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FIGURA. 2·

LIIolITES DE POLVO RESPIRABLE
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apruebe un método único de referencia aplicable en la Comunidad
Económica Europea.

DISPOSICION ADICIONAL

El presente Real Decreto se dieta al amparo de lo dispuesto en el
articulo 149.1.16.a de la Constitución Española.

DISPOSICION DEROGATORIA

DISPONGO;

Artículo 1.0 Se aprueban como oficiales los métodos de análisis de
leche y productos lácteos que se detallan en el anexo.

Art. 2.° Para la detección de la presencia de leche de vaca en
mezclas con leche de o"Veja y leche de cabra. en productos procedentes
de otros Estados miembros se_ reconocen como métodos de control
equivalentes_ los legalment~ establecidos en los mismos hasta -tanto se

Queso

Nitratos y nitritos. ,
Determinación de leche de vaca en queso de oveja o de cabra
(por eJectroforesis). '._
Determinación de leche de cabra, en queso de oveja (por
electroforesis).

Detección de' leche de vaca en mezclas con' leche de' oveja y
cabra. .
Sangre soluble; . '''.' ,
Determinación de leche de vaca en leche de oveja o de cabra
(pOr electroforesis).
Determinación de leche de vaca en leche de oveja o de cabra
(por inmunodifusión radial).
Determinación de leche de cabra en leche de oveja (por
electroforesis).
Determinación de leche de cabra en leche de oveja (por
inmunodifusión radial).

Mantequilla

Extracción de la grasa.

ANEXO

. METOnoS OFICIALES DE ANALISIS DE LECHE
Y PRODUCTOS LACTEOS

INOICE

L«ht!'

...
Il).

21. DETECC1ÓNDE-LECHE DE VACA EN MEZCLAS CON LECHE DE OVEJA
Y CABRA.

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.

2I.l Principio.

Se puede detectar la leche de vaca en mezclas con leche de oveja o
cabra mediante, extracciones de la caseína y posterior separación por
cleetroforesis en gel de poliacrilamida. . .

La easeina ClsI de leche de vaca presenta una' mayor movIlidad
electroforétieaQue las caseinas Cls de· leches de oveja o cabra.

21.2 lvlaterial y aparatos.

21.2.1 Centrífuga.
21.2.2 Equipo de electroforesis.
21.2.3 Fuente de alimentación.
21.1..4 Tubos para electroforesis de 11 cm de longitud y 0,7 cm de

di:ímetro.
21.2.5 pH·metro.
21.2.6 Mateñal de uso corriente en el laboratorio de pipetaS,. tubos,

micropipetas, etcétera.

21.3 Reacti~'os.

21.3.1 SOi'üción de :ícido acético t N.
21.3.2 Solución de hidróxido sódico IN.
21.3.3 Solución de urea 7M.
21.3.4 Solución A. Tampón pH 8,9. Disolver 48 mi de Hel IN,

36,3 g de Trishidroximetilaminometano y 0,46 mi de Temed en agua
hasta 100 ml

21.3.5 Solución B de acrilamida. Disolver 60 g de aerilamida y
1,6 g de NN' Metilenbisacrilamida (Bis) en agua hasta 200 mI.

21.3.6 Solución tampón para _depósitos de.los e,lectrodos pH 8,4.
Disolver 0,60 g de Trishidroximctilaminometano y 2,88 g de glicina en
agua hasta lOO mI. Se p'uede preparar un tampón concentrado lO veces
y guard~r en nevera diluyéndolo en el momento de su utilización.

7.
8.

9.

El Ministro de Relaciones eón las Cortes
y de fa 5eadaria del Gobierno,

VIRGILlOZAPATERO GOMEZ

JUAN CARLOS R.
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MINISTERIO DE RELACIONES
CON LAS CORTES

YDELA
SECRETARIA DEL GOBIERNO

REAL DECRETO 1533/1991. di!' 18 di!' oc/ubrt!'. por t!'1 qut!'
se aprueban Jos milodos oficiales de anáfisis de leche y
productos lácteos.

- El Decreto de la Presidencia de) Gobierno-número .2484/1967, de 21
de septiembre (<<Boletin Oficial del Estado» del 17 al 23 de octubre),
que aprueba el' Código Alirncrrtario Español, prevé Que puedan ser
objeto de Reglamentaciones Especiales l¡¡s .materias en .él reguladas.

Las- Ordenes de 31- de enero de 1977 -(<<Boletín Oficial del Estado»
de 14 a 27 de julio); 31 de julio de 1979 (<<Boletín Otícial del Estado»
de 29 y 30 de agosto); 17 de septiembre de 1981 (<<Boletín Oficial del
Estado» de 14 de octubre); I de diciembre de 1981 (<<Boletín Oficial del
Estado» de 20 de enero de 1982), y 26 de enero de 1989 (<<Boletín
Oficial del EstadO) de 4 de febrero), establecieron diversos métodos
oficiales de análisis de leche y productos lácteos, siendo necesario
complementarlos con otros nuevos que atiendan al control de las
mezclas de leches citadas anteriormente.

El presente Real Decreto se dicta en virtud de lo dispuesto en el
artículo 149.1.16.a de la Constitución Española. en cuanto atribuye al
Estado la competencia exclusiva sobre las bases y coordinación general
de la sanidad.

En su virtud a propuesta de los Ministros de Sanidad y Consumo, de
Industria, Comercio y Turismo yde Agricultura, Pesca y Alimentación,
oídos los sectores afectados, previo informe preceptivo de la Comisión
Interministcrial para La Ordenación Alimentaria, de acuerdo con el
Consejo de Estado y previa deliberaciólJ.del Consejo de Ministros en su
reunión del día 18 de octubre de 199 r,

.'.
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21.3.i Solución de pcrsulfato amónio. Disolver 0.56 g de persul
fato amónico en agua hasta 100 mI. Este reactivo debe prepararse nuevo
cada semana. .

