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MINISTERIO DE RELACIONES
CON LAS CORTES
" YDELA
SECRETARIA DEL GOBIERNO

26241
: ofrueban los mélodos dficiales de andlisis leche y

uctos Idctms

- El Decreto de la Presidencia del Goblerno numero 2484/1967, de 21
de septiembre («Boletin Oficial del Estado» del 17 al 23 de octubre),
que aprucba el Cédige Alimemtario Espafiol, prevé que puedan ser
objeto de Regtamenlac:ones Especiales 1as materias en ¢t reguladas.

Las Ordenes de 31 de enero de 1977 {(«Boletin Oficial del Estadow
de 14 a 27 de julio); 31 de julio de 1979 («Boletfn Oficial del Estado»
de 29 ¥ 30 de agosto); 17 de septiembre de 1931 («Boletin Oficial del
Estado» de [4 de octubre); [ de diciembre de 1981 {«Boletin Oficial det
Estado» de 20 de enero de 1982), v 26 de enero de 1989 («Boletin
Oficial del Estado» de 4 de febrero), establecieron diversos métodos
oficiales de andlisis de leche y productos lacteos, siendo necesario
complementarlos con otros nyevos que atiendan al control de las
mezclas de leches citadas anteriormente.

El presente Real Decreto se dicta en virtud de lo dispuesto en el
articulo 149.1.16." de la Constitucién Espafola, en cuanto atribuye al
Estado la competencia exclusiva sobre las bases y coordinacion general
de la sanidad.

En su virtud a propuesta de los Ministros de Sanidad y Consumo, de
Endustria, Comercio y Turismo y de Agricultura, Pesca y Alimentacion,
oidos los sectores afectados, previo informe preceptivo de la Comisidn
Interministerial para la- Ordenacién Alimentaria, de acuerdo con el
Conscjo de Estado y previa deliberacién, del Consc;o de Ministros en su
reunion del dia 18 de octubre de 199 ?

DISPONGO:

Articulo 1.° Se aprueban como oficiales los métodos de analisis de
leche y productos licteos que se detallan en el anexo.

Art. 2° Para la deteccién de la presencia de leche de vaca en
mezclas con leche de oveja y leche de cabra. en productos procedentes
de otros Estados miembros se reconocen como meétodos de control
equivalentes los legalmente establecidos en los mismos hasta tanto se

REAL DECRETO 1533/1 991, de 18 de octubre, por el que -

apruebe un_método unico de refercncta aphcable en la Comunidad
Econdmica Europea.

BISPOSICION ADICIONAL

El presente Real Decreto se dicta al amparo de lo dlspuesto en el
articulo 149 1.16.* de la Constitucién Espafola.

DISPOSICION DEROGATORIA

Quedan derogadas las disposiciones de igual o inferior rango en lo
que se opongan al presente Real Decreto.

Dado en Madrid a 18 de octubre de 1991
JUAN CARLOS R,

EI Ministro de Relaciones con las Cortes
y deTa Secretaria del Gobierno,

VIRGILIO ZAPATERD GOMEZ

ANEXO

METODOS OFICIALES DE ANALISIS DE LECHE
'Y PRODUCTOS LACTEQOS

INDICE
Ler.'he

21 D%tecclén de leche de vaca en mezclas con leche de ovcja ¥
-. . cabra : _

22 Sangre soluble. -

-Determinacin de leche de vaca en lechc de oveja o de cabra

23 (a)-
ggr electroforesis).

23 (b} terminacion de leche de vaca en leche de oveja o de cabra

- - {por inmunodifusién radial).

24 (a) Determinacién - de Icche de cabra en leche de oveia (por

L clectroforesis).

24 (a) Determinacion de leche de cabra en Ieche de oveja (por
inmunodifusién radial)l -

Lo o ; "Manteguilla.

0. Extracclén de la grasa. -~ ’
_ Quesa

7. Nitratos y mtntos

8. . Determinacién de leche de vaca en queso de oveja ode cabra

, .. {por electroforesis).

9. . Determinacién de leche de cabra en queso de oveja (por

eléctroforesis),

21. DETECCION DE LECHE DE VYACA EN MEZCLAS CON LECHE DE OVEJA

Y CABRA

21.1 Frincr‘pio

Se puede detectar la leche de vaca en mezclas con leche de ovejd 0
cabra mediante extraccionces de la cascina y posterior scparacxon por
clectroforesis en gel de poliacrilamida.

- La caseina ay de leche de vaca presenta unma mayor movilidad
electroforética que las caseinas o de-leches de oveja o cabra. :

212

2121
21.2.2
21.2.3
21.2.4
didmetro.
21.2.5 - pH- metro
_21.2.6 Matefial de uso corriente en el laboratorio de pipetas, tubos,
micrapipetas, etcétera.

213 Reactivos. .

21.3.1 Soliicion de dcido acético 1N,
© 21.3.2 Solucton de hidroxido sédico IN. ]

21.3.3 Solucion de urea 7M.

21.3.4 Solucion A. Tampon pH 8,9. Disolver 48 ml de HC! lN
36,3g de Trishidroximetilaminometano y 0,46 mi de Temed en agua
hasta 100 mL

21.3.5 Solucion B de acrilamida. Disolver 60 g de acrilamida y
1,6 g de NN’ Metilenbisacrilamida (Bis) en agua hasta 200 ml.

21.3.6 Solucion tampon para depositos de los electrodos pH 8,4,
Disolver 0,60 5 de Trishidroximetilaminometano y 2,88 g de glicina en
agua hasta 100 ml. Se puede preparar un tampdn concentrado 10 veces

Material y aparatos.

Centrifuga.

Equipo de electroforesis.

Fuente de alimentacion.

Tubos para electroforesis de |1 ¢cm de longitud y 0,7 cm de.

¥ guardar en nevera dl]uyendolo en el momento de su utilizacion.
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21.3.7 Solucion de persulfato aménio. Disolver 0.56 g de persul-
fato amdénico en agua hasta 100 m). Este reactivo debe prepararse nuevo
cada semana. - .

21.3.8 Solucién de tincién. Disolver 0,56 g de Negro de Amido en
una mezcla de 250 mi de metanol, 650 mi de agua y 100 ml de acido
acético glacial,

21.3.% Solucidn de lavado. Mezclar 400 mi de metanol, 50 ml de
‘dacido glacial v 350 mi de agua,

21.3.10 Solucién de azul de bromofenol. Disolver 1 mg de azul de
bromofenol en 100 mi de agua.

21.4  Procedimiento. _
21.4.1 Preparacion de la muestra;

Driiuir Ja leche, previamente desnatada por centrifugacion, a 1/5 con
agua destilada, Calemar a 35° C y llevar a pH 4,6 mediante adicion de
acido acético 1N. Separar la caseina precipitada por centrifugacion y
lavar varias veces con agua destilada, Disolver Iz caseina en un volumen
~ de agua igual a la mitad del volumen de la leche original, anadiendo
solucion de hidroxido sédico IN hasia pH7. -

Inmediatamente antes de la electroforesis. disolver un volumen igual |

de urea 7M. preparada recientemenie. Para la electroforesis es suficiente
aplicar de 100 a 200 ug de caseina disuelta.

21.4.2 Preparacién del gel:

Mezclar 5 ml de soluciéon A (21.3.4), 10 ml de solucién B (21.3.5)
v 11,5 g dc urea en una probeta de 50 ml. Afadir agua con agitacién
hasia 35 ml de disolucion. Desairear mediante vacio y anadir 5 ml de
la solucién de persulfato. Agitar 1a solucion e inmeditamente llepar con
la misma los lubos (previamenie tapados por su parte inferior)
hasta 1 cm del extremo superior, evitando la formacion de burbujas de
aire, :

Completar el lienado de los tubos con una pequena cantidad de agua
que asegura la superficie plana del gel, a la vez que evita la posible
inhibicion de la polimerizacion por el oxigeno atmosférico.

La polimerizacién ticne lugar en veinte-treinta minutos.

21.4,3 Electroforesis:

Colocar los geles, una vez polimerizados y después de eliminar ¢l
agua, en los modulos del aparatlo de electroforesis en posicion vertical
y licnar las dos cdmaras de los electrodos con el tampon pH 8,4,

Aplicar con micropipela en la superficie del gel una cantidad de Ia
solucidon de caseina en urea que contenga de 100 a 200 ug de caseina.
Afadir una gota de azul de bromofenol y completar ¢l lienado de los
tubos con una pequefia cantidad de tampén. - .

Utilizar el depdsito superior como cdtodo y el interior como dnodo.

Conectar la corriente y aplicar una intensidad constanie de 1 mA
por tubo durante 1,5 a dos horas (hasta que el azu! de bromofenol llegue
al extremo del gel). o ;

21.4.4 Separacién, tedido y desteiiido de los gclcs:

Para desprender el gel del tubo de vidrio se puede utilizar una jeringa
con unz aguja sin punta, colocindola entre ¢l gel y el tubo. Inyectar agua
a presion y rotar €l tubo, con lo que entra ésta y se desprende el gel.

Una vez desprendido, colocar cada gel €n un tubo_con solucion
. colorante de Negro de Amido durante una hora. '

Elimar la solucién de tefido y anadir solucion de lavado, que debe
renovar hasta que se observe las bandas de nitidez. )

Los geles se pueden conservar durante meses en solucién de dcido
acético al 7 por 100. '

21.5.1 Ildentificacién de las bandas:

El diagrama eleciroforético de las caseinias de leche de oveja contiene
dos grupos de bandas de profeinas. ' .

El primer grupo, de dos bandas, corresponde a las B caseinas, y el
scgundo, consistente en tres bandas, a las o, caseinas, que se designa;
COMIO Uy), flsy ¥ Gyl - .

leche de vaca se puede detectar en mezclas con leche de oveja o
cabra, debido 2 la mayor migracién electroforética de la caszina ay de
vaca},) que se hace visible por encima de las bandas de caseina de oveja
o cabra. : ’

La intensidad de la banda a,, de vaca aumenta cuando es mayor el
porcentaje de mezcla, .

21.5.2 Determinacion cuanlitativa:

La determinacion cuantitativa de la proporcién de leche de vaca
afiadida a la feche dc oveja o cabra se puede realizar por el andlisis
densitométrico de las bandas obtenidas en las electroforesis, midiendo
en la mezcla el contenido de caseina ag de leche de vaca y comparando
este valor con el contenido medio de caseina o, de leche de vaca pura.

Es necesario efectuar una curva patron.

21.5.3 Limite de deteccién:

La técnica descrita permite detectar un 2% de leche de vaca en leche
de oveja o en leche de cabra.

Miércoles 30 octubre 1991

siguiente formula:

21.6 Observaciones,

21.6.1 'La electroforesis en gel dé acrilamida se puede efectuar
también en un cquipo para electroforesis en gel plano. )

21.6.2 Todas las soluciones se deben preparar con agua destilada
reciente o hervida, va que el oxigeno inhibe la polimerizacidn y se
pucden formar burbujas en el gel. )

21.6.3 Todas las soluciones se deben aimacenar en botellas oscuras
en cl frigorifico. .

21.6.4 La acrilamida es neurotéxica, por lo que se debe manejar
con cuidado,

21.7 Bibliografia .

21.7.1 Pierre, A., y Porimann, A., 1970. Ann Teechnol. Ag. 19,
107-130.

21.7.2. Ramos. M.; Maninez-Castro, L., y Judrez, M. 1977. I. of
Dairy Sci. 60, 870-877. ) . . )

21.7.3  Adroid, P. (1968) «Separation of milk proteins», en Smith
«Chromatographic and elecirophoretic iecniquess. Vol, 11, pdag. 399.
William Heineimann Medical Books, Lid. London.

