE. queso, lipolisis, acidos grasos
libres, extraccion en fase soélida (SPE), validacion.

1.- Introducciéon

La lipdlisis es un importante cambio bioquimico durante
la maduracion del queso y tiene una gran importancia en el
desarrollo del flavor del mismo. Se trata de un proceso muy
complejo que difiere de unas variedades de queso a otras
(Atasoy y Tuerkoglu, 2008) y que consiste en la
degradacion de la materia grasa de la leche mediante
reacciones de hidrolisis. Los triglicéridos (TG), que
representan hasta un 98% del total de los lipidos de la leche
(Christie, 1983 Jensen et al., 1991), son hidrolizados por
enzimas lipoliticas (lipasas y esterasas) durante la
maduracion del queso, produciéndose una liberacion de sus
acidos grasos constituyentes. La acumulacion de acidos
grasos libres (AGL) tiene wuna gran repercusion
organoléptica pese a encontrarse en muy baja
concentracion respecto a la cantidad de grasa total (<0,5%).
Clasicamente los AGL se han determinado directamente
por cromatografia gaseosa tras la extraccion de la fraccion
lipidica y posterior derivatizacion por ésteres metilicos. De
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Jong y Badings (1990) propusieron una metodologia para
la determinacion de AGL que no precisaba de la
derivatizacion de los analitos y que incorporaba la
separacion de los AGL y los TG mediante columnas de
aminopropilo. Chavarri et al. (1997) en un estudio
comparativo de los dos tipos de metodologias demostraron
que la derivatizacion de la mezcla conjunta de los AGL y
los TG puede conducir a una sobrestimacion de ciertos
acidos grasos, especialmente los acidos grasos libres de
cadena corta. El medio alcalino en el que se realiza la
extraccion lipidica puede hidrolizar quimicamente algunos
acidos grasos constituyentes de los TG, impidiendo
diferenciarlos de los AGL que se liberan como
consecuencia del fenomeno de lipolisis enzimatica del
queso. Por este motivo cuando los AGL se encuentran en
muy baja proporcion respecto a los TG se hace necesaria su
separacion mediante extraccion en fase soélida antes de su
determinacion cromatografica. Esta metodologia requiere
de un mayor nimero de etapas y resulta mas laboriosa
cuando se desea analizar un gran niimero de muestras, por
ello la automatizacion de la etapa de extraccion en fase
solida puede permitir reducir el tiempo de analisis.

El objetivo de este trabajo consistio en la validacion de la
metodologia analitica para la determinacion de acidos
grasos libres en queso mediante cromatografia gaseosa con
deteccion de ionizacion en llama tras incorporar, a la
metodologia descrita por Chavarri et al. (1997), la
automatizacion de la etapa de extraccion en fase solida.

2.-Material y métodos
2.1 Reactivos

Se utilizaron un total de 15 patrones comerciales
suministrados por Sigma-Aldrich correspondientes al acido
butirico (C4:0), acido pentanoico (C5:0), acido caproico
(C6:0), acido caprilico (C8:0), acido nonanoico (C9:0),
acido caprico (C10:0), acido laurico (C12:0), acido
miristico (C14:0), 4&cido palmitico (C16:0), 4acido
palmitoleico (C16:1), acido margarico (C17:0), &cido
estearico (C18:0), acido oleico (C18:1), acido linoleico
(C18:2) y acido linolénico (C18:3).
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Los reactivos utilizados para la etapa de extraccion y

purificacion de AGL en queso fueron: acido férmico
(CH,0,) (Prolabo), acido sulfurico (H,SO4) 96% (Merck),
cloroformo (CI3;CH) (Merck), éter dietilico (C4H;,0)
(Merck), heptano (C;Hs) (Merck), isopropanol (C;H3O)
(Merck), metanol (CH40) (Merck) y sulfato de sodio
anhidro (Na,SO,) (Panreac), siendo todos los solventes
utilizados de calidad cromatografica.

2.2 Metodologia para la determinacion de acidos grasos
libres en queso

La extraccion de la fraccion lipidica del queso,
purificacion de los AGL y cuantificacion se realizaron
segun el método propuesto por De Jong y Badings (1990),
tal y como describen Chavarri et al. (1997) incorporando la
automatizacion de la etapa de la extraccion en fase solida
(SPE) como se detalla a continuacion.

