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INTRODUCCION

Hoy en dia esta suficientemente establecido
que las caracteristicas de la grasa de cerdo Ibé-
rico dependen fundamentalmente del tipo de ali-
mentacion que ha recibido durante su finaliza-
cion y que el empleo de diferentes tipos de die-
tas, a base de bellotas o pienso, repercute de
manera significativa sobre la composicion en
acidos grasos del tejido adiposo de la canal (Flo-
res et al., 1988; Casillas, 1994; De Pedro et al.,
1995; Ruiz et al., 1998). Entre las técnicas anali-
ticas empleadas para evaluar la composicion en
acidos grasos de muestras de grasa destaca la
cromatografia de gases. Mediante dicha técnica
se separan y cuantifican los ésteres metilicos de
los acidos grasos de 8 a 24 atomos de carbono
procedentes de los triglicéridos y fosfolipidos de
la grasa (UNE Método 5508, 1996; AOAC Method
963.22, 1999).

Dado el efecto del régimen alimenticio en la
composicidén en acidos grasos del tejido adiposo
de la canal, las Denominaciones de Origen de
productos de cerdo Ibérico, la Asociacion
Interprofesional del cerdo Ibérico (ASICI) e indus-
trias del Sector, han empleado el analisis de aci-
dos grasos de tejido adiposo subcutaneo median-
te cromatografia de gases como criterio para
poder diferenciar las calidades existentes en
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cuanto al tipo de alimentacién aportada a los cer-
dos en la fase de cebo. Ademas, el propio Minis-
terio de Agricultura, Pesca y Alimentacion aprue-
ba cada afo un contrato tipo para la compra-venta
de cerdos Ibéricos con destino a sacrificio. En él
se incluyen los niveles (%) que han de presentar
los 4 acidos grasos mayoritarios, analizados por
cromatografia de gases, en las muestras de gra-
sa subcutdanea de cerdos Ibéricos (acido
palmitico o C16:0; acido estearico o C18:0; aci-
do oleico o C18:1; acido linoleico o C18:2) para
que una determinada partida sea clasificada den-
tro de la categoria comercial de "Bellota", "Rece-
bo" o "Pienso".

El objetivo de este estudio colaborativo fue el
de determinar la precisidén del analisis de acidos
grasos en grasa de cerdo I|bérico mediante
cromatografia de gases. Para ello, se compara
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ron los resultados obtenidos por los principales
laboratorios del Sector, con el fin de conocer tanto
los errores existentes en cada laboratorio
(repetibilidad) como entre los diferentes labora-
torios participantes (reproducibilidad).

MATERIAL Y METODOS

Tratamiento y analisis de muestras

Se tomaron muestras de 30 canales de cer-
dos Ibéricos finalizados con un régimen alimen-
ticio a base de pienso, de la zona de insercion
del rabo en la region coxal. Esta zona es la em-
pleada por las Denominaciones de Origen, ASICI,
y los laboratorios participantes a la hora de reali-
zar la toma de muestras de canales de cerdos
Ibéricos. Cada muestra de tejido adiposo subcu-
taneo contiene todos los acumulos grasos y, una
vez eliminados los restos de piel y magro, fue
dividida en 2 submuestras. Dichas submuestras
fueron procesadas de acuerdo con las diferen-
tes metodologias de extraccion de grasa liquida
propuestas: fusion mediante microondas y ex-
traccion a temperatura ambiente con disolvente.
Se dispuso por tanto de un total de 60 muestras
de grasa fundida, 30 obtenidas mediante fusion
con microondas y 30 obtenidas mediante extrac-
cion con disolvente.

Este conjunto total de 60 muestras fueron las
empleadas para llevar a cabo el estudio
colaborativo. Para ello, cada uno de los 6 labo-
ratorios participantes recibié las muestras, me-
diante mensajeria urgente y a temperatura de
congelacién con la recomendacion de realizar los
analisis por duplicado para poder evaluar la
repetibilidad del método.