22. SANGRE SOLUBLE

221

Disolucion de la hemoglobina en una mezcla acélico-agua y posterior
determinacion de su absorbencia a 396 nanémetros.

Este método es aplicable a muestras de leche o suero de leche en
polvo que cortlengan menos del 5 por 100 de grasa.

Principio,

222 Material y aparatos.

22.2.1 Espectrofotometro y accesorios {cubeta para 1 cm de espe-
sor de liquido). . '

22.2.2  Agitador tlectromagnético.

22.2.3 Centrifuga y tubos de,l0 ml

223 Reactivos.
22.3.1 Mecla acide acético-agua (1:1) VN,

22.4 Procedimiento.

Pesar con precision de 0,001 g, 10 g de leche o suera de leche en
polvo e introducir en an vaso de precipitados de 250 ml. Afiadir 150 ml
de agua destilada previamente calentada a 40°-50" C y agitar hasta que
sc-forme una emulsion: a continuacion, trasvasar esta emulsién a un
matraz aforado de 250 ml, lavar el vaso repetidas veces con agua
destilada, enfriar y enrasar a 250 ml. Tomar 20 mi de la_emulsién y
verter en uri matraz aforado de 100 ml, enrasar con la mezcla de acético
glacial-agua destilada. Si la solucién resulta turbia, centrifugar 10 mi
-durante 15 minutos 2 unas 5.700 revoluciones; retirar a conlinuacion
con ayuda de una espatula la pelicula sobrenadante; filtrar el centrifu-
gado y repetir las operaciones si es necesario de forma que la solucién
quede finalmente transparenie. A continuacién medir la absorbancia en
cubeta de 1 cm a 396 nm, usande como blanco la solucién acético-
agua. :

225 Cdlculos. * o .
El porcentaje de sangre soluble se deduce por aplicacié;: de la

<A 1.250
X .

E} . P

S=

Siendo:

8 = Porcentaje de sangre soluble presente en la muestra.
A = Absorbancia leida de la muestra. .

P[ = Peso cn gramos de la leche o suero de leche en polvo.
E| = Absorbancia especifica de la sangre.

"22.6  Observaciones.

22.6.1  En el caso de dispoper de la harina de sangre utilizada como
desnaiuralizante, el valor de E; se obtendrd como se indica a continua-
cion:

Pesar con precision de 0.0001 g. 100 mg de harina de sangre, €
introducirla en un vaso de precipitado de 250 ml. Afadir 130 mil de
agua destilada, agitar durante cinco minutos la solucidn, transferir 2 un
matraz atorado de 250 ml. A continuacién, tomar 20 mi de esta
solucién, llevar a un matraz aforado-de 100 mi y enrasar con la mezcla
de dcido acético glacial-agua. Centrifugar 10 ml de esta solucidén y medir
su absorbancia en cubeta de | cm a 396 nanémetros usando como
blanco Ia solucién acético-agua. ‘
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Siendo: : ' 1 23@)332.1 Solucion tnica de fijacion,y tincion..

E] = Absorbancia especifica. ~ Azul Coomassie G-250: { g.

A’ = Absorbancia leida. Agua destilada: 500-ml.

P = Peso en gramos de la harina de sangre Solucion de Acido Sulfiirico 2 N: 500 ml.
Solucidn de hidréxido. potdsico 10 N,
Acido Trrc!oroacenco

La absorbancia cspecnﬁca El no deberd ser inferior a 50. En caso
contrario, 1a harina de sangn, nio debe ser utilizada como desnaturah-
zante. | - Disolver ¢l azul de Coomassie G-250 en agua destilada y afadir la

22,62 Sino se ha podido determmar cste valor previamente a la solucién de Actdo Sulfirico 2 N. Mezclar bien agitando durante una

1 hora y filtrar por papel Whatman ndmero 1.. Medir ¢l volumen de
%‘égﬁndger:fe?:sgg %‘f iag!%r: a la feche o suero se lomara como valor fillrado y afiadir 1/9 de este volumen de la solucion de hidrixido

- o potdsico 10 N. Al}‘adn' Acido Trlzctgfroacenco a esta disolucién hasta que

’ - la concemracmn inal sea de | Esta sclucion de tenido es estable
: 23(A) DETERM]N"‘EON DE LECHE DE v"c“ EN;ECHE DE GVEIA o bE durante varios meses si-el pH se mantiene por debajo de 1. Se puede -
CABRA (METODO ELECTROFORETICO) L uuhzar varias veces. pero es conveniente filtrarla antes de cada uso.

23(a)l.  Principio.

- ) 23(3)4 Procedimiento. - °
La fraccién $érica de ja mucstra se extrae por adncxon de soiucmn
tampon a pH 4.6 y posterior contrifugacion.: 23(a)4.1 Obtencion de la fraccién soluble a pH 4, 6
Las protemas de suero son scparadas por electmfores1s en gel de Anadir a 10 ml de lecBe,-5 ml de solucién de Acido Acético al 10%
poimcnlamlda apH B3 [23(2)3.1.1] ¥ 5 ml de solucién de Acetato Sddico 1 N [23(a)3.1.2},

Las B Iactoglobuunas de leche de vaca presentan ina mayor mezclar y* comprobar con pH metro que el pH de la mezcla es
movilidad electroforética que las a lactoalbiminas y Ias Plactoglobuli- | cxactamente 4,6. Centrifugar. a 3.000 r.p.m. durante diez ‘minutos. y

nas dc 12 leche de ovjea y de la leche de cabra. - - filtrar ¢l sobrenadantc a través de un papel de filtro de velocndad media.
‘El método es aphcaiﬂ a la. leche cruda o pastenzada a una | T €1 sobrenadanic, pape
temperatura mdxima de 90"C durante treinta segundos, fresca. o | 534147 P,.eparmén de lacurva patron

conservada mediante consdncnén o ad:c:on de dlcrornato potéstsco
Depend:endo del tipo de muestra que sé desee analizar, preparar

23()2.  Material y aparatos. - ' - %, | patrones puros de leche de oveja o de leche de cabra y de leche de vaca
23(a)2.1 Marterial de uso corriente en laboratono -} y meiclas de leche de vaca en leche de oveja o de jeche de vaca en léche
23(a)2.2  Microjeringa, . de cabra ¢n_concentraciones del 3%, 10%y 20%. La leche utilizada para
23(2)2.3 pH metro, - T T g la preparacién de estos patrones podré ser cruda ‘o pasterizada, en este
23(a)2.4 Centrifuga. S taoi v itimo caso la leche deberd ser pasterizada a una temperatura maxima
*33(a)2.5 Equipo de cloctroforesis, * . - - - { de L 14°C durante un tiempo méximo de treinta segundos. :
23(2)2.6 Fuenie de alimeniacién, - o - L0 |7 La fraccién soluble de los patrones se obnene sngmendo el proced:-
23(2)27 Df.nsimmctro. - .7+ o [ miento descrito en 23(ap.l. - o

23(a)3. Reactivos, % e 23(3)4 3 Inmcdiatamente antes de su aplicaéiﬁn en ¢l gel mezclar:
23{a)3.1 Reactivos para la obtencién de Ia fracmon senca . = | Volumen de la fraccién soluble obtenida segin [23(a).1],

. - - - =1 Volumen de 1a solucion de glicerol al 40% [23(a)3.2.7).
_ %gggg:l gggﬁg:gz g: Qgggdé‘c;égg: ll%? %. .o [23(- )?2 g]olumen de la solucion azul de Bromofeno] al 1/1.000
1) . A : : . a - ;

.23(3)-3:2 Reactivos para la electroforesis.

“23(11)-3 21 Tampon de los geles pH £9. O 3 23(a)4 4 Preparacxon del Gel de Pol:acr1lam1da

" Preparar el gel laminar de espesor comprendldo entre 0,5 mmh y

- Trishidroximetil aminometano: 46 g. L [ mm. Para 50 ml de la solucién de acrllamlda-bisacnlamlda anadir
- QC"J" d( ""ih“f“‘;_? "O“‘-’teg(‘)‘g‘dol 4 ml _ . - 0,5 ml de solucién de persulfato amonico al 10% [23(a)3.2.4], desairear
- Agua destiada: Hasta m . - en ‘un Kitasato mediante vacio y anadn- como agenie pohmcnzante
is_gn .2 Solucién de Acnlamtda Blsacnlamlda (=9, 4%; | 50 ml de TEMED [23(a)3.2.5}.
c=
o Acrilamida: 9 . e 23(a)d.5 Elcctroforems - .
. 7 g - - Colocar ei gel en el aparato de electrofores:s y lienar las camaras de

= N'N" Mctilenbisacrilamida: 04 g

- Tampon de los geles: 100 mi. - "+ [ los electrodos cpn el tampon pH 8,3 [23(a)3.2.4).

Aplicar con microjeringa ¢n cada uno de los pocillos del gel un

T 22323 Tampén de los clectrodos’ pH 83 - B ) ) volumgg com}prendido eriure 10 piy 20 uldde:l las soluciones omemaas
- ' . segin-23(a)4.3, tanto de la muestra como de los patrones, -
- }ll"s.l:ll‘gfo“smﬂ“l aminometano: 1.2 g, _ segLa electroforesis se realiza a 60 mA (220 V) dejando carrer el frente
- ,{ l.:n des::'llad' Hasta 2.000 | ST .| hasta que la linea del azul de bromofenol esté a 0.3 mm del extremo

8 a. Has m o ’ ,mﬁ.rtor del gel La duractén es aprommadameme de tres horas.
. 23(a)3.2.4 Solucion de Pcrsulfato aménico al 10% (este reactivo
dcb%]()r;ré)g,rgrse Nc:lﬁ 13Jt:rr_1ranal) . 23(a)4.6 Melodos de tincidn.
a * Tetrametiletilendiamina {TEMED). ) il i )
23(a)3.2.6 Solucién de azul de bromofenol al 1/1 -000. . 23(a}4.6.1 Tincion con azul COOI:na.SSIC R.;Z?O. .
23{a)3.2.7 Solucion de Gl]ceml al 40%. ) Una vez completada la electrofores:s. introducir el gel sucesivamente
. S - lenm
23@)3.3 Rea'cn.v’os para la tmgmn. - ' - ' "“La solucién fi Jadora [23(2)3.3.1.1]: Una hora. -
23{a)3.3.1 Tincién con azul Coomassie R-250. . ;: {_‘: SO:UC[O!‘I decqlor_ame[ %3(33)35 3. 13 Iz]DD|ezhm;nutos.
23(a)3.3.1.1 ion i : . solucion de tincidn [23(a)3.3.1.3]; Doce horas.
, (a) Solucién fijadora. . ) 4.° La solucion decolorante [23(a)3.3.1.2], que se renovard con
- Acido Sulfosalicilico: 17.3 g frecuencia; hasta_ghmmar el l'ondo
- Acido Triclorcacético: 57,5 g. : o o
- Agua destilada: Hasta 500 mi. o 1 23{a)4 6. 2 Tincién con azuj Coomasste G-250.
23(a)3.3. F2 Solucién decolorante. _ - Una vez compietada ia elcctroforests mtroducu el gel succsivamente
- Etanol: 500 ml. I -
-~ Acido Acético glacial: 160 ml. - - : - L2 la soluc:lén de fijacion/tincion [23(a)3.3.2. 17: Doce horas.
~ Agua destilada: Hasta 2.000 ml. S . : : “2° Agua destilada que se renovard con frecuencia: Una hora.
. 23(a)3.3.1.3 Solucian de tincin. . : S S : 23(a)5 lmerpretacron _de resuftados.
L - Azul Coomassie Brillante R-250: 0,46 g. - . . .23(a)5.1 . Identificacion de las bandas.