21.3.8 Solución de tinción. Disolver 0,56 g de Negro de Amida en
un:J. mezcla de 250 mi de metanol, 650 mI de agua)' 100 mi de ácido
acético glacial.

21.3.9 Solución de lavado. Mezclar 400 mi de metanol, 50 mi de
ácido glaci:il y 550 mi de agua.

1!.3.IO Solución de azul de bromofenol. Disolver 1 mg de azul de
bromofenol en 100 mi de agua.

21.4 Procedimiento.
21.4.1 Preparación de la muestra:

Diluir la leche, previamente desnatada por centrifugación, a 1/5 con
agua dc~lilada. Calentar a 35° e y llevar a pH 4,6 mediante adición de
acido acético IN. Separar la cascina precipitada por centrifugación y
lavar varias veces con agua destilada. Disolver la caseína en un volumen
de agua igual a la mitad del volumen de la leche original, añadiendo
solución de hidróxido sódico IN hasta pH7.

Inmediatamente antes de la electroforesis. disolver un volumen igual
de urea 7M. preparada ret:ientemente. Para la elcctroforesis es suficiente
aplicar de 100 a 200 ug de. caseína disuelta.

11.4.2 Preparación del gel:

Mezclar 5 mi de solución A (21.3.4), 10 011 de solución B (21.3.5)
Y 11,5 g de urea en una probeta de 50 mI. Añadir agua con agitación
hasta 35 mi de disolución. Desairear mediante vacío y añadir S 011 de
la solución de persulfato. Agitar la solución e inmeditamente llenar con
la misma los tubos (previamente tapados por su parte inferior)
hasta 1 cm del extremo superior, evitando la formación de burbujas de
aire.

Completar el llenado de los tubos con una pequeña cantidad de a~ua
que asegura la superficie plana del gel, a la vez que evita la pOSible
inhibición de la polimerización por el oxígeno atmosférico.

La polimerización tiene lugar en veinte-treinta minutos.

21.4.3 Electroforesis:

Colocar los geles, una vez polimerizados y después de eliminar el
agua, en los módulos del aparato de electroforesis en posición ~rtical
y llenar las dos cámaras de los electrodos con el tampón pH 8,4.

Aplicar con micropipeta en la superficie del gel una cantidad de la
solución de caseína en urea que contenga de 100 a 200 ug de caseína.
Añadir una gota de azul de bromofenol y completar el llenado de los
tubos con una pequeña cantidad de tampón.

Utilizar el depósito superior como cátodo y el interior como ánodo.
Conretar la corriente y aplicar una intensidad constante de I mA

por tubo durante 1,5 a dos horas (hasta que el azul de bromofenolllegue
al extremo del gel). .

21.4.4 Separación, 'teñido y desteñido de los geles:

Para des()render el gel del tubo de vidrio se puede utilizar una jeringa
con una agUja sin punta, colocándola entre el gel y el tubo. Inyectar agua
a presión y rotar el tubo, con 10 Que entra ésta y se desprende el gel.

U na vez desprendido, colocar cada gel en un tubo. con solución
colorante de Negro de Amida durante una hora. .

Elimar la solución de teñido y añadir solución de lavado, que debe
renovar hasta Que se observe It.s bandas de nitidez.

Los geles se pueden conservar durante meses en solución de ácido
acético al 7 por l00L .

21.5. t Identificación de la~ bandas:

El diagrama electroforético de las caseínas de leche de oveja contiene
dos grupos de bandas de proteínas. .

El primer $rupo, de dos bandas, corresponde a las p caseínas, y el
segundo, consistente en tres bandas, a las Cls caseínas, que se designan
como Usl, Os' y Cls3.

La leche ,de vaca se puede detectar en mezclas con leche de oveja o
cabra. debido a la mayor migración electroforética de la caseína «SI de
vaca, que se hace visible por encima de las bandas de caseína de oveja
o cabra. _

La intensidad de la banda <41 de vaca aumenta cuando es mayor el
porcentaje de mezcla.

21.5.2 Determinación cuantitativa:

La determinación cuantitatiya de la proporción de leche de yaca
añadida a la leche de oveja o cabra se puede realizar por el análisis
densitomttrico de las bandas obtenidas en las electroforesis, midiendo
en la mezcla el contenido de caseína «SI de leche de vaca y comparando
este valor con el contenido medio de caseina Cls de leche de vaca pura.

Es necesario efectuar una curva patrón.

21.5.3 Límite de detección:

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

21.6 Observaciones.
21.6.1 'La ekctroforesis en' gel de acrilamida se puede efectuar

también en un equipo para electroforesis en gel plano.
21.6.2 Todas las soluciones se deben preparar con agua destilada

reciente o hervid::.:.. va que el oxígeno inhibe la polimerización y se
pueden formar burbújas en el gel.

21.6.3 Todas las soluciones se deben almacenar en botellas oscuras
en el frigorífico. .

21.6.4 La acrilamida es neurotóxica, por 10 que se debe manejar
con cuidado.

21.7 Bibliografia.
21.7.1 Pierre, A., y Portmann, A., 1970. Ann Tecchnol. Ag. 19,

107-130.
21.7.2. Ramos. M.: Martínez-Castro, 1., y Juárcz, M. 1977. J. of

Daíry Sei. 60. 870-877. ..' .
21. 7.3 Adroid, P. (1968) «Scparatlon of mJ1k protems», en Smlth

«Chromatographic and elcctrophoretic tecniques». Vol. n, pág. 399.
William Heineimann Medical Books, LId. London.

22. SANGRE SOLUBLE

22.1 Principio.

Disolución de la hemoglobina en una mezcla acético-agua y posterior
detcrnlinación de su absorbencia a 396 nanómetros.