La composicion de acidos grasos se deter-
miné mediante el analisis por cromatografia en
fase gaseosa con columna capilar de los ésteres
metilicos de los acidos grasos, de acuerdo con
la norma UNE 5508. La preparacion de los
ésteres metilicos se realiz6 siguiendo, en lineas
generales, el procedimiento de metilacion en frio
indicado en el apartado 5 del método IUPAC n°
2301. Todas las caracteristicas del método
cromatografico (equipos, columnas, reactivos,
condiciones de operacién y mantenimiento) em-
pleado por cada laboratorio para la separacién y
cuantificacion de los ésteres metilicos, se encon-
traron dentro de las recomendaciones dadas
por la norma UNE 5508.
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Tratamiento estadistico de resultados

El tratamiento estadistico de los datos obte-
nidos en este estudio colaborativo se realizé de
acuerdo con la norma ISO 5725-2 (1994) o la
respectiva norma espanola UNE 82009-2 (1999),
que exponen la metodologia a seguir para la
determinacién de repetibilidad y reproducibilidad
de un método de medida estandar. En ella se
especifican los criterios empleados para el re-
chazo de resultados anémalos y los procedimien-
tos matematicos empleados en el calculo del error
intralaboratorio (repetibilidad) e interlaboratorios
(reproducibilidad). Para la evaluacién de resulta-
dos anomalos se emplearon dos procedimien-
tos: técnicas de representacion grafica (h y k de
Mandel) y test numéricos (test de Cochran y los
test de Grubss sencillo y doble).

Los parametros estadisticos empleados en el
analisis fueron la desviacién tipica de la
repetibilidad (s,) y la desviacién tipica de la
reproducibilidad (sg). Ademas, de acuerdo con
la norma AOAC (1995) para la realizacion de
estudios colaborativos, se puede definir los
parametros de repetibilidad y reproducibilidad
como multiplos de las medidas de precision ex-
presadas anteriormente. Estas definiciones vie-
nen dadas en forma de intervalos de prediccion
e indican que la maxima diferencia absoluta en-
tre 2 resultados, y solo 2, obtenidos sobre la mis-
ma muestra, ya sea en un mismo laboratorio
(repetibilidad) o en 2 laboratorios diferentes
(reproducibilidad), no seran superiores al valor
de repetibilidad (r) o reproducibilidad (R) en un
95% de los casos. De esta forma y asumiendo
una distribucion normal de los resultados y un
nivel de probabilidad de 95%, las férmulas para
los valores de repetibilidad (r) y reproducibilidad
(R) quedarian simplificadas a:

r = repetibili dad =\/5><2><Sr =2.8x

R = reproducibilidad = V2 x2x Sp=2.85,

Otros parametros estadisticos importantes
son la desviacion estandar relativa de la
repetibilidad (RSD,) y de la reproducibilidad
(RSDg). Aportan informacion ya que normalmente
son independientes de la concentracion del
analito en un rango razonable. Ello facilita la com-
paracion de las variabilidades a diferentes con-
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centraciones o entre varias variables. Sus for-
mulas son:

RSD, (%) = 2% 100
y

RSD, (%) = & x100
y

donde y es la media global de dicha variable
para todas las muestras y laboratorios.

En el tratamiento de datos aportados por los
laboratorios participantes y en calculo de los es-
tadisticos expuestos con anterioridad, se emplea-
ron los programas Excel y SAS.

RESULTADOS Y DISCUSION

Si bien todos los laboratorios aportaron los
valores del perfil completo de acidos grasos exis-
tentes en grasa de cerdo Ibérico (desde C14:0 a
C20:1), sdlo se consideraron en este estudio los
valores correspondientes a los acidos grasos ma-
yoritarios en dicha grasa (con concentracion su-
perior al 5%) como son C16:0, C18:0, C18:1 y
C18:2. El motivo fundamental de dicha simplifi-
cacion fue el considerar para los calculos de este
estudio, unicamente aquellos 4 acidos grasos
empleados por el Contrato-tipo homologado y por
la mayoria de las Denominaciones de Origen para
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do, con el objetivo de poder evaluar el error exis-
tente dentro de cada laboratorio (repetibilidad).
Sin embargo, 2 laboratorios (Lab 2 y Lab 4) s6lo
aportaron 1 unico dato por muestra. Si bien esto
complico el tratamiento estadistico de los datos,
ningun laboratorio fue rechazado a priori y todos
los resultados se incluyeron en los calculos del
estudio. La unica consideracion a realizar fue que
para el calculo de ia repetibilidad sélo se tuvie-
ron en cuenta los datos de 4 laboratorios mien-
tras que para el calculo de la reproducibilidad,
se incluyeron los datos de los 6 laboratorios par-
ticipantes.