- Solucidn decolorante.[23(a)3.3.1.2] ml,

) . _ . Enel dlagrama se observa ¢l orden de las bandas de las proteinas de
23{a)3.3.2 Tincién con azul Coomassie G-250. - _ menor a mayor movilidad electroforética en cada una de las especies.
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Diagrama elcctroforélico de las proteinas de
suero de 1) Leche de vaca. 2) Leche de cabra,
3) Leche de oveja

A) Seroalbomina (BSA).

By B Lactoglobulina de cabra.

) a Lacloalbimina {cabra y ovesa).

D) o Lzcioalbémina de vaca y § Lactogl
pulina de oveja.

E) i Lactoglobuling B de vaca.

F} § Lacioglobuling A de vaca. -

23(2)5.2 Densitometsia. :

Medir la intensidad de las bandas con"densitometro a una longitud
de onda de 560 nni si se utiliza Coomassie R-250 en la tincion ) de
600 nm si se wiiliza el método del Coomassie G-250.

’3(3)5 3 Cuantificacién.

Como s¢ puede observar en el dmgrama las p ]acloglobulmas AyB
en leche de vaca presentan una mayor movilidad electroforética que las
de las oiras dos especies.. Al aunientar el porcentaje de leche de vaca

prescnie en la muestra, aumenta la intensidad de las bandas correspon-’

dicntes a dichas B iacloglobulmas ¥ por tanto aumenta la allura de los

picos olbnenidos en el desintograma.

. Mcdir las alturas de los picos de las f lactoglobulinas A y B dc leche
de.vaca y del pico de la seroalbumina (BSA). A partir de ios datos

gbte;:dos para los patroncs, resulta fa recta de regresion y = ax + b,

-donde

 aluraBlg A + a]tura plgB
y= altura BSA
x = Porcentaje de leche de vaca,

El porcentaje de leche de’ vaca en la muestra se determina suslitu-
yendo en la recta de rcgresmn calculada con los patrones, el valor

altura p lg A + altura |3 1B
) BSA

,obtemdo para la muestra..

23(a)6 Expresaén de rc’su(tados

Expresar el contenido en lcche de vaca segin los siguientes interva-
los: :

- Menor del 5 por 100. .
-Entre et 5 y-el. 10 por 100.
Entre el 10 y el 20 por 100,
Mayor del 20 por 100,

!I.l

Siendo el hmne de deteccidén pracuco del 2 por 100 de leche de vaca,

en leche dc oveja o en leche de cabra.

23(a)y7.- Obscrvaaones

Un resultado ncgauvo debe obligatoriamente ser confirmado por la
técnica electroforética de las caseinas (21. Deteccmn de leche de vaca en
mezclas con leche de oveJa y cabra),

23(a)8. Refererzcias -

23(a)8.1- Ramos, M.; Judrez, M. (1986): «Chromatographie, elec-
trophorétic and lmmunoioglcal methods for detecling mixtures of mijks
from diiferent species», Bulletin of lmcrnauonal Dairy Federation
numero 202, paginas 175-187.

23(a)8.2 Amigo, L; Santamana G.; Gonzilez del Llano, D,

‘Ramos, M, (1986): «Pclyacnlamdc gel eleclrcphoresxs of whey proteins
in cheeses made from milk of different species. Milk the vital force», X11
Internat. Dairy Congress, The Hague, 152.

23(a)8.3 Amngo, L.. Calvo, M.; Ramos, M. {1987) «Quantitative
determination cow’s milk in goat’s and ewe's milk by PAGE wusing a
internat standard». 1l Congreso Mundial de Tecnologia de Ahmentos
Barcelona, 151,

23(a)84 Calvo, M. M. Amlgo L.; Olano Martin, P. J.; Ramos. M.
{1989 «Effect of thermal lrealmcnls on the determination of bovine
milk added 1o ovine or caprine milk». Food Chemistry 32 (99-108).

23(3} DFTERM[NACION DE LECHE D= VACA EN LECHE DE OVEJA O DE
CABRA (Mﬁrow mmurzowclco)

23(b)l Principio.

E! método estd basado en la prec:mm 16n de las mmunng]obllmas de
la leche de vaca por la accién de un aniisuero especifico.

La muestra es depositada en los pocillos practicados en una-capa de
agar que contiene ¢l antisucro especifico-de la leche de vaca.

Cuando la muesira contiene leche de vaca se produce una reaccion
aue sc observa en forma de halo alrededor del picollo donde se habia
depositade dicha muestra. El didmeto de este halo es proporcional 2 Ia
concentracion.

El método cs aplicable a la leche cruda o pasterizada a una
temperatura mixima de 74°C durante un tiempo miximo de treinta
sceundos, fresca o conservada mcdxame congelacion o ad:c:on de
dicromato potasico.

23¢b)Y2  Material y apamlos'

23(b)2.1  Matcrial de uso corriente en Iaboralorlo

2322 Centrifuga.

23k23  Microjeringa.

23(b)2.4 Placas Petri preparadas con agar comemendo ¢l antisuero
especifico de leche de vaca. En la capa de agar se han pracucado 10
pocillos cilindricos.

23(0)2.5 Esiufa rcgulada a 37°C,

23(b)2.6  Agitador m gnetlco 0 equlva]eme

23(h)2.7 D:sposuwo e lectura: Lupa equipada con micrometro o
un retroproyecior. En su defecto se puede utilizar un doble decnnetro
graduado al medio milimetro. _ .

23(b)3 Reacmos

23(b)3.1  Cuajo de titulo 1/10.000,

23(b)3.2. Solucion de Clorure Sodico al 9/1 000
2Xb)3.3 Sojucion acuosa de glicerol al 5% (V/V).
23(0)3.4 Solucion acuosa de Acido Acético al 2% (V[V)
23(b)3.5 Solucion de tincion.

- Negro amido: 1 gr.
- Solucién acuesa de Acido Acéticoe al 2% (V/V) f, 000 ml.

23(b)3.6 Solucién acética de gllcerol

- = Gliceroi: 5 ml.
- Acido Acétido glacial: 2 m. . -
- Agua destilada’ Hasta 100 ml

23(b)4 Procedimiento. . o ’ T
23(b)4.I  Obtencion de la fraccmn sérica. :

Anadir a 10 mi de leche una éoia de cua)o de mulo 1/10000
[23(b)3:1]. mezclar, incubar a 37°C durante cine a diez minutos y -~
centrifugara 3.000 r.p.m. durante diez minutos. Tomar con cu1dad0 el
lactosuero cvnando arrastrar maleria grasa.

23(b)4 2 Preparacitn de la curva patron

Preparar mezclas de leche de vaca en leche de ocha oén leche de
cabra a concentraciones del 2%, 5%, 10% v

La fraccion sérica de los patrones se obuenc s:guxendo el pl‘OCCdl-

micnio dcscnto en 23(b}4.1.

23(b)43 lnmunodlfu516n e

Depositar con la ayuda de una microjeringa,- 10 ml de la fraccnon
sérica preparada segin 23(b)d. 1 de cada uno de los patrones y de la
mucstra a analizar en los pocillos de una misma placa. Dejar difundir
de docc a veinticuatro horas 3. 37" C en una cdmara himeda (estufa
hermética regulada 2 37° C en cuyo fondo se coloca un pliego de papel
de filiro humedecido con agua). .

Para una valoracionm rapida, lranscurndo este tiempo, se puede
proceder a la lectura segin. 23(b}M.5. o

“23(b}4.4 Tratamiento de la placa.

Lavar la placa dentro de ia solucidn de Cloruro S4dco a! $/1.000
[23({b)3.2} bajo agitacion durante ocho a doce horas,

Licnar -la placa con la solucion acuosa de glicerol 2l 5% V/V
["3(1))3 .3] y manienerla llena dicz minutos. Depositar ¢n la superficic de

a solucion un disco de papel de filtro def mismo didmetro que ¢l de iz
placa, dejéndolo deslizar hasta el fondo, Mantener el disco de pape! de
filtro contra el agar mientras se climina la solucién de glicerol. Verificar
que no haya presencia de burbujas de aire.

Dejar sccar veinticuatro horas o acelerar el proceso con la ayuda de
un secador de aire, mantenicndo 1a distancia que permita no sobrepaa:tr
los 45°C a 50° C al nivel de la placa.

Cuande la placa esté perfectamente seca, recubrirta con agua durante
algunos miinutos para permitir que el papel de filtro se despegue
progresivamente, Una vez.despegado retirarlo con unas pmzas
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Tcmr durantc quince minutos, con Ia solucion de tincién 23(b)3 5.

Lavar, durante unos minutos cada vez, tres 0 cuatro veces, con la
solucién de Acido Acético al 2% [23(b)3.4] para eliminar el fondo. )

Enjuagar durante cinco minutos en la solucién acénca de glicerol
[23(b)3 6]. Vaciar y dejar secar.

"23(b)4.5  Lectura de los resultados. . -

Medir los didmetros de los halos con la ayuda de un doble decnmetro
- graduado al medio milimetro. o mejor con-una lupa -equipada con
* micrémetro o con un relroproyector

23(h)5 Imerprelacxon de resultadas. ’
23(b)s.1 “Curva de calibrado.

~ Enun papel mll:metrado trazar.la curva, llevando en ordenadas los™
didmetros de [os halos obtemdos con la§ mezclas preparadas para la
" curva patron y en abscisas las raices cuadradas de las concentraciones en
ieche de vaca.

23(b)5.2 Detcrrmnacmn del porcema_le de leche de vaca en ]a
. muestra.

Llevar sobre la curva de calibrado el chametro medido para la
- muestra. Elevér al cuadrado el dato obtcmdo para expresar el rcsultado
- en porcentaje de leche de vaca. . L

23(b)5 3 Limite de deteccidn,

_La tecmca descrita permite dctectar un l% dc leche de vaca en leche
:de oveja 0 en’ ‘leche de cabra. - - .

23(b)6 Observaciones

. 23(b)6.1 Una reaceién ncgauva debe obhgatonameme ser confir-
. mada por la técnica electroforética de las caseinas (21: Deteccmn de leche
de vaca en mezclas con leche de oveja y cabra). .

23(b)6.2  En €l caso de.una reaccidn positiva, setendra en cuenta
que ¢l resultado obtenidod puede ser inferior al valor real, dado el efecto
de un tratamiento térmico efectuado en condiciones de temperatura y/o
de nempo superiores a los fij jados en. 23(b)

23(b)7 Referenaa - . :
23(b))7 .1 Journal Officiel de la Repubhque Francalsc {1 dc junio

24(a) DETERMINACION o© LECHE DE CABRA EN LECHE DE OVEJA
. (METODO ELEC‘I‘ROFORE’I’ICO)

24(a) 1 Prmcrpro

. La fraccion sérica de la muestra se extrae por adu:lon de soluc:on
tampén a pH 4,6 y posterior centrifugacién. .
Las proteinas de suero son scparadas por clectroforesns en gel de
polaacnlamlda a pH83 -
La B lactoglobulina de leche de cabra presenta una ‘menor movilitlad
tc:llcclroforenqa que fa @ Iactoaibumma y la B lactoglobulma de la leche
e oveja

| 24(2)2 Material y apazatos.
24(a).2.1 Material de uso corriente en !aboratono
24(a).2.2 Microjeringa.
24(a).2.3 pH metro.
24a).2.4 Centrifuga,
24(a).2.5 Equipo de electroforesis.
- 24(a).2.6 Fuentc de alimentacion.
24(a}.2.7 Densitometro.
24(a).3 ° Reactivos. - -
24(a).3.1, Reactivos para la obtencidn de la fraccion sérica:

24(a).3.1.1  Solucion de Acido Acético al 10 por 100.
- 24(a).3.1.2  Solucion de Acetate Sodico IN.