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

22.2 Material y aparatos.

22.2.1 Espectrofotómetro y accesorios (cubeta para 1 cm de espe-
sor de líquido).

22.2.2 Agitador electromagnético.
22.2.3 Centrífuga y tubos de.IO mI.

22.3 Reactivos.

22.3.1 Mecla ácido acético-agua (1:1) VN.

22.4 Procedimiento.

Pesar con precisión de 0,00.1 g, 10 g de leche o suero de leche en
polvo e introducir en un vaso de precipitados de 250 mI. Añadir 150 mI
de agua destilada previamente calentada a 40°_SO" e y agitar hasta que
se· forme una emulsión: a continuación, trasvasar esta emulsión a un
matraz aforado de 250 mi, lavar el vaso repetidas veces con agua
destilada, enfriar y enrasar a 2S0 mI. Tomar 20 mi de laemulsi?~ y
verter en uri matraz aforado de 100 mi, ~nrasar con la mezcla de acetIco
glacial-agua destilada. Si la solución resul.ta turbia,. centrifu88:r 10.J!l1
durante 15 minutos a unas 5.700 revolUCIOnes; retirar a contlnuaClon
con ayuda de una espátula la pclicula sobrenadante; filtrar el c¡mt~fu
gado y repetir las operaciones si es necesario de forma que la solUCión
quede finalmente transparente. A continuación medir la absorbancia en
cubeta de 1 cm a 396 nm, usando como blanco la solución acético-
agua. •

22.5 edleulos. .

El porcentaje de sangre soluble se deduce por aplicació~ de la
siguiente fórmula:

Siendo:

S - Porcentaje de sangre soluble presente en la muestra.
A - Absorbancia leida de la muestra.
P 1 - Peso en gramos de la leche o suero de leche en polvo.
E 1 - Absorbancia específica de la sangre.

22.6 Observaciones.

22.6.1 En el caso de dispoRer de la harina de sangre utilizada como
desnaturalizante, el valor de El se obtendrá como se mdica a continua
ción:

Pesar con precisión de 0.000 I g. 100 rng de harina de sangre, e
introducirla en un vaso de precipitado de 250 mI. Añadir ISO mi de
agua destilada. agitar durante cinco minutos' la solución, transferir a un
matraz aforado de 250 011. A continuación, tomar 20-ml de esta
solución, llevar a un matraz aforado,de 100 mi y enrasar con la mezcla
de ácido acético glacial-agua. Centrifugar 10 mi de esta solución y medir
su absorbancia en cubeta de I cm a 396 nanómetros usando como
blanco la solución acético-agua.

"

>.:,
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Sienqo:

E J - Absorhancia especítil.3.
A ,. Absorbancia leída.
P' "" Peso en gramos de la harina de sangre.

La absorbancia espe~ifica E.\ no deberá ser ínferior a-50. En caso
contrario, la harina de sangi~ no debe ser utilizada como desnaturali
zante. .

22.6.2 Si no se ha podido' determinar este valor previamente' a.1a
adición de la harina d1sangre a la lcche o suero se tomará como valor
medio de referencia El ... 52,4. _'

23(A) DETERMINACIÓN DE LECHE DE VACA EN LECHE DE OVEJA o DE
CABRA (METOOO ELECTROfORÉ:TICO) ,

23(a)1. Principio.

La fracción sérica de Jo. mtlcstra se -extrae por adición de solución
tampón a pH 4,6 yposh.'rior centrifugación. ,

Las proteínas de suero son separadas por electroforesis en gel de
poliacrilamida a pH 8,3.

Las p lactoglobu¡jnns de leche de vaca presentan una mayor
movilidad electroforética que las" a lactoalbúminas y las.p lactoglobu~i.
nas de la leche de ovjea )' de. la leche de cabra., ,-

,El métodQ' es aplicable a la _leche- 'cruda (t pasterizada a una
temperatura máxí,na de 90" e ,'durante treina-segundos"fresca, o
conservada mediantc <.'ongelación o- adicióñ:de dicromato potásico,

, " , -~,'" ;-", -
23(a)2. Material .1' u/lOratos.
23(a)2.1 Material de uso corriente en laboratorió.
23(.)2.2 Microjeringa.
23(.)2.3 pH melro.
23(.)2.4 Centrm,ga.

\ 23(a)2.5 Equipo de elcctFoforesi!,
23(a)2,6 FUl'nlc de alimcntación'.

,,23(a)2.7 _ Dtnsitlimrtro.

23(a)3. _R('''''Íl'(l.''.
23(a)3.1 Rcu(:ti\,os para la obtenciÓn" de la fracci'ó~ seriea.

23(a)3,1.~ Solución de Acido Acético al 10%•.
23(apJ.1 Solución de Acetado Sódico IN.

23(a)3~2 Rtnlclivos para la electroforesis.
23(.)3.2.1 Tampón de los geles pH 8,9.

- Trishidrm¡irnctil aminometano: 46 g.
- Acido Clorhídrico concentrado: 4 mI.
- Agua deslilada: Hasta 1.000 mI. '

23(a¡i2,2 Solución de: Acriiamid~ Bisaerilamida' JT .. 9,4%;
c- 4.2).

- Actil:1mida: 9 $-'
- N N' ~'1etilenblsacrilamida:0,4g,
- Tampón de los geles: 100 mI. '

23(:1)3.2.3 Tampón de los electrodos', pH 8,3.

- Trishidroximetíl aminometano: 1;2 g.
- Glil:in:l:, S_S g. , .
- :\gua destilada: Hasta 2.000 mI.

23(a)3.2.4 Solución de Persulfato amónico al 10% (este reactivo
debe prepar.lrse cada semana).

23(a)3.1.5 NNN'N- Tetrametiletilendiamina (TEMED).
23(a)3.2.6 Solución de azul de bromofenol al 1/1.000.
23(.)3.2.7 Solución de Glicerol .1 40%.

23(a}3.3' Reactivos para la tin~iÓn.

23(a)3,3.1 Tinción C9n azul Coomassie R~250.