En la Tabla 1 se recogen los resultados de
composiciéon media y desviacion tipica de los 4
acidos grasos mayoritarios aportados por los la-
boratorios  participantes en el estudio
colaborativo. Tal y como se observa en dicha ta-
bla, tras una comparacion de los valores medios
de los acidos grasos, existen diferencias entre
los datos aportados por los diferentes laborato-
rios. Sin embargo, dados los altos valores de las
desviaciones tipicas (DT) de los acidos grasos,
provocados por la variabilidad animal existente
dentro de una partida, se ha de realizar un anali-
sis de la varianza junto con un test de compara-
cion de medias para una correcta comparacion
de los valores medios de acidos grasos.

Tabla 1. Media y desviacion tipica de acidos grasos
en las muestras analizadas por cada laboratorio*

Acido | LAB1 LAB 2 LAB 3 LAB 4 LAB 5 LAB 6
Graso (%)| pedia | DT | Media | DT | Media | DT | Media | DT | Media | DT | Media | DT
C16:0 | 23,02a137 | 23,1321,35 | 24,69b1,42 | 2429b1,33 | 23,39a1,33 | 23,34 a1.38
C18:0 | 11,0020,92 | 10,8520,94 | 10,70 20,96 | 9,78 h1,20 | 10,98 20,92 | 10,67 a 0,94
C18:1 | 4925a1,74 | 50,45 c1,83 | 48,76 a1,88 |50,15 be 1,60 49,39 ab1,78 [50,26 be 1,85
CI8:2 | 9.44ab0,56 | 9,33bc0,55 | 9,11c0,55 | 9,6720,69 | 9,45 ab0,55 | 9,23 be 0,54

*Valores medios seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes a nivel del 1 %.

clasificar los cerdos en funcién del tipo de ali-
mentacion.

De acuerdo con las recomendaciones reali-
zadas, cada uno de los 6 laboratorios participan-
tes en el estudio debia de realizar el analisis de
cada una de las muestras remitidas por duplica-
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La Tabla 1 muestra la presencia de ciertas
diferencias significativas tras el analisis de la
varianza de los datos medios aportados por cada
laboratorio, si bien los resultados fueron diferen-
tes dependiendo del acido graso considerado.
Asi, las variables C16:0 y 018:0 destacaron por
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una mayor homogeneidad en los valores medios,
observandose diferencias en un pequefio nume-
ro de laboratorios (Lab 3y Lab 4 para el C16:0
y Lab 4 para el C18:0). Sin embargo, para los va-
lores medios de C18:1 y C18:2, se observaron
diferencias significativas entre un mayor numero
de grupos de laboratorios.

A continuacién se procedié al desarrollo de
los test graficos y numéricos empleados para la
deteccibn de muestras andomalas (test de
Cochran y test de Grubbs simple y doble).

Tras aplicar el test de Cochran, se apreci6
que Lab 1 fue aquel que presenté un mayor nu-
mero de muestras andmalas para todos los aci-
dos grasos considerados (2 muestras anémalas
por acido graso). es decir, la variabilidad que pre-
sentaron los duplicados en algunas muestras
determinadas en este laboratorio fue superior a
lo admisible. Esto se pudo deber a que Lab 1 fue
el unico laboratorio que realizé una inyeccién
manual de las muestras en el cromatografo (el
resto de laboratorios emplearon inyector auto-
matico) lo cual es una fuente de error importante
en el analisis de réplicas.

Tras realizar el test de Grubbs sencillo y do-
ble, el mayor numero de andémalos se observo
para Lab 4 (fundamentalmente para C18:0 y en
menor medida para C16:0y C18:2) y Lab3 (para
C16:0 yen menor medida para C18:0 y C18:2).
Esto indicé que. para dichas muestras. los valo-
res de los acidos grasos determinados por Lab 3
y Lab 4, presentaron valores que se diferencia-
ron estadisticamente de los datos aportados por
el resto de laboratorios.

Una vez eliminados todos los valores de las
muestras detectadas como andmalas tanto por
los test de Cochran como de Grubbs (sencillo y
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doble), se procedié a calcular los estadisticos de
desviacién tipica de la repetibilidad (s) y desvia-
cion tipica de la reproducibilidad (sg). Dicho va-
lores oscilaron, en general y para todos los aci-
dos grasos, entre 0,05y 0,15 para s, y entre 0,27
y 0,88 para 5R. Dichos resultados, junto con la
media global, los valores de repetibilidad vy
reproducibilidad y las correspondientes desvia-
ciones estandar relativas (RSD; y RSDRRg) apare-
cen reflejados en la Tabla 2.