24{a).3.2 Rcactivos para la electroforesis.
~24(a). 321 Tampon de los geles pH §,9:

- - Trishidroximetil aminometano: 46 | z
- Acido Clorhidrico concentrado: 4 ml.
- Agua destilada: Hasta 1.000 ml.

24{3) 3.2.2 Solucién de Acrilamida B:sacnlamlda

 (T=94%; C= 42)

- Acrilamida: 9 g.
- N N* Metilenbisacrilamida: 0,4 g.
- Tampén de los geles: 100 ml.

~

24(a).3.2.3 Tampén de los eléctrodos pH 8,3

- Tnshldroxxmctll aminometano: 1,2 g,
- Glicina: 5,8 g
- Agua desnlada ‘Hasta 2.000 ml.

24(a).3.2.4 Solucién de Persulfato amonico al 10% (este reactivo
debe preprarse cada semana).

24(a).3.2.5 NNN'N’ Tetrametiletilendiamina (TEMED).

24(a).3.2.6 Solucién de azul de bromofenol al 1/4.000.

24(2).3.2.7 Solucién de Glicerol al 40%.

24(a).3.3 Reactivos para la tincién: -
24(2).3.3.1  Tincién con Azul-Coomassie R-250
. 24(a).3.3.1.1 Solucionfijadora: -

- Acido Sulfosalicilico: 17,3 g. _
- Acido Tricloroacético: 57,5 g.
- Agua destilada: Hasta 500 mi.

24(a).3.3.1.2 Solucién deccr]orante

- Etanol: 500 ml ) ST
- Acido Acético glacial: 160 mi.
- Agua destilada; Hasta 2.000 ml.

24(4).3.3.1.3 * Solucion de tincidn: -

- Azul Coomassie Brillante R-250; 0,46 g
- Solucmn decolorame [24(a).3.3.l.2] 400 mil.

- 24(a) 332 Tincién con Azul Coomass;e G-250:
24(a).3.3. 2.1 Solucién umca de fijacion y tincién:

~ ~ Azul Coomassi¢ G- 250‘ ig L o '
- Agua destilada: 500 ml. L )
- Solucion de Acido Sulfiirico 2N: 500 ml. .
- Solucién de Hidrdxido Potdsico 10N..

"= Acido Tricoloracético. .

Disolver el azul de Coomassie (3-250 en agua destilada y afiadir la
solucién de Acido Sulfirico 2 N. Mezclar bien agitando durante una
hora y filtrar por papel Whatman nimero 1. Medir el volumen de
filtrado y ahadi 1/9 de este volumen de la solucién de hidréxido
potisico 10 N. Afadir Acido Tricloroacético a esta disolucion hasta que
la concentracion final sea del 12%. Esta solucién de tefiido es estable -
durante varios meses si ¢l pH se mantieng por debajo de 1. Se puede

utilizar varias veces pero es conveniente filtrarla antes de cada uso.

© 24(a)4 Pracedlm:emo
24(a)4.1 Obtencion de fa fraccién soluble pH 4,6. )
Afadir a 10.ml de leche, 5 ml de solucion de Acido Acético al 10%
[24(a).3.1.1] ¥ 5 ml de solucion de Acetato Sédico IN [24(a).3.1.2], -
mezclar ¥y co 6;:n’obar c¢on pH metro que el pH de la mezcla es
cxactamente 4,6. Centriguar a 3.000 r.p.m, dirante 10 minutos y fiitrar
¢l sobrenadante a. través de un papel de filtra de velocidad medta
24(a).4.2 Preparacion de la cufva patrén,

Preparar patrones guros de leche de oveja ‘y de leche de cabra v
mezclas de leche te cabra en leche de oveja en concentraciones del 5%,

10% y 20%. La leche utilizada para ia preparacidn de estos patrones -

podrd ser cruda o pasterizada, ¢n este Gltimo caso la leche deberd ser
pasteriznda a una temperatura mdxima de 74°C durante un tiempo
maximo - 30 segundos,

- La fraccién soluble de los patroncs se obtiene siguiendo el procedi-

micnto descrito en 24(a).4.1. |

24(a).4.3' lnniediatameme antes de su aplicacic‘)ﬁ enel gel mezclar:

- | Volumen de Ia fraccion soluble obtenida segin 24(a).4.1.

- 1 Volumen de solucidn de glicerol al 40% [24(a).3.2.7].

- ih Volumen- de solucion Azul de Bromofenol al l/l 000
{24(a).3.2.6]. .

24(a).4.4 Preparacion del Gel de Poliacrilamida.

.Preparar €Tgel laminar de espesor comprendido entre 0,5 mm y
1 mn. Para 50 ml de la solucién de acrilamida-bisacrilamida, afadir 0.5
mi de solugién de persulfato amanico al 10% [24(a).3.2.4], desairear en
un Kitasalo mediante vacio y anair como agente pollmerlzame 50ul de
TEMED [24(a),3.2.5]. . i )

24(a) 4.5 Electroforesis.

Colocar el gel en el aparato de electroforesis y Ilenar !as cdmaras de
los electrodos con el tampén pH 8.3 [24(a).3. g

Aplicar con microjeringa en cada uno de los poctl]os del gel un
volumen comprendido entre- 10 ul y 20 ul de las soluciones obtenidas
scgun 24{3.) 4.3, tanto de la muestra como de los patrones. .
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La clectiroforesis se realiza a 60 mA (220'V} dejando correr el frente
hasta que la linea de azul de bromofcnol esté a 0.5 ml del extremo
- inferior del gel. La duracion es aproximadamente de tres horas.

24(a)4.6 Métodos de tincion.

24(a)4.6.1 Tincidn con azul Coomassie R-250:

Una vez completada la electroforesis, introducir et gel sucesivamente
en:
.2 La solucion fijadora 24(a).3.3.1.1: Una hora.
. La solucién decoloranie 24(a).3.3.1.2: Diez minutos.

3.2 La solucién de tincién 24(a).3.3.1.3: Doce horas.

4° La solucidn decoloranie 24(a)3.3.1.2, que se renovard con
frecuencia. hasta eliminar el fondo.

—

24(a).4.6.2 Tincién con azul Coomassie G-250.

Una vez completada la electroforesis, introducir el gel sucesivamente
[ HE

£.° La solucion de fijacion/tincion 24(a)3,3.2.1; Doce horas.

2. Agua dcmlad_a, que sc renovara con frecuencia: Una hora.
24{a)s.
24{a)5.1 ldentificacidn de las bandas.

En el diagrama sé.observa ¢l orden de las bandas de las protelnas dc
menor 2 mayor movilidad electroforeuca enla leche de cabra yenla
leche de oveja.

Inrerprcm:c"idn de resuftados.

Sl

Diagrltrﬁa clectrofordtice de las pro- ’
* 1cinas ¢e suero. 1) Leche de cabra,
2} Leche de oveja

t A) Scroalbimina (BSA).
B) § Lacloglobulina de cabra. | .
Clua Laclonl'bumma (cubm ¥

ja).
-~ D) ﬂ uaoglobuhna de oveja.

24(a)5 2 Dcnsnomema

Medir la intensidad de las bandas con densitémetro a una longitud
de onda de 560 nm si se utiliza Coomassie R-250 en la tmc16n y de
600 nm si se utlhza el método del Coomassu: Gi- 250 - .

24(a)5 3 Cuamificacién.-

Comao se puede observar. enel diagrama, la B lacloglobulma de leche
de cabra presenta una menor movilidad eléctroforética que la a

lactoalbumina y la § lactoglobulina de oveja. Al aumentar ¢l porcenlajc 1

de leche de cabra presenie en la muestra, aumenta la intensidad de fa
banda correspondiente a la F lactogobulina de la leche de cabra 'y, por
tanto, aumenta la alira del pico obtenido en el densitograma,

Medu la altura del pico de la B lactoglobulina de leche de cabra y det
pico de la seroalbumina (BSA). A partir de tos datos obienidos pam los
patrones resulta Ia recta de regresién y = ax + b, donde .

: : aitura f g cabra S L
YO T simra BSA S
X = Porcemaje de leche de cabra

"El porcentaje de leche de cabra en la muesira se delcrmma
- sustituyendo en la recta de regresion calculada con los patrones, el valor

altura f ig cabra
BSA

obtenido para la muestra.

24(a)6  Expresicn de resultados,

Expresar ¢l conlemdo en leche de cabra segun los s;gulenlcs
intervalos:

- Menor del 5 por 100> ‘ ~
- Entre el 5 y el 10 por 100.

- Entre el 10y el 20 por 100.

— Mayor def 20 por 100,

Siendo el limite de deteccion pracllco del 2 por 130 de leche de cabra
en leche de oveja, .

24{ay? Referencras

24(a)7.1 Ramos \M.; Judrez. M. (1986) «Chromamgraphm elec-
trophoretic and immunological methads for detecting mixiures of milks
from different speciesy. -
"~ 24(a)7.2 - Amigo, L.; Samamaria, G.; Gonzilez del Llano, D
Ramos, M, (1986): «I’olyacrllamldc gel clcctrophorcsas of whey proteins
in cheeses mede from milk of different species. Milk the vital forcen, XI1

-!nlm nat. Dairy Congress, The Hague, 152

24(a)7.3 Amngo L. Calvo;, M.; Ramos, M. (1987). «Quantitative
determination cow's milk in goat’s "and ewe's milk by PAGE using 2
intcrnal standardw. 11 Congieso Mundial de Tecnologia de Alimentos,
Barcclona, 151,
. 24(a)7.4 Calvo, M, M.; Amipo, L.; OIanoA Martin, P. J.; Ramos,
M. (1989): «Effcet of thermal treaiments on the dctgrmmanon of bovine

-1 milk added 1o ovine or caprine milk». Food Chemistry 32 (99-108).

24(n) DETERM[NACION DE LECHE DE CABRA EN LECHE DE OVEJA
(METODO INMUNOLOGICG)

24(b)l  Principio.

El método esri basado en ]a prcc'apnac:on de las inmunoglobulinas
‘de 1a leche de cabra por la accion de un antisuero especifico.

La muestra es depositada en los pocillos practicados en una capa de
agar que contiene el antisuero especifico de la leche de cabra,
- Cuando la muesira contiene leche de cabra sé produce una reaccidon
aque se observa en forma de halo alrededor del pocilio donde se habia
depositado dicha mucstra. El didmetro de este halo es proporc;onal ala

concentracién de Jeche de cabra.

El mélodo es aplicable a la leche cruda 0 paslenzada 2 una
‘ternperatura maxima de 74° C durante un tiempo méximo de treinta

" scgundos, fresca o conservada mediante congelamén o adlcwn de

dlcromalo ‘potdsico.

: 24(b)2 Mazenal y apmmos.

.24(b)2.1 Material de uso comeme en laboratono

24(b)2.2  Centrifuga.

24(b)2.3 Microjeringa.

24(b)2.4 . Placas Petn prcparadas con agar conteniendo ¢l antisuero
especifico de leche de cabra. En la capa de agar.se han practlcado 10
pocxllos cilindricos. . ’

24(b)2.5 . Estufa regulada a 37" C. R

24(b)2.6 Agitador magnético o equivalente.

24(b)2.7 Dispositivo de lectura: Lupz equipada con micrémetro o
un retroproyector, En su defeclo se puede utilizar un doble decimetro
graduado al medlo mlllmctro .