23(a)3.3.1.1 Solución fijadora.

- Acido SulfosalicíJico: 17,3 g.
- Acido Tricloroacético: 57,5 g.
- Agua destilada: Hasta 500 mI.

23(a)3_3. r.2 Solución decolorante.

- Elanol: 500 mI.
- Acido Acético glacial: J60 mI.
- Agua destilada: Hasta 2.000 mI.

23(a)3.3.1.3 Solución de tinción.

- AzulCoomassie Brillante R~250~ 0,46 g.
- Solución decolorante.[23(a)3.3.I.2]: 400 mI.

23(a)3.3.2 'Iinción con azul Coomassie .G~250.

23(a)3.3.2.1 Solución liniea defijación,y tineión._

- Azul. Coomass~e' G-250: t g.
- Agua destilada: 500' mI.
- Solución de Acido Sulfúrico 2 N: 500 mI.
- Solución de hidróxido, potásico 10 N,
- Acido Tricloroacético.

Disolver el azul' de Coomassie G-250'en' agua destilada y añadir la
solución de Acido Sulfúrico 2 N. Mezclar bien agitando durante una
hora y filtrar por papel Whatman número 1. Medir el volumen de
filtrado y añadir 1/9 de este volumen de la solución 4e hidróxido
potásico 10 N. Añadír Acido Tric1Qroacético a esta disolución hasta que
la concentración fmal sea de 12%. Esta solución de teñido es estable
durante varios meses si. el pH se mantiene por debajo de l. Se puede·
util.izar varias veces pero es conveniente filtrarla antes de cada uso.

23(a)4, Procedimiento. :
23(a)4.1 Obtención de la fracción soluble a pH 4,6.

ÁñJldir a -lO mI de leclte,· 5 mi de solución de Acido Acético al 10%
[23(.)3.1.1] Y 5 mi de solución de Acet.to Sódieo 1 N [23(.)3.1.2J.
mezclar y comprobar con ~pH metro que el pH de la mezcla es
-exactamente 46. Centrifugar. a 3.000 r.p.m. durante diez \minutos. y

, filtrar ei 'sobre¡{adantc,a Iravés de un papel de filtro de velocidad media.
"'. ',"'. . I

23(a)4.2 Preparación de la curva ¡:tatrón.

, " DePendiendo del tipo de muestra que se. desee analizar, preparar
patrones ,puró~ de' leche de oveja o de leche-de cabra y de -leche de vaca
y mezclas de leche de' vaca en leche de oveja o deJeche de vaca en leche
de cabl1:l (:n concentraciones del 5%, 10% Y 20%. La leche utilizada para
la. preparacíon· de estos patrones podrá ser cruda 'o pasterizada, en este
último caso la leche deberá ser pasterizada a una temperatura máxima

. de L 74° e durante untiempo máximo de treinta segundos.
; -' •. ,La fracción soluble· de los patrones se obtiene siguiendo el procedi
emiento descrito en 2S{a)4.1.

"., . ,,' "

23(a)4.3 Jnmediatamen~e antes de su aplicacian en el gel mezclar:

- 1 Volumen de la fracción soluble obtenida según [23(a)4.1]. '
- 1 Volumen de la solución de glieerol 0140% [23(a)3.2.7).
- 'h Volumen de la solución azul de Bromofenol al 1/1.000

[23(a)~.2.6]•.

23(a)4.4 Preparaciondel Gel q.e' Poliaerilamida.
Prepa'rat' ef"gel laminar de eS'Pesor'comprendido entre '0,5 mm~ y

I mm. Para 50 mi de la solución de acrilamida~bisacrilarnida, añadir
0,5, mI de solución de persulfato amónico al 10% [23(a)3.2.4¡,desairear
en un Kitasato mediante vacío y añadir como agente pohmenzante
50 mi de TEMED (23(0)3.2.5].

23(')4.5 Electroforesis.
Colocar el gel en el aparato de eleetroforesis y llenar las cámaras de

los electrodos epn el tampón pH 8.3 [23(.)3.2.4]. .
ApHear con microjeringa en cada uno de los pocl~lt>s .de! gel. !JD

v'olumen comprendido entre 10 ,.11 Y20 ,.11 de las SolUCIones ootemaas
segón23(a)4.3, tanto de la. muestra como de los I?atrones. .

la electroforesis se realiza a 60 mA (220 V) dejando correr el frente
,hasta que la línea del azul debromofenol esté a 05 mm del extremo
.inferior del gel. La duración es aproximadamente de t.res horas.

23(a)4.6 Métodos de linción.

23(a)4.6.1 Tinción con azul Coomassie R~.2~O,

Una vez completada la electroforesis. introducir el gel sucesivamente
en: . .

1.0 La Solució~ fij.dora [23(.)3.3.1.1]: Un. hor.. . .
2.° La soluc!ón decC!lor.a,nte f23(a)3,3.1.2J: Diez minutos.
3.° La solUCión de UncIan [23(a)3.3.1.3}: Doce horas.
4.° La solución decolorante [23(a)3.3.1.2]. que se renovará con

frecuencia. hastou:liminar el fondo.

23(a)4.6.2 Tinción con azu~ Coomassie G-250.

Una vez complétada la electroforesis, introducir el gel sucesivamente
en:

1.0 La solución de fijación/tinción [23(a)3.3.2.1]: Doce horas,
.- 2,° Agua destilada que se renovará con frecuencia: Una hora.

23(a)5 Interpretación de resultados.
. 23(a)5.1 Identificación de las bandas.

En el diagrama se observa el orden de las bandas de las proteínas de
menor a mayor movilidad elcctroforética en cada una de las especies.
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23(B)e F

1
E

D
---- C

B

-8 ------ A

2 3
Di:lgrama ckelrofQrético de las proleinas dc
suero dc 1) Leche dc vaca. 2) Leche dc cabra,

3).Lcchc dc oveja

,lo) Seroalbumina (BSA)
Bl ~ l.;Jclol1-1obulina dc c¡¡br.l
Cl u L:lcloalbumlll3 (c:l.bm y o\'ej:l).
D) o LaclOalbúmin:l dc vaca y I! Laetoglo

buhna dc QV("jll.