2.2.1 Extraccion de la fraccion lipidica

La etapa de extraccion de la fraccion lipidica consistio en:

-Pesar 1,00 gramo de queso, previamente acondicionado,
triturado y homogeneizado.

-Afadir 100 puL de la mezcla de patrones internos (C5:0,
C9:0 y C17:0) a 1,0 mg/mL en éter dietilico:heptano (1:1).

-Afadir 3,0 gramos de Na,SO, anhidro y 300 uL de
H,S0,4 2,5 M.

-Agitar en vortex y afiadir 3 mL de éter dietilico:heptano
(1:1).

-Centrifugar (4.500 rpm, 4°C, 5 minutos) y recoger el
sobrenadante.

-Repetir dos veces mas la operacion de adiciéon de 3 mL
de éter dietilicocheptano (1:1) y centrifugacion y juntar
todos los sobrenadantes.

2.2.2 Purificacién de los AGL

Los acidos grasos libres se separaron de los triglicéridos
mediante un extractor en fase solida automatico Gilson
GX-271 utilizando columnas de intercambio anionico de
aminopropilo (Sep-Pack Vac 3 mL (500 mg), Waters). La
etapa de purificacion consistié en:

-Acondicionar las columnas de intercambio anidnico con
10 mL de heptano.

-Cargar el extracto lipidico de la muestra procedente de
las centrifugaciones.

-Eluir los lipidos neutros (triglicéridos principalmente)
con 10 mL de cloroformo:isopropanol (2:1) y secar la
columna.

-Eluir los AGL con 5 mL de éter dietilico acidificado con
acido formico (2%).

-Agitar el extracto purificado, recoger 1 mL en un vial e
inyectar en el cromatdgrafo de gases.

2.2.3 Condiciones cromatograficas

La determinacion y cuantificacion de los AGL se realizod
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en un equipo de cromatografia gaseosa GC Hewlett-
Packard 6890 HP Series equipado con inyector automatico
y detector de ionizaciéon en llama (FID). Se utilizé una
columna capilar de polietilenglicol entrecruzado HP-
Innowax (30 m x 0,25 mm x 0,25 [Im) (Agilent
Technologies). La adquisicion y el tratamiento de los datos
se realiz6 con el software GC ChemStation de Agilent
Technologies.

-Gas portador: Helio (flujo de 2 mL/min)

-Volumen de inyeccion: 1 uL

-T? del inyector: 200 °C

-Modo de inyeccion: “Split” (con particion)

-Relacion “Split Ratio™: 5:1

-Horno: Se programé una rampa de temperaturas del
horno desde 65 °C hasta 240 °C con un gradiente de 10
°C/min, manteniéndose a temperatura maxima durante 20
minutos.

-T# del detector: 275 °C

2.3 Validacién del método analitico para la cuantificacion
de acidos grasos libres en queso

Una vez adaptada la metodologia de Chavarri et al. (1997)
a las condiciones de nuestro laboratorio, y debido a la
incorporacién de la automatizacion de la etapa de
purificaciéon mediante un extractor en fase solida (SPE), se
procedid6 a la validacion de la metodologia analitica
modificada, considerando la especificidad, linealidad,
sensibilidad, precision y exactitud del método.

2.3.1 Especificidad

Se determino la capacidad del método para diferenciar los
AGL en una muestra de queso de otras interferencias
presentes en el extracto. Se inyectaron en el cromatoégrafo
de gases mezclas de todos los patrones de AGL, de
extractos de queso y blancos obtenidos bajo las condiciones
descritas en la metodologia.

2.3.2 Linealidad

Para poder cuantificar el contenido de cada AGL en
muestras de queso se realizé la calibracion externa del
método y se comprobo en qué rango de concentraciones de
cada AGL estudiado el método era lineal.

Se prepararon mezclas de todos los AGL, a 8 niveles de
concentracion diferentes (10, 20, 50, 100, 200, 400, 600 y
800 mg/L.

Un mililitro de cada concentracion, junto con 100 uL de
la mezcla de patrones internos, fue sometido al proceso de
extraccion y purificacion por extraccion en fase soélida
(SPE). El extracto obtenido se analiz6 por cromatografia
gaseosa bajo las condiciones descritas anteriormente.