24(1)3 Reacuvas

24(b)3.1 Cuaio de titulo 17/10.008,
24(b)3.2 Solucién de cloruro sédico a 9/1.000.
24(b)3.3 Solucién acuosa de glicerol al 5% (V/V). -

~ . 24(b)3.4 Solucion acuosa de deido acenco al 2% (V/V)

24(b)3.5 Solucién dc tincion:
" — Negro amide: | g

- .Solucion acuosa de acido acéticoal 2% (V/V); 1 OOO ml {24(b)3 4]
-,24(b)3 6 Solucidon aceuca de glicerol: -

- Gticerol: § mi. e
- Acido Acético glacna! 2 ml )
~ Agua destilada: Hasta 100 mi. .-

24(b)¥4  Procedimiento. -
24{b)4.1 - Obiéncidon de la fraccién sérica.

Anadir a 10 ml de leche, una gota de cuajo dc titulo 1/10000
[24(b)3.1], mezclar, incubar g 37°C durante cinco a diez minutos y
centrifugar a 3.000 r.p.m. durame diez minutos. Tomar con cuidado ¢l

lactosuero evitando arraslrar materia grasa. |

24(b)4.2 Prcparacmn de la curva patron.

Preparar mezclas de leche de cabra en leche de oveja en concentra-
ciones del 2%, 5%, 10% y 20%. -

La fraccién sérica de los patrones s¢ obtiene siguiendo el procedi-
micnto descmo en 24(b)4.1.

24(b)4.3 Inmunodifusién.

Depositar con la avuda de una mlcrcucrmgn 10 pl de la fraccnon
sérica preparada segun 24(b)4.1 dc cada voo de los patrones v de la ]
muestra 3 analizar en Jos pocillos de una-misma placa. Dejar difundir 5
de doce a veinticuatro horas a 37°C en una cdmara humeda (estufa
hermiética regulada & 37° C en cuyo fondo se coloca un phcgo de papei
de filtro humedecido con agua).
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7 24(b)4.4 - Tratamiento de la plaéa.

Lavar la placa dentro de la solucion de cloruro sédico al 9/1.000
[24(]3}3 2] bajo agitacion durante ocho a doce horas:

Licnar la- placa.con la solucién acuosa de glicerol al 5% V/V
[24(b)3 .3] ¥ mantenerla llena dicz midutos. Depositar en la superficie de
a solucion un disco de papel:de-filtro del mismo didmetro gue el de la
placa, dejdndglo deslizar hasta ¢l fondo. Mantener el disco de papel de
filtro contra & agar mientras s¢ elimina la solucidn de glicerol. Verificar
que _no haya presencia de burbujas de aire.

"Dejar secar veinticuatro horas o acelerar el proceso con la ayuda de
un sccador de aire, manteniendo la distancia que permna no sobrepasar
Jos 45°C a 50° C at nivel de la placa.

Cuando la placa esté perfectamente seca, recubnrla con agua durante
algunos minutos para permitir que el papel de filtro se despegue
progresivamente. Unga vez despegado retirarlo con unas pinzas.

chir, durante quince. minutos, con la solucidn de tincidn 24(b)3.5.

Lavar,-durante unos minutos cada vez, tres o cuatro veces, con la
solucién de Acido Acético al 2% [24(b)3.4] para eliminar el fondo.

Enjuagar durante cinco minutos en la solucnérr acética de glicerol |
[24(b)3 6]. Vaciar y dejar secar.

24(b)}4.5 Lectura de los. resultados

Medir los didmetros de’los halos con, la ayuda de un doble decimetro
graduado- al medio milimetro o mejor con-una lupa equlpada con
mncromctro '©0 ¢on un retroproyector.

" 24(b)5 !m('rpretacrdn de los resultados. .o
-24(b)5.1 Curva de calibrado. :

En un papel milimetrado trazar la curva, llcvando en crdenadas los
didimetros de los halos obtenidos con las mezclas preparadas para la-
curva patrén y en abscisas las raices cuadradas-de las concentracmnes en
Ieche de cabra. .

24{b)5.2 Dctermmacnén del porccnta;e de Ieche dc abra en la
muestra.

Llevar sobre la curva de cahbrado el dlémelro rned[do para la
‘muestra, Elevar al cuadrado et dato obtenido para expresar el resullado

i . en porcentaje de leche de cabra.

. 24{b)5.3 Limite de detéccion, - - :. —'-'¥f—~--

. fLa técnica descma permne deteclar un 1% de leche de cabra en leche.
de oveja. _ STl o -

24(b)6 Observaciones.

24{b)6.1  Una, reaccién. negativa debe oblagalonamemc ser conﬁr-
mada por la técnica electroforética de las proteinas del sucro [24(a).
Delglrmmac:on de leche de cabra en leche de 0ve_1a (Método Electroforé—
tico

24(b)6.2  En el caso de una reaccion posmva, se tendra en cuenta
que et resultade obtenido puede ser inferior al valor real, dado el efecto
de un trataminto térmico efectuado en condiciones de 1emperatura y/o

~de tiempo superiores a los fijados en 24(b)l .

24(b)7 _ Referencia. T . t
© y diluir a 1.000 ml con agua En ¢l momento de su empleo dilnir 5 ml

Journa} Officiel de i‘q Republique anc_-a_ie_ 4 umo de 1973)

10. Bxtzir0i0N pE LA GRASA EN MANTEQUILLA

W01 Principio, - oo
Scparacion de las f‘ases acuosa y grasa mediante fusién, decantacidn
y [itracion. ) ) -
10.2 -Material y aparatos. T

10.2.1 Estufa de desecacidn.

10.3  Procedimiento.

Tomar aproximadamente 50 g de la muestra de mamequllla en una
cipsula de porcelana e iniroduciria en una estufa de desecacidén a una
temperatura entre 45° C y 50° C hasta separacion de las fases acuosa y
grasa. Separar la capa grasa por decantacién y filtrar a través de papel
de filtro seco, evnandg; que pase la fase acuosa, mamemcndo una
temperatura de unos 40° C.

) 10.4 Rejbrencras
1. Norma Internacional FIL-IDF 32 1965,

7. NITRATOS Y NITRITO_S EN QUESOS

1.1 Principio.

Tratamiento de la muesira con agua cahenle, precipilacion de la
grnsa y proteina y ﬁhrac:on

-clorh:dnco concentrado (d = 1,19
.Después de mezclar afadir 140 ml de solucién de amoniaco at 25%

Reducc:on en una porcion del filtrado del nitrato a nitrito, por medio
de una columna de cadmio.,

Desarrollo de una reaccidn coloreada en alicuotas del filtrado no
rcducu:la, por adicién de sulfanilamida y cloruro de N-1 naftiletilendia-
mina, Medicién de la absorbancia de Ia solucién obtenida a 538 nm.

72 Matenai ¥ aparatos.

7.2.1 Aparato apropiado para triturar la muestra.
4’602 .2 2 Mezciador-homogeneizador con recnplente de vidrio de 250

Yy
7.2.3 Papel de filtro de poro medw, de 15 cm de diametro, exento
de mtratos ¥ nitritos.
. 124 Columna de reduccion similar a la de la figura.’

7.2.5 Colorimetro fotoeléctrico o espectrofotdmetro que permita
lecluras a una longitud de onda de 538 nm.

" 1.3 _Reactivos.

-.7.31 Grénulos de cadmio de d:ametrd aproxlmado 03a 08 mm.

- 1.3.2  Solucién de sulfato de cobre (II). Disolver 20 g de sulfato de
cobre (lI) pentahidratado en agua 9y diluir a 1.000 ml

3.3 " Solucion tampér -pH 9,6 a 9.7. Diluir 50 ml de 4cido

ml) con 600 ml de agua destilada.

{p/p). Diluir 2 1,000 ml con agua y mezclar. . -
- Ajustar el pH a 9,6-9,7 si es necesario.
7.3.4 Acido clorhidrico 2 N. Diluir 160 ml de écuio ClOI’hldl‘lCO
cancemrado {d = L19 g/mla L 000 ml con agua.
- 1.3.5 Acdo clorhldnco 0,1 N. Diluir 50 m] de la solucmn 73.4a
“1.000 ml con agua.
: 1.3.6 Soiucnén de sulfato de zinc. Dlsolver 53,5gde sulfato de zinc
Zn504 7H50) en agua y diluir a 100 mi
Szolucmn de ferrocianuro potisico. “Disolver 17,28 de ferrocia- -
nuro fotésnco (K4Fe {CNJ.3H,0) en agua y diluir a 100 mi. ¢
Solucion EDTA. Disolver 33 5 g de EDTA (Naa Cip Hyjs N3

' Og 2H10) en agua y diluir a-1.000 ml,

- Solucién de dcido tlorhidrico (Sol.I). Dﬂull‘ 540 ml de dcido
clorhtdnco concentrado (d = 1,19 g/ml) a 1.000 ml con agua.

7.3.10 Solucion de sulfanilamida (SoLII). Disolver, calentando en
baﬂo de agua 0,5 g de sulfamlamlda {NH; Cs Hy SO; NH;) en una
mezcla de 75 ml de agua y 5§ ml de icido clorhidrico concentrado
{d = 1,19 g/ml). Enfriar a tempcratura ambtente y diluir a 100 ml con
agua. Filtrar si es necesario

7.3.11 Solucién de naftiletilendiamina Sol 111), Disolver 0,1 g de
cloruro de N1 nafiilendiamina (Cio,Hy NHCH. NH;. 2HCL) en agua.
‘Dituir a 100 ml con agua. Filtrar si es necesario. :

Esta solucion se puede conservar hasta una semana en refngcrador_
¢n un recipiente oscuro bien cerrado. :

7.3.12 Solucién patrén de nitrato de: sodio. Disolver en agua
0,150 g de nitrito-de sodio des¢cado a peso constante a 110-120 °C,
diluir a 1.000 ml con agua y mezciar,

diluir 10 ml de esta solucién con 20 ml de solucion t3msde (7.3.3) v

“diluira 1. 000 ml con agua. 1 ml de ests sotuman final ¢ comlene 1, 00 g

‘de NO».
7 3 l3 q“'ucufm patron de nitrato de potasio. Disolver en agua
.,-wo B de nitrato de- potasio desecado a peso constante.a 110-120 °C

de la solucion tampdn (7.3.3)} y diluir a 1.000 ml con agua. 1 mi de esta
sotucidn final contiene 4,5 g de NO,.

7.4 Procedimiento.
7 4.1 Preparacion de la columna de cadmio,

© 74.1.1  Llevar los granuios de cadmio (aproxlmadamente 40-60 g
para <ada columna) a un erlenme _){er de 250 ml. Asnadir suficiente
soliacién de dcido clorhidrico 2 N { 34 para cubnr el ¢admio. Agitar -
durante unos minutos..

Dccantar [a solucién y lavar el cadmlo en el matraz con agua hasta

" que esté libre de cloruros.

Anadir 1a soldcién de sulfato de cobrc (In (aprommadameme 25 ml

_por g de cadmio) y agitar durante un minuto.

Decantar la solucién y lavar el cadmio cuprizado inmediatamente
con agua, teniendo cuidado de que el cadmio esté cubierto con agua en
todo momenTd Terminar et Javado cuando el agua esté exenta de cobre
pmcnpllado - B

7.4.1.2 " Llenar la columna con agua (ver fi gura) y llevar ¢l cadmio
cuprizado a la misma, con la minima exposicién al aire. La altura del
cadmio debe ser de 15 a 20 centimetros. Se debe evitar que queden
atrapadas burbujas de atre entre los grinulos de cadmio y que el nivel

.del Ilquldo quede por debajo de la parte superior del cadmio.