El Ii L:Jcloglobulioll B dc vaca.
F) j) Lactoglobuhna A de '-¡¡ca.

23(a)5.2 Densitomettía.
Medir la intensidad de las bandas con--densitómetro a una longitud

de onda de 560 nm si se utiliza Coomassie R·250 en la tindón y de
600 nm si se utiliza el método del Coomassie G·250.

23(a)5.3 Cuantificación.
Como se puede observar en el diagrama, las Plactoglobulinas A y B

en Icche de vaca presentan una mayor movilidad eleetroforétiea que las
de las otras dos eSliecie~. Al aumentar el por-centaje de leche de yaca
presente en la muestra, aumenta la Íntcnsidad de las bandas correspon
dientes a dichas ~ lactoglobulinasy por tanto aumenta la altura de los
picos obtenidos en el desintograma.

Mcdir las alturas de los picos de las ~ lactoglobulinasA y B de leche
de. ,?aca y del pico de la seroalbumina (BSA). A pa~ir de los datos
obtenidos para los patrones, resulta la recta de regresión y ... ax + b.
donde

altura ~ Ig A + altura ~ Jg B
.altura aSA

x" Porcentaje de leche de vaca.

," El porcentaje de leche de'vaca en la muestra se determina sustitu·
yendo en la recta de regresión calculada con los patrones, el valor

altura ~ Ig A :,. altura ~ Ig B

BSA
obtenido para la muestra.

23(a)6. Expresión de resultados.

Expresar el contenido en lec!le de vaca según ,los siguientes interva
los:

- Menor deiS por 100.
- Entre el 5 y ellO por 100.
- Entre el 10 y el 20 por 100.
- Mayor deL20 por 100.

Siendo e1limite de detección p~ctico-deI2por 100 de leche de vaca,
en leche de oveja o en leche de cabra~

23(a)7. - Observaciones.

Un resultado negativo debe obligatoriamente ser confi'rmado por la
técnica electroforética de las caseínas (21. Detección de leche de vaca en
mezclas con lech~'.:de oveja y cabra).

23(a)8. Referencias.

23(a)8.1 Ramos, M.; Juárez, M. (1986): «Chromatogtaphie. elec~
trophorctic and immunological methods for detecting mixtures of milks
fra01 dífTerent spccies». Bulletin of Intcrnational Dairy Federation
número 202, paginas 175-187.

23(a)8.2 Amigo, L.; Santamaría, G.; González del Llano, D.;
Ramos. M. (1986): «PolyacJilamide gel electrophoresis ofwhey proteins
in checses made from milk of ditTerent species. Milk the vital force», XII
InternaLDairy Congress, The Hague. 152.

23(a)8.3 Amigo, L.; Calvo, M.; Ramos, M. (1987): ~~Quantitative

dctcrmination cow's milk in goat's and ewe's milk b)' PAGE using a
internal standard)). 11 Congreso 1'1undial de Tecnología de Alimentos,
BarcC'lona, 15 J. . I -

23(a)8.4 Odvo,"M'-M.; Amigo. L.; Olano Martín.P. J.; Ramos, M.
(1989): «EfTcct oflhcrmal treatrnents on the determination of bovine
milk adried to ovine or caprine millO). Food Chemistry 32 (99-108).

DE.TERMINACIÓN DE LECHI:. DI'.;, VACA EN LECHE- DE OVEJA o DE
CABRA (MÉTODO INMiJNOLÓGlCO)

23(b) I Prillcipio.
. El método está basado en la precipita.:-ión de las inmunoglobilinas de

la kche de vaca por la acción de un anUsuero específico.
La muestra es depositada en los pocillos practicados en una' capa de

agar que contiene el antisuero específico- de la leche de vaca.
Cuando la muestra contiene lc-ehe de. vaca se produce una reacción

que se observa en forma de halo alrededor del picona donde. se había
depositado dicha muestra. El diámet;"o de est~ halo es proporcIOnal a la
concentración.

El método es aplicable a .la leche cruda o pasterizada a una
temperatura máxima de 74° e durante un tiempo máximo de treinta
segundos. fresca ,o conservada mediante cOllgclación o adiCIón de
dicromato. pOtásico.

23(b)2 Material y aparatos.
23{b)2.1 Matcrial de uso corriente en laboratorio.
23{b)2.2 Centrifuga.
23(b)2.3 Microjerin~. . . . .
23(b)2,4 Placas PetTl preparadas con agar conteniendo el a.ntisuero

específico de leche de vaca. En la capa de agar se han practicado 10
pocillos cilíndricos.

23(b)2.5 EstufHcgulada a 37° C.
23(b)2.6 A$itador magnético o equivalente. " .
23(b)2.7 DISpositivo de lectura: Lupa equipada con mIcrómetro ()

un rctroprovcctor. En su defecto se puede utilizar un doble decime~ro
graduado af medio milimetro.. .

23(b)3 Reoel;'·o'.
23(b)3.! Cuajo dc título 1/10.000.
23(b)3.2 Solución de Cloruro Sódico Bl 9/1.000.
23(b)3.3 Solución BCUOsa de glicerol 015% (V/V).
23(b)3.4 Solución acuosa de Acido Acético al 2% (VjV).
23(b)3.5 Solución de tindón.

- Negro amida: 1 gr.
- Solución acuosa de Acido Acético al 2% (V/V): 1.000 mI.

23(b)3.6 Solución acética de glicerol:

- Olicerol:. 5 mI.
- Acido Acétido glacial: 2 m.
- Agua destilada: Hasta 100 rol

23(b)4 Procedimiento.
23(b)4.1_ Obtención. de la fracción serica..