Las ecuaciones de las rectas de calibrado se obtuvieron
realizando el andlisis de regresion lineal por minimos
cuadrados, representando el cociente entre la sefial obtenida
para cada AGL y la sefal obtenida para el patréon interno
que mejor factor de respuesta presento frente al cociente de
la concentracion de cada AGL y el patrén interno.



2.3.3 Sensibilidad

Los limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LQ)
fueron determinados segun lo propuesto por la
“International Conference on Harmonisation” (ICH, 1996):

be bc
S S
LD=33 % LQ=10 R (1)

b

donde:

SRbC = desviacion estandar de los residuos de la zona de
bajas concentraciones de la recta de calibrado del analito
estudiado

b = pendiente de cada una de las rectas.

2.3.4 Exactitud

La exactitud del método se determind como porcentaje del
error relativo (ER). A partir de 6 muestras de patrones de
concentracion conocida de todos los AGL, se interpold el
area relativa obtenida en la recta de calibrado
correspondiente a cada AGL y se calculd el error relativo
segun la féormula:

Conc,, .. —Conc

ER (%) — tedrica_ 100 (2)

Conc

teorica

2.3.5 Precision

La precision del método fue evaluada en términos de
precision de la inyeccion, repetibilidad y reproducibilidad,
expresada como desviacion estandar relativa (DSR, %) de
las areas relativas de cada analito estudiado, a partir de una
muestra de queso.

Para conocer la precision de la inyeccion del sistema
cromatografico, en una sesion de trabajo, se inyectd un
mismo extracto de queso 6 veces.

Para el estudio de la repetibilidad a partir de una muestra
de queso se realizaron 6 extracciones independientes en la
misma sesion de trabajo y la reproducibilidad se estudio
preparando 6 extractos a lo largo de sesiones de trabajo
diferentes. Los extractos purificados obtenidos se
inyectaron en el cromatografo de gases el mismo dia de su
preparacion.

En todos los casos, los resultados se obtuvieron
calculando la desviacion estandar relativa (DSR, %) de las
areas de cada AGL relativas su patron interno.

3.- Resultados y discusion
3.1 Especificidad
La identificacién cromatografica de cada analito se realizod

comparando los tiempos de retencion de los patrones de
cada AGL estudiado con los obtenidos en las muestras.
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Se determino la capacidad del método para diferenciar los
AGL en una muestra de queso de otras interferencias
presentes en el extracto.

En la Figura 1 se presenta un cromatograma de una
mezcla de todos los patrones de los AGL estudiados y de
los patrones internos (4cido pentanoico C5:0, nonanoico
C9:0 y margarico C17:0). En la Figura 2 se presenta el
cromatograma de un blanco de proceso y en la Figura 3 un
cromatograma de un extracto de queso.

C8:0 Ac. Caprilico

C6:0 Ac. Caproico
C10:0 Ac. Céprico
C12:0 Ac. Latrico

C14:0 Ac. Miristico

(en)

C4:0 Ac. Butirico

C18:2 Ac. Linoleico

d o
<
P v
=@

C5:0 Ac. Pentanoico [P1)
£9:0 Ac. Nananoica (P1)

C17:0 Ac. Margirico
C18:3 Ac. Linolénico

Fig. 1. Cromatograma de una mezcla de patrones de acidos grasos libres
(AGL) y los patrones internos (C5:0, C9:0 y C17:0)

Fig. 2. Cromatograma de un blanco de proceso

C16:0 Ac. Palmitico

a
i
=

C14:0 Ac. Miristico

C5:0 Ac. Pentanoico [P1)
C9:0 Ac. Nananoica (PI)
C10:D Ac. Ciprico

C18:1 Ac.

C17:0 Ac. Margirico [P1)

C4:0 Ac. Butirico
C6:0 Ac. Caproico
C8:0 Ac. Caprilico

2
C€16:1 Ac. Palmitoleico
C18:0 Ac. Estedrico
C18:2 Ac. Linoleico
C18:3 Ac. Linolénico

Fig. 3. Cromatograma de un extracto de queso y los patrones internos
(C5:0,C9:0 y C17:0)

El metodo fue especifico para la determinacion de los
AGL estudiados.