7.4.1.3 Acondicionar la columna haciendo pasar una mezcla de
750 ml de agua, 225 m} de solucién patrén de nitrato de potasio
{7.3.1.2), 20 mi de solucién tampon (7.3.3) y 20 ‘mt de solucién EDTA
(7.3.8) a un flujo no superior a 6 ml/min.
Lavar la columna con 50 ml de agua,
74.2 Comprobacmn de la capac:dad de reduccion de la columna.

n ¢l momento de su emnlen .
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7.4.2.1 Pipetear 20 mi de solucion patrén de nitrato de potasio
(7.3.1.2) y Hevarlos al deposito superior de la columna. Afadir inmedia-
1amente 5 ml de solucién tampén (7.3.3). Eluir a un fiujo no superior
a2 6 ml/min y recoger ¢! eluido en un matraz aforado de 100 ml. Cuando
¢l depésito se ha vaciado casi complelamente, lavar las paredes del
mismo con 15 ml de agua y repetir esta operacién con otros 15 mi de
agua, Cuando esta segunda porcion de agua ha pasado a !a columna,
llenar completamente ¢l depdsito con agua y eluir con la maxima
velocidad de flujo posible. o . .

Cuando se havan recogido casi 100 ml retirar el matraz, completar
hasta el aforo y mezclar bien. ~

7.4.2.2 Pipetear 10 m! dei eluido a un matraz aforado de 100 ml
Anadir agua hasta un volumen aproximado de 60 mi y proceder de la
forma especificada en (7.4.8).

Si la concentracién de nitrito en el eluido determinada a partir de la
curva de calibracion (7.4.9) esti por debajo de 0,63 g de NO; por ml (95
por 100 del valor tedrico), se debe degenerar la columnpa, 100 por 100
del rendimiento corresponde a 0,66 g de nitritos por ml.

7.4.3 Regeneracion de la columna: La columna. se debe regenerar
cada dia después de su empleo, o mds frecuentemente si se observa una
pérdida de eficacia, de la siguiente manera: Adadir 5 ml de la solucién
EDTA (7.3.8) ¥y 2 ml de icido clorhidrico 0,1 N {7.3.5) a 100 ml de
agua. Pasar la mezcia a través de la colurnmna a un flujo aproximado de
10 ml/min. Cuando el depésito se ha vaciado, lavar la columna con
agua, solucion de HCI 0,1 N v agua sucesivamente.

Si 1a columna no muestra todavia una eficacia satisfactoria, repetir

el procedimiento especificado en 7.4.1.3.

Preparacion de la muestra; Antes del andlisis quitar la corteza
o la capa superficial, de modo que se obtenga una muestra representa-
tiva del queso tal y como se consume habitualmente. Triturar {a mucstra
con un triturador u otro aparato apropiado y mezclar cuidadosamente,
evitando las pérdidas por evaporacisn.

La muestra asi preparada s¢ conservara en un recipiente cerrado
hasta el momento del andlisis, que se realizard tan pronto como sea
posible. Si el retraso es inevitable se deben tomar todas las precauciones
para- asegurar la conservacion de la muesira y para prevenr la
condensacién de humedad en la superficie interior del recipiente. -

7.4.5" Extraccién y:desproteinizacion: Pesar con precision de ! mg,
10 g de muestra y llevarlos al recipiente de vidno del mezclador-

homogeneizador. Afadir gradualmente 164 ml de agua a 50-35°C.

Mezclar hasta que el queso esté bien suspendido. Afadir en el sipuiente
orden: 6 ml de solucidn de sulfalo de zinc (7.3.6), 6 ml de solucion de
ferrocianuro potésico (7.3.7) y 20 ml de solucion tampén (7.3.3) a la
suspensién de queso, agitando cuidadosamente después de cada adicion.

Después de tres minutos filtrar a través del papel de filiro, recogiendo .

¢l filtrado en un erlenmeyer de 250 ml. .

Es necesario obtener un filtrado transparente. Por esta razdn, en
algunos quesos puede ser necesario afadir una cantidad mayor de
reactivos de precipitacion, disminuyendo en este caso la cantidad de
agua en la misma proporcién, - ’ s

7.4.6 Reduccién de nitrato a nitrito: Pipetear 20 ml del filtrado
obtenido & £l avartado anterior y operar de ia misma forma que en el

e S

apartado (7.4.2.1).
7.4

Preparacién de Ja solucién para 13 dater _mingt_:it;m de nitritoen
la muestra: Pipetear 20 m! del filtrado de! apartado 7.4.5 &0 un matraz.

aforado de 100 mi"y completar con agua. Mezclar bien. .
7.4.8 Determinacion colorimétrica: Pipetear alicuotas iguales

dependiendo del contenido probable en nitritos, de la solution 7.4.7 y.
del eluido del apartado 7.4.6 en matraces aforados de 100 ml. ‘Anadir

agua hasta un volumen aproximado de 60 ml. Afiadir 5 m! de solucién
F(7.49) y 5 ml de la solucién 1I (7.3.10). Mezclar cuidadosamente v
dejar reposar la solucion durante cinco minutos 8 temperatura ambiente

protegiéndola de la luz solar directa, -
Anadir 2 ml de solucién IIL. Mezclar cuidadosamente y deiiar reposar .

cinco minulos a temperatura ambiente al abrigo de la Juz solar directa.

- Completar hasta 100 ml con agua y mezclar bien. Medir en el plazo de

quince minutos la absorbancia de la solucion frente al ensayo en blanco
(7.4.10) a una longitud de onda de 538 nm. - )

7.4.9 Curva de calibracién: Pipetear 0,2, 4, 6,8, 10, 12, 16 y 20 m}
de la solucién patrén de nitrito de sodio (7.3.11.) en matraces aforados

de 100 ml. Afiadir agua hasta un volumen aproximado de 60 mi.
Llevar a cabo el procedimiento descrito en (7.4.8). Representar las
absorbancias obtenidas frente a las concentraciones de nitrito, en
microgramos por milifitro. '

7.4.10 Ensayo en blanco: Llevar a cabo un ensayo en blanco usando
todos los reactivos, pero sustituyendo los 10 g de muestra por 4 ml de
agua. L ‘

7.5 Cdlculo.
7.5.1 Contenido en nitritos:
Contenido en NO, (mg/Kg) = 100000 x ¢,
i mxV

Siendo: ~ \

m = Peso en gramos de la muestra, .

¢, = Concentracién en microgramos de NO, por mi, obienidos a
partir de la curva de calibracidn, correspondiente.a la absorban-
cia de la solucion oblenida usando el filtrado diluide (7.4.7).

Vv = Volumen en mi de la alicuota tomada en {7.4.8) sobre el filtrado
diluido (7.4.7). -

7.5.2 Conienido en nitrato;
. 100.000 x c; x 1 i
Contentido en NOj (mg/Kgy= 1,33 e~ NO
: mxV 2
Siendo: . -
m = Peso en gramos de la muestra. )
¢, = Concentracién en microgramos de NO; por ml, obtenidos a
~  partir de la curva de calibracion. correspondicente a la absorban-
cia de la solucién obtenida del eluido de la columna. X
V = Volumen en ml de Ia alicuota tomada del eluido.
r = 100/rendimicnto de la columna.

7.6 Referencias. o :
I. Norma Internacional L FIL-IDF 84 A: 1984, -

8. DETERMINACION DE LECHE DE VACA EN QUESO DE OVEIA O DE
: CABRA {METODO ELECTROFORETICO) ’

8.1 Principio.

La fraccion sérica de la muestra se extrae por adicion de solucion
tampon a pH 4,6 y posierior centrifugacion. —

Las proleinas de sucro son separadas por electroforesis-en gel de
pohiacrilamida a pH 8.3.

Las [ lactoglobulinas “de leche de vaca presentan una. mayor
movilidad clectroforética de Jas a lactoalbaminas y las § lactoglobulinas
de la leche de oveja y de la leche de cabra. .

El método es aplicable a la leche cruda o pasterizada a una
temperatura maxima de 90°C, durante treinta segundos, fresca o
conscrvada mediante congelacion o adicién de dicromato potdsico.

8.2 Material y aparatos.

| "Marerial de uso corriente en laboratorio. -
2 Microjeringa. : . :
3 pH metro.

4 Centrifuga. - -

5 Equipo de electroforesis.

6 Fuente de alimentacion.

7 Densiiémetro. ’

" 8.3.1.1 Solucién de acido acgtico at 10 por 100.
8.3.1.2 Solucién de acetato sédico | N, -

8.3.2 Reactivos para la clectroforesis.

8321 Tampoi &¢ los geles pH 8,9.

- Trishidroximetil aminometano: 40

- Acido clorhidrico concentrado: 4 ml.

- Agua destilada: Hasta 1.000 ml. 7 L
c 82%)2 Solucion de acrilamida bisacrilamida (T = 9,4 por 100,
- Acritamida: 9 g ) . . . . -
- N N’ metilenbisacrilamida: 0.4 g.
~ Tampon de los geles: 100 ml.

8.3.2.3 Tamp6n de los electrodos pH 8,3.
i
- Trisidroximetil aminometano: 1,28

- Glicina;: 58 g. . -

- Agua destilada: Hasta 2.000 ml. .

8.3.24 Solucion de persulfate amonico al 10 por 100 (este reactivo
debe prepararse cada semana). o

8.3.2.5 NNN'N' tetrametiletilendiamina (TEMED).

8.3.2.6 Solucidn de azul de bromofenol al 1/1.000.

8.3.2.7 Solucidn de glicerel at 40 por 100,

8.3.3 Reactivos para la tincion,
8.3.3.1 Tincién con azul coomassiec R-250.
8.3.3.1.1 Solucién fijadora.

- Acido sulfosalicilico: 17,3 g.
- Acido tricloroacético: 57,5 g.
— Agua destilada: Hasta 500 ml
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8.3.3.1.2 Solucion decolorante.

. = Etanol: 500 mi.
- Acido acético glacial: 160 mi.-
- Agua destilada: Hasta 2.000 ml.

8.3.3.1.3 Solucion de tincién.

- Azui coomassie brillante R-25(: 0,46 g.
- Solucion decolorante (8.3.3.1.2): 400 mL

8.3.3.2° Tincién con azul coomassie G-250.
8.3.3.2.1" Solucidn inica dé fijacién y tincién.

= Azu! coomassie G-250; | g

- Agua destilada: 500 ml.

- ‘Solucion de acido sulfirico 2 N: 500 ml,

- Solucion de hidréxido potdsico 10-N.
-~ Acido tricloroacético.

Disolver el azul de coomassie G-250 en agua destilada y anad!r la
solucién de dcido sulfiirico 2 N, Mezclar bien agitando durante una hora
y filtrar por papel Whatman numero 1. Medir ¢l voiumen de filtrado
afiadir 1/9 de este volumen de la solucién de hidréxido potdsico 10
Afadir dcido tricloroacético a esta disolucién hasta que la concentrac:on
final sea del' 12 por 100. Esta solucién de tedido es estable durznte varios
mcses si ¢l pH se mantiene por debajo de 1. Se puede wutilizar varias
veces pero es convcmente filtrarla antes de cada uso.

84 Pmced:m:emo
84.1" Obtencién de la fraccion soluble a pH 4,6

" Pesar 15 g de queso prcwamente triturado, afadir 5 ml'de solumén
de dcido acético.alt 10 por 100 (8.3.1.1) y § ml de solucion de .acetato
sidico } N (8.3.1.2), homogeneizar y comprobar con pH metro que el
pH de la-mezcla es exactamente 4,6. Centnfugar a 3.000 r.
diez minutos v fiitrar el sobrenadame a tmvés de un papel de fi ltro de
velocidad media, | ‘- :

84.2 Preparacion de Ia curva patrén LT .

Dependiendo del tipo de muestra que se desea analizar, paftir dc
patrones de guesos puros de oveja 0 de cabra y de vaca, asi como
patrones. de quesos de mezcla de vaca én oveja o de vaca en cabra, en
concentraciones del 5 por 100, 10 por 100y 20 por 100. La leche
utilizada para la fabricacion de-estos quesos patrén podrd ser ¢cruda o
pasteurizada, cn este ditimo caso la leche debers ser pasteurizada a una
.tcmpe&‘alura mixima de 74 °C durante un tlempo mdximo_de treinta
segundos

La fraccién soluble de los patmncs se obuene sagulendo el procedl-
miento descrito en §.4.1.