Añadir a JO mi de leche una gota de cuajo de título 1/10.000
[23(b)3:1],mezclar, incubara 37°C durante ClOO a diez minutos y
centrifugal- a 3.000 r.p.m. durante diez minutos. Tomar con cuidado el
lactosuero evitando atrastrar materia grasa.

23(b)4.2 Preparacíón de la curva patrón.

Preparar mezclas d~ leche de vaca en leche de oveja o en leche de
cabra a concentraciones del 2%, 5%, 10% Y 20%. , .

La -fracción sérica de los patrones se obti,ene siguiendo el procedi·
miento descrito en 23(b)4.1.~ .

23(b)4.3 lnmunodifusión.

Depositar con la ayuda de una microjeringa,-lOml de la fracdón .í·
sérica preparada segun 23(b)4.1" de cada uno de los patrones y de la
muestra a analizar en los pocillos de una misma placa. Dejar difundir
de docc a vcinticualTo horas "a, 37° C en una cámara húmcda (estufa
hermctica regulada a 37° e en cuyo fondo se coloca un pliego de papel
de filtro humedecido con agua). . ,-

Para una valoración rápida, transcurrido este tiempo, se puede
proceder a la lectura según 23(b)4.5.

23(b)4.4 Tralamiento de la placa

Lavar la placa dentro de la solución de Cloruro Sódco al 9/1.000
[23(b)3.2) bajo agitación durante ocho a doce horas.

Llenar ~Ia placa con la solución acuosa de glicerol al 5% V/V

¡23(b)3.3] y mantenerla llena diez minutos. Depositar en la superílcic de
a solución un disco de papel de filtro del mismo diámetro que el de h:.

placa, dejándolo deslizar hasta el fondo. Mantener el disco de papel dt:
filtro contra el agar mientras se elimina lasolucion de glicerol. Verificar
que no haya presencia de· burbujas de aire.

Dejar secar veinticuatro horas o acelerar el proceso con la ayuda de
un secador de aire, manteniendo la distancia que permita no sobrepa~:.lr
los 45° e a 50· C al nivel de la placa. ¡:

Cuando la placa esté perfectameme seca, recubrirla con agua durante ;..
algunos minutos para permitir que el papel de filtro se dC:ipegue
progrcsivamenle. Una vez.despcgado retirarlo con unas pinzas.
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Teñir. durante quince minutos, con la solución de tinción 23(b)3.5.
Lavar, durante unos minutos cada vez, tres o cuatro veces, con la

solución de Acido Acético al 2% [23(b)3.4] para eliminar el fondo.
Enjuapr durante cinco. minutos en la solución acética de glicerol

[23(b)3.6J. Vaciar y dejar secar. .

· 23(b)4.5 ,Lectura de los resultados.

Medir los diámetros de los halos con la ayuda de un doble decímetro
, graduado al medio milímetro, o mejo.r con una lupa equipada con

micrómetro o con un ,retroproyector. .

23(b)5 Interpretación de resultados.
23(b)5.1 .Curva de calibrado.

· En un papel. milimet~do trazarla curva. llevando en órdenadas los'
diámetros de (os halos obtenidos con, las mezclas preparadas para la
curva patrón y en abscisas Jas raices cuadradas de las concentraciones en
leche de vaca. - -

·23(b)5.2 Determinación del i>orcentBJe de leche de vaca en la
muestra. .

Llevar sobre la curva' de calibrado el diámetro medido para la
mucstra~ Elevár al cuadrado el dato. obtenido para expresar el resultado
cn porcentaje de leche de vaCa. .

23(b)S.3 Limite de detección. .
'La t~nica descrita permite" detectar un l%de lec.he de vaca en leche

de oveja Q en·'-leche de cabra. .

23(b)6 Observ.aclones. ~
23(b)6.1 Una reacción nCfltiva-debe obligatoriamente ser confir~

mada por la técnica electroforéttcade las caseínas (21~Detección de leche
de vaca en mezclas con 'leche de oveja yeabra).
, 23(b)6.2 En el· caso de.una reacción positiva, 5e'tendi'á en cuenta

Que el resultado obtenido puede ser inferior al valor real, dado el efecto
de un tratamiento térmi~o efectuado en condiciones de temperatura y/o
d~ tiempo superiores a los .fijados e~.23(b)I.

23(b)7 , ReferenCia.
2l(b)7. i Journal Officiel de la Republique Fran(:aise (l de Junio

de 1978). . .. . .. .

24(a) DETERMINACiÓN. DE LECHE DE CABRA EN LES:;HE DE OVEJA
_ (MÉTODO ELECTROfORÉTICO) .

24(a).1 PrinCipio.
La fracción sérica de la muestra se extrae por adición de solución

"tampón a .pH 4,6 Y posterior centrifugación. - .
· Las .proteínas de suero son separadas por electroforesls en gel de

poliacFilamida a pH 8.3. . _ -' . .. . ...
La Plactoglobulina de leche de cabra presenta una menor mOVIlidad

c1ectroforéti~a Que la a lact?;dbúmina y la p lactoglobulina de la leche.
deovcJa. " "- - - _.

24(a).2 !Jaterial y aparatos.
24(a).2. t Material de uso corriente en laboratorio.
24(a).2.2 Microjeringa.
24(a).2.3 pH metro.
24(a).2.4 Centrifuga.
24(a).2.5 Equipo de electroforesis.

· 24(a).2.6 Fuente de alimentación.
24(a}.2.7 Densitómetro.

24(a).3 . Reactiros.
24(a).3.1 Reactivos para la obtención de la fracción sérica:
24(a).3.LJ Solución de Acido Acético al 10 por lOO.
24(a).3.1.2 Solución de Ace'tato Sódico IN.

24(a).3.2 Reactivos para la electroforesis.