No hubo ningun efecto interferente procedente de los
blancos, ni de los extractos de muestras de queso en las
regiones del cromatograma donde cabe esperar a los AGL
estudiados y hubo una clara diferenciacion y resolucion de
cada uno de los doce AGL estudiados.
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Todos los cromatogramas obtenidos a partir de extractos
de queso presentaron un pico cromatografico no
identificado al tiempo de retencion de 6 minutos. Por la
literatura cientifica consultada y la regiéon temprana de
cromatograma donde aparece deducimos que se trata de
acido acético (C2:0), que normalmente no se incluye como
AGL en los estudios sobre la lipdlisis de los quesos, debido
a que su presencia en los mismos tiene un origen
biosintético totalmente diferente al del resto de los AGL. El
C2:0 no es de origen lipolitico sino que se produce como
consecuencia de la fermentacion de la lactosa por accion
bacteriana (glucolisis acética), y del proceso de
descarboxilacion y deaminacion oxidativa de los
aminoacidos (Yilmaz et al., 2005; Ferrandini et al., 2012).

3.2 Linealidad y sensibilidad

En la Tabla 1 se muestran las rectas de calibrado, los
intervalos de concentracion en los que la respuesta fue
lineal (rango lineal) y los limites de deteccion (LD) y
cuantificacion (LQ) para cada uno de los AGL estudiados.
El rango lineal se expresd como el intervalo comprendido
entre el limite de cuantificacion y la maxima concentracion
estudiada de cada AGL, considerando un coeficiente de
determinacion (R?) mayor de 0,995 como criterio para
determinar la linealidad del método.

Tabla 1. Rectas de calibrado, rango lineal y sensibilidad del método
analitico para cada acido graso libre

Tabla 2. Exactitud del método expresada como porcentaje del error
relativo

Conc. Conc.

L. Error Error relativo
tedrica calculada absoluto (%)
(mg/mL)  (mg/mL)
C4:0 0,221 0,190 0,031 -14,03
C6:0 0,233 0,185 0,048 -20,74
C8:0 0,202 0,221 -0,019 9,39
C10:0 0,202 0,197 0,005 -2,35
C12:0 0,203 0,204 -0,001 0,64
C14:0 0,205 0,204 0,001 -0,32
C16:0 0,202 0,200 0,002 -1,07
C16:1 0,248 0,306 -0,059 23,70
C18:0 0,202 0,190 0,012 -5,99
C18:1 0,224 0,214 0,01 -4,52
C18:2 0,246 0,224 0,022 -8,77
C18:3 0,204 0,182 0,021 -10,37

La mayoria de los A4cidos grasos libres analizados
presentaron porcentajes del error relativo inferiores al 10%.
Sin embargo, los acidos butirico y caproico ofrecieron
porcentajes  superiores, del 14,03 'y  20,74%
respectivamente. Este hecho podria estar relacionado con la
mayor volatilidad de estos compuestos respecto al resto de
AGL estudiados. La menor exactitud del acido palmitoleico
(23,70%) podria estar relacionada con la dificultad para la
integracion de este pico cromatografico debido a la baja
simetria que presenta la sefial de este compuesto en los
cromatogramas obtenidos a partir de extractos de queso y a
la baja concentracion en la que estuvo presente.

3.4 Estudio de precision
3.4.1 Precision de la inyeccion

En la Tabla 3 se muestra la desviacion estandar relativa
obtenida para las areas relativas a los patrones internos de
cada uno de los AGL estudiados inyectando en el
cromatografo 6 veces consecutivas 1 UL de un extracto de
queso.

Tabla 3. Precision de la inyeccion expresada como desviacion estandar
(DS) y desviacion estandar relativa (DSR) de las areas relativas al patron
interno de cada AGL (n=6)