8.4.3 Inmcdiatamente antes de su aphcacnon en gel mezclar.

- Un volumen de 1a fraccién sotuble obtenida segiin §.4.1,
- Un volumen de la solucién de glicerol al 40 por 100 (8.3.2.7)."
. 3— M)edlo volumen de Ia soluc:on azul de bromofenol al 1/1 000

8.4.4 Preparacidon-del ge! de pollacnlamlda

Preparar ¢l gel laminar de espesor comprcnd:do entre 0,5 mm y 1

mm. Para 50 ml de la solucién de acnlamlda-blsacnlamlda. afadir 0,5

" mi de sclucién de persulfate amonico al’ 10 por 100 {8.3.2.4), desairear

en un kitasato mediante vacio y anadir. como agcntc pollmenzanlc
50 ml de TEMED (8.3.2.5).

8.4.5 " Electroforesis.

Colocar el gel en el aparato de electrofores:s y lienar las cimaras de
tos clectrodos con el tampon pH 8,3 (8.3.2.3).

Aplicar con microjeringa en cada uno de los pocillos del gel un
volumen comprendido entre 10 ul y 20 pl de las soluciones obtenidas
seglin 8.4.3, tanto de la muestra como de los patrones.

La clectoforesis se realiza a 60 mA (220 V) dejando correr el frente
hasta que la linca del azul de bromofenol esté a 0,5 mm del extremo
inferior del gel. La duracién es aproximadamente de tres horas.

"8.4.6 Métodos de tincién.
8.4.6.1 Tincién con azui

Una vez completada la_electroforesis,
_metle en:

1.2 La solucién fijadora (8.3.3:

coomassie R-250.
introducir el gel sucesiva-

1): Una hora.

i.
2% La solucion decolorante (8.3.3.1.2): Diez minutos.
3.3 La solucion de tincion (8.3.1.3): Doce horas. _
4% La solucién decolorante (8.3.3.1.2), que se renovard con fre-

‘cucncia, hasta climinar el fondo. )
8.4.6.2 Tincién con azul coomassie G-250.

Una vez completada la electroforesis, introducir el gel sucesiva-
mcenle en: )

.m. durante' |

1.2 La solucién de fijacidn/tincién (8.3.3.2.1): Doce horas.
2.° Agua destilada, que se renovard con frecuencia: Una hora,

8.5 Interpretacion de resultados

.8.5.1 Identificacidn de las bandas

En el diagrama se observa el orden de las bandas de las proteinas de
mcnor a mayor movilidad electroforética en cada una de las especies:

+ F
— B
D
—_— C
R - B
A

- ! 2. 3

Di electrolorético de las proteinas de
sucre de:” dyleche de vaca, 2)Leche de

cabra, 3) Leche de oveja -

A) S:mnlbumnm {BSA).
B} * B Lactogiobulina de cabra. -
,.C) c Lactoalmimina (tabra y ove{u
D) o« Lacloalbdming de vaca y B tog.lo-
bulina de oveja
E) Laclo;lobulma B de vaca.
: } Lactoglobulina A de vaca.

8.5.2 Densitometria - - .

- Medir la intensidad de las bandas con dens:tometro a2 una longnud
de.onda de 560 nm si se utiliza coomassie R-250 en la tincién y de
600 nm si s¢ utiliza el método del coomassze G-250.° .

8.5, 3 Cuantificacion

Como se pusde observar en el diagrama, las g lactoglobuhnas AyB
en leche de vaca presentan una mayor movilidad electroforética que las
de las otras dos especies. Al aumentar el porcentaje de leche de vaca
presente en la muestra, aumenta la intensidad de las bandas correspon-
dientes a dichas iacloglobulmas ¥ por 1anto aumenta la altura de los
picos obtenidos en ¢l densitograma.-

Medir las alturas de los picos de las B lactuglobuhnas A J B de leche
de vaca y. del pico de 1a seroalblimina (BSA). A partir de los datos

obtenidus para los patrones, resulta la recta de regresion y = ax + b,

donde

“altura B 1g A +altura B 1g B
y altura BSA
x= Porcéntaje de leche de vaca.

__E! porcentaje de leche de vaca en la muestra se dctermma sustitu-
yendo en la recta de regresion calculada con los patrones, el valor

altura p Ig A + altura § 1g B
_ — BSA
obtenido para la muestra. -

8.6 Expresion de resulmdos‘

Expresar el conlemdo en leche de vaca segun los siguienies inter-
valos:

- Menor del 5 por {00. .
- Entre el 5 y el 10 por 100. : \
- Entre ef 10 y el 20 por 100. L

- Mayor del 20 por 100.

Siendo el limite de deteccion pracuco del 3 por 100 en leche de vaca,
cn queso de oveJa-o en queso de cabra. -

8.7 Referencias o : .
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horetic and |mmunologlcal methods for detecting mixtures of mllks
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Intcrnat. Dairy Congress, The Hague, 152

8.7.3 Amigo, L Calvo, M.; Ramos, M. (1987) «Quanmatlve
delermination cow's milk in goat s and ewe’s milk by PAGE using a
internal standardy. I Congreso Mundial de Tecnologia de Alimentos,
Barcelona, 151,

8.7.4 Calvo, M. M.: Amigo, L.; Gianm A Martin, P. I Ramos, M.
(1989): «Effect of thermal treatments on the deic "runatlon of bovine
milk added to ovine or caprme mitk». Food Chemistry 37 {$9-108}.



35050

AS

BOE nim. 260

9. DETERMINACION DE LECHE DE CABRA EN QUESO DE OVEJA
(METODO ELECTROFORETICO) o

9.1 Prircipio.

La fraccion sérica de la muestra sc extrae por adicion de solucién
lamipon a pH 4.6 y posterior centrifugacion.

Las proteinas de sucro son scparadas por electroforesis en gel de
potiacrilamida a pH §,3. ‘
~ La 8 lacioglobulina de leche de cabra presenta una menor movitidad
electroforética. que la a lactoalbimina y ja P lactoglobulina de la leche
de oveja.

- 9.2 Maerial y aparatos.

Material de uso corriente en laboratorio.
Microjeringa. .

pH mecire.

Centrifuga,

Equipo de electroforesis.

Fuente de alimentacion.

Densitometro.

D 0000000
W Risiviviaioie
~I O LA e s |

.3 . Reactivos.
9.3.1 Reactivos para la obtencién de la fraccion -sérica.

9.3.1.1 Solucidn de acido acético al 10 por 100.
9.3.1.2 Solucién de acetato sodico 1 N.

9.3.2 Reactivos para la electroforesis,
9.3.2.1 Tampén de los geles pH 8,9.

~ Trishidroximetil aminometano: 46 g.
- Acido clorhidrico concentrado: 4 ml.
- Agua destilada: Hasta 1.000 ml.

c 9.3j2.2 - Solucién de acrilamida disacrilamida (T = 9,4 por 100,
=4,2). - : i
- Acritamida: 9 g.

- N N' Metilenbisacrilamida: 0,4 g.
- Tampén de los geles: 100 ml.

9.3.2.3 Tampén de los electrodos pH 8,3.

.= Trishidroximetil aminometano; 1,2 g.
~ Glicina: 5,8 g.: o }
. — Agua destilada: Hasta 2.000 mi. : :

9.3.2.4 Solucién de persulfato aménico al 10 por 100 (este reactive
debe prepararse cada semana): . . .

9.3.2.5 NNN'N’ Tetrametiletilendiamina (TEMED).

9.3.2.6 Solucién de azul de bromofenel al 1/1.000.

9.3.2.7 Solucion de glicerol al 40 por 100. ‘

. -

9.3.3 Reactivos para la tincion;
9.3.3.1 Tincién con a;ul' coomassic R-250.
9.3.3.1.1 Solucién fijadora. :

- Acido sulfosalicilice: 17,3 g.
- Acido tricloroacético: 57,3 g.
- Agua destilada: Hasta 500 ml.

9.3.3.1.2  Solucion decolorante,

- Etanol: 500 ml. - R T
- Acido acético glacial: 160 ml. .
- Agua destilada: Hasta 2.000 ml.

9.3.3.1.3 Solucién de tincion,

- Azul coomassie brillante R-250: 0,46‘ g.
~ Solucién decaloranie (9.3.3.1.2): 400 mlL

9.3.3.2 Tincion con azul coomassie G-250. .
9.3.3.2.1 Solucién anica de fijacién y tincién.

- Azul coomassie G=250: | g

— Agua destilada: 500 ml.

— Solucién de dcido sulfirico 2N: 500 ml.
- Solucién de hidroxido potasico: 10 N.
- Acido tricloroacético. -

Disclver al azul de coomassie G-250 en agua destilada y anadir la
sotucidn del acido sulfirico 2N. Mezclar bien, agitando durante una
hora, y fHirar por papel Whatman namero [. Medir el volumen de
filtrado y aRadir 1/9 de este volumen de la solucién de hidsixico
patasico 10 N. Afiadir dcido tricloroacético a esta disolucisn hasta que
la concentracion final sea del 12 por 100. Esta solucion -de 1efido es
estable durante varios meses si el nH ¢ mantiene por debajo de 1. Se
puede utilizar varias vetZi pero es conveniente filtrarla antes de
cada uso. :
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9.4 Procedimiento.

9.4.1 Obtencion de la fraccion soluble a pH 4.6.

Pesar 15 g de queso previamenie triturado, afiadir § ml de solucicn
de dcido acético al 10 por 100 {9.3.1.1) ¥ 5 ml de solucion (9.3.1.2),
hiomogencizar y comprobar con pH metro que el pH de 1a mezcla es
exactamenic 4.6. Centrifugar a 3,000 r.p.m. durante diez minutos y
filtrar ¢l sobrante a través de un papel de filtro de velocidad media.

+-9.4.2 Prcparacion de la curva patron. )

Partir de patroncs de quesos puros de oveja’y de cabra, asi como de
patroncs de quesos de mezcla de cabra en oveja, en concentraciones del
5 por 100. 10 por 100 y 20 por 100. La leche uiilizada para la fabricacion
de esios quesos patrdn podra ser cruda o pasicrizada, en este altimo caso
la leche debera ser pasierizada a una icmperatura maxima de 74 °C
duranic un tiempo maximo de treinta segundos.

‘La fraccion soluble de los patrones se obtiene siguiendo el procedi-
micato descrito en 9.4.1. :

-8.4.3  Inmediatamente antes de su aplicacién en el gel mezclar.

- 1 volumen de la fraccion soluble obienida segin 9.4.1.
- 1 volumen de la solucién de glicerol al 40 por 100 (9.3.2.7).
© 3—7%/)2 volumen de’ la solucion azul de bromofenol al 1/1.000

9.4.4 Preparacion del gel de poliacrilamida.

Preparar ¢l gel laminar de espesor comprendido entre 0,5 mm y |
mm. Para 50 ml de la solucion de acrilamida-bisacrilamida, anadir
0.5 ml de solucion de persulfalc aménico al 10 por 100 (9.3.2.4),
desaircar en un Kitasato mediante vacio y afiadir como agente polimer:-
zante 50 1 de TEMED (5.3.2.5). T ] ) .

9.4.5. Electroforesis ' . 3

Colocar el gel cn el aparato de electroforesis y llenar las caimaras de
los ciectrodos con el tampén pH 8.3 (9.3.2.3). )
" Aplicar con microjeringa en cada uno de los pocillos del gel un
volumen comprendido enire 10 1 y 20 | de las soluciones obtenidas
scgun 5.4.3, tanto-de la muestra como de los patrones. )

La clectroforesis se realiza a 60 mA (220 V) dejando correr el frente
hasta que la linea de Azul de Bromofenol esté a 0,5 mm del extremo
inferior del gel. La duracién es aproximadamente de tres horas.