24(a).3.2.1 Tal)lpón de los geles pH 8.9:

· - Trishidroximetil aminometano: 46 g.
- Acido Clorhídrico concentrado: 4 mI.
- Agua destilada: Hasta 1.000 mI.

24(a).3.2.2 Solución de Acrilamida Bisacrilamida:

(T - 9,4%: C - 4,2)

- Acrilamida: 9 ~.
- N N' Metilenblsacrilamida: 0,4 g.
- Tampón de los geles: 100 mI.

24(a).3.2.3 Tampón de los electrodos pH 8,3:

- Trishidroximetil aminometano: 1,2g.
- Glicina: S,8 g;
- Agua destilada:.Hasta 2.000 mI.

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

24(a).3.2.S NNN'N' Tetrametiletilendiamina (TEMED).
24(a).3.2.6 Solución de azul de bromofenol al 1/1.000.
24(a).3.2.7 Solución de Glicerol al 40%:

24(a).3.3 Reactivos para la tinción:

24(a).3.3.1 'Tinción con Azul'Coomassie R-250.

24(a).3.3.1.I Solución'fijadora:

- Acido Sulfosalicilico: 11,3 g. .
- Acido Tric1oroacético: 57,S g.
- Agua destilada: Hasta 500 mI.
24(a).3.3.1.2 Solución decolorante:

- Etanol: SOO mI.
- Acido Acético glacü,l: 160 mI.
- Agua destilada: Hasta. 2.000 mI.

24(a).3.3.1.3 .Solución de tinción:

- -Azul CoomaSsie.Brillante R·2S0: 0,46 ~
- ~Sol~ción decolorante.[24!a).3.3.1.2j: 400 mI.

24(a).3.3.2 Tinción con· Azul Coomassie G·2S0:

_24('a).33.21 SoIUCÍónúnica de fijación y tinción:
- Azul Coomassie 0.250:' I ~
- Agua destilada: SOO mI.
- Solución de Acido Sulfúrico 2N: 500 m!. .
- Solución de Hidróxido Potásico .ION..
- Acido· Tricoloracético.

. Disolver el azul de Coomassie G~250 en·agua destilada y añadir la
soludón de Acido Sulfúrico 2 N. Mezclar bien agitando durante una
hora y filtrar por papel Whatman número l. Medir el volumen de
filtrado y añadi 1/9 de este volumen de la solución de hidróxido
potásico 10 N. Añadir Acido Tricloroacético a esta disolución hasta Que
la concenlraciónfinaJ sea del 12%. Esta -solución de teñido es estable
durante varios meses si elpH se mantiene por debajo de 1. Se puede
utitizar varias veces pero es conveniente filtrarla antes de cada uso.

24(a).4 Procedimiento.
24(a).4.1 Obtención de la fracción soluble pH 4,§.
Añadir a 10 mi de leche, S mI de solución~ de Acido Acético al 1'0%

[24(a).3.1.I] y S mi de solución de Acetato Sódico IN [24(a).3.1.2J,
mezclar 'y comprobar con pH metro Que el pH de la mezcla es
exactamente 4,6. Centriguar a 3.000 r.p.m. durante 10 minutos y filtrar
el sobrenadante' a, través' de un papel de filtro de velocidad media.

24(a).4.2 Preparación de l~ cutvá patrón.
Preparar ~trónes puros de leche de oveja y. de leche de cabra y

mezclas de leche de cabra en leche de oveja en concentraciones del S%,
10% Y 20%. La leche utilizada para la preparación de estos patrones
podrá ser cruda o pasterizada. en este último caso la leche deberá ser
pasterizada auna temperaturá máxima de 740 C durante un tiempo
máximo' 30 segundos.
- La fracción soluble de los patrones se obtiene siguiendo el procedi-
miento descrito en 24(a).4.1.

24(a).4.3" Inmediatamente antes de su aplicación en el gel mezclar:

- I Volumen de la fracción soluble obtenida según 24(a).4.1.
- I Volumen de solución de glicerol al 40% [24(a).3.2.7].
- Ih Volumen- de solución Azul de Bromofenol al 1/1.000

[24(a).3.2.6J.

24(a):4.4 Preparación del Gel de Poliacrilamida.

Preparar ~el laminar de espesor comprendido entre O,S mm y
1 mm. Para SO mi de la solución de acrilamida-bisacrilamida. añadir O,S
011 de solus;ión de persulfato amónico al lO% [24(a).3.2.4J, desairear en
un Kilasato mediante vacío y añair como agente polimenzante SOI.l! de
TEMED [24(a).3.2.51. .,

24(a).4.5 Electroforesis.

Colocar el gel en el aparato de electroforesis y llenar las camaras.de
los elcctrodos con el tampón pH 8.3 [24(a).3.2.3].

Aplicar con microjeringa en cada uno de los pocillos del gel un
volumen comprendido entre 10 ,.11 Y 201,11 de. las soluciones obtenidas
según 24(a).4.~, tanto de la muestra como de los palrones..
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La c1cctroforcsis se realiza a'60 roA (120·Y) dejando correr el frente
hasta Que la línea de azul de bromofcnol esté a 0.5 mI del extremo
inferior del gel. La duración es aproximadamente de tres horas.

24(a).4.6 Métodos de linción.
24(a).4.6.1 Tincion con azul Coomassic R-250.
Una vez completada la elcctroforcsis, introducir-el gel sucesivamente

en:

1.0 La solución fijadora 24(a):3.3.I.1: Una hora.
2.° La solución decolorante 24{a).3.3.l.2: Diez minutos.
3.° La solución de ¡inción 24(a). 3. 3. 1.3: Doce horas.
4.° La solucióndcco!orantc 14(a);3.3.1.2; que se renovará con

fnxllcncia. hasta eliminar el fondo.

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

Una ,"el completada la elcctroforesis, introducir el gel sucesivamente

24(a)7 Referencias.