S 0.0. lﬁ?.'éﬁi’ N R b 1o

mg/L mg/L mg/L
C4:0 7,16 -0,024  37,14-800 8 0996 12,25 37,14
C6:0 8,95 0,021 48,82-800 8 0,996 16,11 48,82
C8:0 10,24 0,038 48,83-800 8 0995 16,11 48,83
C10:0 10,99 0,047 37,40-800 8 0,99 1234 374
C12:0 11,33 0,03 38,76-800 8 0,996 12,79 38,76
C14:0 1142 0,024  41,95-800 8 0997 1384 4195
Cl16:0 11,22 0,101 50,89-800 8 0,995 16,79 50,89
C16:1 13,76  -0,008  39,76-600 7 0997 13,12 39,76
C18:0 10,83 0,043  3555-800 8 099 11,73 3555
C18:1 11,27 -0,102  30,69-600 7 0,99 10,12 30,69
C18:2 1086 -0,122  26,93-600 7 0995 888 2693
C18:3 10,17 -0,115 37,33-800 8 0,998 12,32 37,33

S: Pendiente de la recta de calibrado; O.0.: Ordenada en el origen; N:
Numero de puntos utilizados para realizar la recta de calibrado. LD:
Limite de deteccion; LQ: Limite de cuantificacion.

El comportamiento fue satisfactorio para todos los AGL.
El método fue lineal en el rango de concentraciones
descrito, suficiente para cubrir las concentraciones de AGL
de muestras de queso y presentd buena sensibilidad,
considerando los LD y LQ.

3.3 Exactitud

Los resultados del estudio de la exactitud (n=6) del
método se muestran en la Tabla 2.
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Area relativa
Media DS DSR (%)

C4:0 1,44 0 0,32
Cé6:0 0,72 0 0,36
C8:0 0,66 0 0,33
C10:0 1,71 0,01 0,59
C12:0 1,15 0 0,42
C14:0 2,88 0,01 0,46
C16:0 7,5 0,07 0,88
C16:1 0,5 0,01 15

C18:0 1,8 0,01 0,33
C18:1 6,49 0,04 0,63
C18:2 1,07 0,03 2,87
C18:3 0,24 0,01 2,21




3.4.2 Repetibilidad y reproducibilidad

La Tabla 4 muestra los resultados obtenidos tras realizar
el estudio de precision en términos de repetibilidad y
reproducibilidad.

Tabla 4. Precision: repetibilidad y reproducibilidad expresada como
media y desviacion estandar relativa (DSR%) de las areas de cada AGL
relativas al patron interno

Repetibilidad (n=6) Reproducibilidad (n=6)
Media DSR: (%) Media DSRRr (%)
C4:0 1,16 5,96 1,31 9,69
C6:0 0,7 5,23 0,83 14,77
C8:0 0,64 5,53 0,77 18,32
C10:0 1,7 5,64 1,96 15,9
C12:0 1,14 5,03 1,31 14,72
C14:0 2,88 5,42 3,25 15,33
C16:0 7,46 4,02 8,34 12,93
C16:1 0,54 11,94 0,45 10,06
C18:0 1,8 5,24 1,99 10,16
C18:1 6,55 8,01 7,18 15,22
C18:2 1,08 6,57 1,17 12,43
C18:3 0,24 10,26 0,26 12,27

La repetibilidad del método para los diferentes AGL
estudiados oscild entre 4,02% y 11,94%, mientras que la
reproducibilidad presentd desviaciones mas altas desde
9,69% hasta 18,32%. Estos valores estan en consonancia
con las desviaciones obtenidas en muestras de queso por
Chavarri et al. (1997) que oscilaron desde 2,59%, en el
caso de C8:0, hasta 22,4%, en el caso de C18:2.

La automatizacion de la etapa de extraccion en fase solida
(SPE) permitié duplicar el nimero de muestras analizadas
en una misma sesion de trabajo, respecto a la SPE realizada
de manera manual, mejorando la eficiencia del método.
Ademas, se elimino la fuente de errores indeterminados
asociados a las habilidades del analista durante la laboriosa
etapa de SPE.

3.- Conclusiones

Se ha incorporado la automatizacion de la etapa de
extraccion en fase sélida al método analitico propuesto por
Chavarri et al. (1997) para la determinacion de acidos
grasos libres en queso, permitiendo la simplificacion y
optimizacion del tiempo de analisis. La validacion de las
caracteristicas de funcionamiento del método fue
satisfactoria, permitiendo la determinacién de doce acidos
grasos libres en queso con caracteristicas adecuadas de
especificidad, linealidad, sensibilidad, exactitud vy
precision.
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Proyecto INIA PET200701-C07 “Mejora de la cabafia ganadera de ovino
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