9.4.6° Métodos de tincién - -
" 9.4.6.1 Tincién con azul coomassie R-250
. Una vez completada 1z electroforesis, introducir el gel sucesiva-
mente en: ] oo ‘ '
1.% La solucién fijadora (9.3.3.1.
2.° La solucién decolorante (9.3.
.~ La solucion de tincidn (9.3.3
4.° La solucion decotorante (9.3
cuencia, hasta eliminar el fondo.. -

»

L4

1): Una hora. - .

3.1.2): Diez minutos.

1.3} Doce horas. = .

.3.1.2), que se renovard con fre-
c i

-

9.4.6.2 Tincion con azul coomassie G-250

Una vez completada la electroforesis, introducir el gel sucesi-"
vamente en; . ‘ : i

L.°  La selucién de fijacion/tincion (9.3.3.2.1): Doce horas. o
2.°  Agua destilada, que se renovard con frecuencia: Una hera. -

9.5 Interpretacion de resubados
9.5.1 Identificacién de las bandas

- En el diagrama se observa el orden de las bandas de las proteinas de
mcnor a mayor movilidad electroforética en la leche de cabra yen la
leche de-oveja. : . :

s . @

|
:bl:a‘

e 1 2

Diagrama clecircfurctico de las pro-
teinas de suero. 1} foche de cabra,
2) Leche de oveja

A} Scroalbimina (BSA).
B) B Lactoglabuling de cabra.

C} a Lacoalbumina (cabra vy

oveja). . .
D) B Lacioglobulina dc.oveja.

9.5.2 Densitometria

Medir la-intensidad de las bandas con densitometro a una longitud
de onda de 560 nm si se wiiliza Coomassic :R-250 en la tincion y de
600 nm si se utiliza ¢l método del Coomassie G-250.
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9.5.3 Cuantificacidn

Como se puede observar en el diagrama, 1a B lactoglobulina de. leche ‘

de -cabra presenta ura menor movilidad electroforética que la a
lactoalbumina y'la B lactoglobilina de.oveja. Al aumentar el porcentaje
de leche de cabra presente en la muestra, aumenta la intensidad de la
banda correspondiente a la P lactoglobuhna de la leche de cabra y, por
tanlo, aumenda la altura del pico obtenido ‘en el densitograma.

Medir 1a altura del pico de 1a B lactoglobulina de leche de cabra y el
pico de la seroalbimina (BSA). A partir de los datos obtenidos para los
patrones, resulta la recta de regresion y = ax + b, donde

-~

altura B g cabra -
altura BSA
x = Porcentaje de leche de cabra, -

y-

El porcentaje de la leche de cabra en la muestra se determina
sustituyendo en la recta de regresién calculada con los patrones, et valor

aliura P Ig cabra
obtenido parz la musstra. '

9.6 Expres:dn de resuhados

Expresar el contenido en !eche de cabra segun [os mgulcntes_

intervalos:

.= Menor del 3 por IO(} ‘
- Entre el 5 v el 10 por 100.
.= Entre el 10 y el 20 por 100.
" = Mayor del 20 por 100. .
Siendo el limite de deleccmn pracnco del } por 100 de leche de eabra
en quesoe de oveja. SR - . . -

9.7 Reﬁrencms A

9.7.1
phoretic and 1mmunologlcal methods for detecting mixtures of milks
from different speciesn.

9.7.2 Amigo, L; Santamaria, G.; Gonzdlez del Lano, D,; Ramos, ‘

M. (1986): «Polyacnlamde el eleclrophorests ‘of whey protems in

cheeses made from milk of different species. Milk the vital forcer, X1l |

Internat. Dairy Congress, The Hague, 152.

9.7.3 Amigo, L; Calve, M.; Ramos, M. (1987): «Quant:tatwe
determination cow’s milk in goats and ewe's milk by PAGE using a
internal standard». 11 Congreso Mundial de Tecnologia de Alimentos,
Barcelona, 151, -

9,74 Calvo, M. M,; Amigo, L.; Olano, A - Martin, P.-J.; Ramos M:
(1989): «Effect of thermal treatments. on the determination of bovine
milk added to ovme or caprme mllk» Food Chemlstry a2 (99-103)

se modifican determinados articulos de la Reglamentacion

_ Técnico-Sanitaria para’ la Elaboracion, Circulacion y
Comercio de Pastas Alimenticias aprobada por el Decrero
218171975, de 12 de sept:embre

26242

La experiencia adquirida en la. aphcacmn de la Reglamentacmn
Técnico-Sanitaria para la Elaboracién, Circulacién y Comercio de Pastas
Alimenticias que fue aprobada por el Decreto 2181719735, de 12 . de
septiembre («Boletin Oficial del Estadow del 13); modificada por el Real
‘Decreto 1771/1976, de 2 de julio («Boletin Oficial del Estado» det 28),
y por el Real Decreto 2811/1983, de 13 de octubre (¢Boletin Oficial del
Estado» de || de noviembre), ha puesto de manifiesto la necesidad de
sustituir el pardmetro «acidez de la grasan por el de «wacidez del
producto», expresada en grados sobre «sustancia seca», lo cual ¢onlleva

a una modlﬁcacnon de los valores de dicho parametro, fijados en el

articulo 9.°, asi como establecer un minimo de humedad en el caso de
las pastas frescas, con el fin de mantener la calidad de! producto.
Asimismo se modifica el apartado 10 -acidez grasa-, def anejo del Real
Decreto 1093/1587, de 19 de junio («Boletin Oficial de! Estadon de 8 de
sepliembre), sobre modificacién de los métodos de andlisis conmtenidos
en el anexo de la Reglamentacion Técnico-Sanitaria para ta Elzboracidn,
Circulacién y Comercio .de Pastas Alimenticias, aprobadas por el
Decreto 218171975, de 12 de septiembre. Por otra parte es necesario
adaptar el elmuetado de las pastas alimenticias a las dlspos.]ctones
vigentes sobre la materia,

Tode ello sin que lo dispuesto en esta dlspos:cmn sea obsticulo al
principio de la libre circulacion de mercancias establecido en los
articulos 30 v 36 del Tratado Constitutivode Ia Cormunidad Econom;ca

Europea. ;

Ramos. M.; Judrez, M. (1986) «Chromalographle clectro-.

REAL DECRETO 1534/1991, de 18 de ac'zubre. por el que

El presente Real Decreto se dxcta al amparo del articulo 40.2 y 40.4
de la Ley 14/ 1986, de 25 de abril, General de Sznidad, en relacion con
el articulo 2.° de fa misma.

En su virtud, 2 propuesta de los Ministros de Sanidad y Consumo,
de Industria, Comercie y Turismo y de Agricultura, Pesca y Alimenta--
cion, oidos los sectores afectados, emitido el preceptivo informe de la
Comision Interministerial para la Ordenacion Alimentaria, de acuerdo
con el Consejo de Estado y J:revia deliberacion del Ccnsejo de Ministros,
en su reunion del dla 18 de octubre de 1991

DISPONGO:

Articulo .1.* 1. Se meodifica el articulo-9.* de la Reglamentacidn
Téchico-Sanitaria- 8ara la Elaboracion, Circulacion ¥ Comercio de Pastas
Alimenticias aprobada por et Decreto 2181/1975, de 17 de septiembre
(«Boletin Oficial dei Estado» del 13), a su vez modificado por el Real
Decreto 1771/1976, de 2 de julio («Boletin Oficial de} Estado» del 28),
en lo siguiente: o ‘

1.1.. Los eplgrafes referentes. a la «Acidez de la grasa», que figuran
en los apartados 1, 2, 3.1, 3.2,33, 3. 4{ 1.5, por las de «grado de acidez».
1.2 Los apartadas 4. ly 4.7 de punte 4 «Pastas Rellenas»; los

apartados 5.t y 5.2 del punto 5 «Pastas Alimenticias Frescas».

- Por- todo.ello du:ho amculo 9° queda rcdactado dc la s:gmente
forma.

. cArticulo 9, ° Caractensticas de Ias pastas alxment:cms

1. Pastas alimenticias s:mples ;
Humedad. f(mé\mmo) 125 -
Cenizas referidas a sustancia seca (maximo): 1,1, -

- Acidez expresada en grados {mdximo),. referida a sustancia seca: 5.
Proteinas referidas a sustancia seca W x 5,7 (rmmmo) 9,5

.2, . Pastas alimenticias (simples) de calidad ‘superior se ajustaran a
Ias ngmemes caracteristicas:
‘Humedad l(mé:uumo) 125, - .
Cenizas referidas a sustancia seca (méxlmo) 0.9.
Acidez expresada en grados {mdximo}, refgnda a sustancia seca: 4.
Proteinas referidas a sustancia seca N x 5, 7 (mmlmo) 11,0.

- 3. Pastas alimenticias compuestas

Las pastas alimenticias compuestas puedcn ser !

" 3.1 - «Al gluten». Enriquecidas exc uswamenle con gluten de trigo:

Humedad gméxuno} 12,5. - )

Cenizas referidas a susiancia seca (mémmo} l 1L ) ’
Atidez expresada en grados (mdximo), ‘referidz a sustancia seca: 5
Peoteinas. referidas a sustancia seca N x 5,7 (minimo): 20,0

3.2 «Al huevon, Ennqucmdas, por lo menos, con tres huevos .
enteros de gallina, con un peso total de 130 gramos de huevo sin cdscara
por kilogramo de sémola o 65 gramos de yemas, exc!us:vameme

Cumplirdn las siguienites caracteristicas:

Humedad (méximo): 12,5. '

" Cenizas referidas a sustancia seca (miximo): 1,1.

Acidez expresada en grados {maximo), referida a sustancia seca: 5.

Proteinas refendas a_sustancia seca N x 5,7 {minimoj}: 12,5,

3.3 «A la lechen. Enriquecidas, al menos, con 2,5 por 100 de leche
en polvo desnatada at | por 100 de materia grasa o 250 gramos de leche
natural, entera, parcnalmeme concentrada o su equwalente en otras
formas de preparacidn por kilograme de sémola:

Se ajustardn a {as siguientes caracteristicas:

Humedad. }maumo) 12,5.

Cenizas referidas a sustancia seca (mdximo): 1.2. .

Acidez expresada en grados (mdximo), refenda‘a_ sustanciz seca: 5.
Proteinas referidas a sustancia seca N x 5,7 (minimo): 11.0.

34 «Al tomater. Enriquecidas, al menos, con un 2 por 100 de
tomate deshidratado, con el 4 por 100 de tomale concentrado al 28
por 100 de sdlidos totales o también con 200 gmrncs de tomates
naturaies por kilograme de sémola.

Humedad. {mrximo): 12,5, o

Cenizas referidas a sustancia seca (mdximo): 1,3,

Acidez expresada én grados {maximo), refenda a sustancia seca: 3,

Proteinas referidas a sustancia seca N x 5,7 (minimo). 11,0,

3.5 &Alas espinacas». Enriquecidas, al menos, con un 2 por 100 de
espinacas deshidratadas, o con 200 gramos de. espmacas naturales por
kllolg)ramo -de sémola.

eberdn-ajustarse a las siguientes caracteristicas:

Humedad [(maxlmo) 12,5. .

" Cenizas referidas a sustancia seca (max:mo) 1,5.

Acidez expresada en grados {mdximo}, referida a sustancia seca: 5.

Proteinas referidas a sustancia seca Nx 357 {minimo). 11,0.