Se ha de incidir de nuevo en que los valores
de repetibilidad (r) y reproducibilidad (R) indican
la maxima diferencia absoluta (para un 95% de
los casos) entre 2 resultados, y solo 2, obtenidos
sobre la misma muestra ya sea en un mismo la-
boratorio (repetibilidad) o en 2 laboratorios dife-
rentes (reproducibilidad).

Tal y como se observa, la maxima diferencia
absoluta entre 2 muestras analizadas en un mis-
mo laboratorio (repetibilidad, r) puede llegar a ser
de 0,37 para el C16:0, 0,15 para C18:0, 0,41 para
C18:1 y 0,18 para C18:2. Como es légico, los
valores de reproducibilidad (IR), es decir, la maxi-
ma diferencia absoluta entre los resultados de
acidos grasos de una misma muestra analizada
en 2 laboratorios diferentes fueron sensiblemen-
te mas altos (2,00 para C16:0, 1,05 para C18:0,
2,47 para C18:1 y 0,75 para el C18:2). Para po-
der comparar los estadisticos obtenidos con las
diferentes variables, se calcularon las desviacio-
nes tipicas relativas (RSD; y RSDg). Los resulta-
dos de RSD, oscilaron entre 0,29% (para el
C18:1) y el 0,69% (para el C18:2) mientras que
para la RSDR oscilaron entre 1,78% (para el
C18:1) y 3,54% (para el C18:0).

En la norma 963.22 de la AOAC (1999) se

Tabla 2. Parametros estadisticos de repetibilidad y reproducibilidad

Acido Media DT DT RepetibilidadReproducibilida RSD, | RSDg
Global Repetibilidad Reproducibilida o o
graso r dR (%) (%)
y S, dsg
C16:0 23,60 0,13 0,71 0,37 2,00 0,56 3,04
C18:0 10,78 0,05 0,38 0,15 1,05 0,49 3,54
C18:1 49,71 0,15 0,88 0,41 2,47 0,29 1,78
C18:2 9,37 0,07 0,27 0,18 0,75 0,69 2,86
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especifica la precision que ha de tener el méto-
do de analisis empleado en este estudio, indi-
cando los valores maximos de repetibilidad y
reproducibilidad que han de presentar los acidos
grasos mayoritarios (>5%) en las muestras de
grasas o aceites. Asi, los valores de ry R han de
ser inferiores a 1 y 3 respectivamente, mientras
que los valores de RSD no deben ser superio-
res a 3% y los valores de RSD,, no deben supe-
rar el 10%. Tal y como se observa, los valores de
r, R, RSDr y RSDg para los 4 acidos grasos ana-
lizados en este estudio son inferiores a los valo-
res recomendados como maximos por la AOAC
por lo que se puede concluir que la precision
obtenida en este estudio ha de ser considerada
corno adecuada para esta métodologia de anali-
Sis.

Al mismo tiempo, estos resultados son de
mayor precision a los obtenidos por Firestone
and Horwitz (1979) en la determinacion de acidos
grasos por cromatografia de gases en grasa de
mantequilla (RSD; %C16:0 = 1.88; RSDr %C16:0
= 3.88; RSD; %C18:0 = 0.74: RSDr %C18:0 =
10.52; RSD,; %G18:1 = 1.09; RSDr %C18:1
3.45; RSD; %C18:2 = 5.45; RSDr %C18:2 =
13.22) y del mismo orden a los obtenidos por
Cert et al. (1996) en aceites de oliva con similar
composicién de acidos grasos (RSD; %C16:0 =
1.44-1.78: RSDr %C16:0 = 3.44-4.45; RSD,
%C18:0 = 0.66-1.97: RSDr %C18:0 = 4.77-5.46;
RSD, %C18:1 = 0.27-0.49; RSDgr °%18:1 = 0.95-
1,17; RSD, %C18:2 = 0.49-1.94; RSDr %C18:2
= 2.10-3.29).

CONCLUSIONES

Los resultados de repetibilidad,
reproducibilidad, desviacion estandar relativa de
la repetibilidad y desviacion estandar relativa de
la reproducibilidad obtenidos para los 4 acidos
grasos mayoritarios en grasa de cerdo Ibérico,
muestran que la precision obtenida mediante
cromatografia de gases ha de ser considerada
como alta y adecuada para este método de ana-
lisis asi como del mismo orden ala obtenida en
otras grasas y aceites de similar composicion.

Los valores de repetibilidad y reproducibilidad
aportados en este estudio han de ser tenidos en
cuenta a la hora de estimar la incertidumbre en
el analisis de una muestra de grasa de cerdo
realizada en un laboratorio o en laboratorios di-
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ferentes.
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