24(a)7.1 Ramos.~M.: Juárez, M. (1986): (Chromatographie, elce
trophorctic and immunological methods for dctecting mixtures of milks
from difTcrcnt spccies».-

24(a)7.2 Amigo, L; Santamaría, G.; .González del Llano, D.;
Ramos, M. (1986): «Polyaerilamidc gel c1cctrophoresis of whey proteins
in cheeses lTIede from milk ofdifferent species. Milk the vitalforce», XII

.Interna!. Dairy Congress. The Hague, '152.
24(a)7.3 Amigo, L.: Calvo; M.; Ramos, M. (1987): «Quantitative

dctermination cow's milk in goat"s andewe's milk by PAGE using a
internal standard». JI Congreso Mundial de Tecnologia de Alimentos,
Bar(clona, IS·j.

24(a)7.4 Calvo. M. M.; Amigo, L.; Olano A.; Martín, P. J.; Ramos,
M. (1989); «Efli"'Ctof thermaltreatmcnts on the detfrmination ofbovine
núlk addcd to ovine or caprine milk)). Food Ch~mistry 32 (99-108).

-.en:

obtenido para la muestra.

BSA

24(8) DETERMINACIÓN DE LECHE DE CABRA EN LECHE DE OVEJA
(MÉTODO INMLINOLÓOICO)

24(b)4 Procedimiento.
24(b)4.1 Obtención de la fracción sérica.

Añadir el 10 mi de leche, una gota de cuajo de titulo 1/10.000
[24(b)3.I], mezclar, incubar a 37° C durante cinco a diez minutos y
centrifugar a 3.000 r.p.m. durante -diez minutos. Tomar con cuidado el
lactosuero evitando arrastrar materia grasa. .

24(b)4.2 Preparación de Ja curva patrón.

Preparar mezclas de leche de cabra enleche de oveja en cOncentra
ciones del 2%, 5%, 10% Y 20%.

la fracción sérica de los patrones se obtiene siguiendo el procedi·
miento descrito en 24(b)4.I.

24(b)4) Inmunodifusión.

Depositar' con la ayuda de una microjeringa, 10 fJl de la fracción
s¿'ri.ca preparada según 24(b)4.1 de cada uno de los patrones y de la
muestra a analizar en los pocillos de una· misma placa. Dejar difundir.
de doce a veinticuatro horas a 37° e en una cámara húmeda (estufa
hcrmetica regulada a 37~ e en cuyo fondo se coloca un pliego de papel
de filtro humedecido con agua). . .

24(b)1 Principio.
El mé'todo está basado en la precipitación de las inmunoglobulinas

·de la leche de cabra por la acción de un antisuero específico.
La muestra es depositada en los pocillos practicados en una capa de

agar que contiene el antisuero es'pecífico de la leche de cabra,
Cuando la muestra contiene leche de cabra se· produce una reacción

que se observa en fomla de halo alrededor del pocillo donde se había
depositado dicha muestra. El diámetro de este halo es propqrcional a la
,concentración de leche de cabra. '

El .método es aplicable a la lecl1e cruda o pasterizada a una
;tcmperatura máxlma de 74- C, durante un tiempo máximo de treinta
segundos, fresca o conservada mediante congelación o adición de
dj~rom,!lo'potásico,

24(b)2 Material y aparQ1os.
~24(b)2.1 Material de uso c-arriente en laboratorio.
24(b)2.2 Centrifu¡¡a.
24(b)2.3 Microjenn~.
24(b}2.4 Placas Petnpreparadas con agarconteniendo el antisuero

específico de lecbe de cabra. En la capa de agar. se han practicado 10
pocillos cilíndricos.

24(b)2.5 . Estufa regulada a 37' C.
24(b)2.6 Ae;itador magnético o equivalente.
24(b)2.7 DIspositivo de lectura: Lupa equipada con mic"rómetro o

un rctroproyector: En su defecto se puede utilizar un doble decímetro
graduado al medio milímetro;

24(b)3 Reactivos.
24(b)3.1 Cuajo de título 1{IQ.ooo.
24(b)3.2 Solución de cloruro sódico a 9{l.ooo.
24(b)3;3 Solueion acuosa de glicerol al 5% (VfV).
24(b)3.4 Solución acuosa de ácido acético al 2% (Y/V).
24(b)3.5 Solución de tinción:

- Negro amido: I g.
-Solueio" acuosa de ácido acétieo.aI2% (V{V~ 1.000 mi [24(b)3.4].

,24(b)3.6 Solución acética de gliceroJ:· .,:!.

- Glicerol: 5 mI. ' ~ .
- Acido Acético glacial: 2 mI.
-. Agua destilada: Hasta 100 mI. .

o
C
B
A

2

+

1

24(a)5.3 Cw.nlificacióR..

Como se puede observaren el diagrama, la Plaetoglobulina de leche
de cabra presenta una menor movilidad electroforética que Ja a
lactoalbúmma y la p lactoglobulina de oveja. Al aumentar el p?rcentaje
de leche de cabra presente en la muestra, aum~nta la intensIdad .de la
banda correspondiente a la B lactoglobulina de la leche 'de cabray. por
tanto, aumenta la altura del pico obtenido en el densitograma

,Medir la altura del pico de la p lactoglobulina de leche de cabra y del
pico de la seroalbumina (BSA). A partir' de los datos obtenidos para los
patrones, resulta la recta de regresión y .. ax + b, donde

altura ~ 19 cabra
y • -~--=---=-~,=-=-='---

altura BSA
x .. Porcentaje de leche de cabra.

El porcentaje . 'de' leche de cabra ~n la· muestra' se determina
sustituye~doen la recta de regresión calculada con los patrones, el valor

altura p 19 cabra

Olas;"'rila c]cctrofo"¿tko dc laspm. .
tcinas de suero. 1) leche de cabr1.

2) leche de oveja

A) Scroalbúmina (BSA).
8) ¡r Lactoglobulina de cabra, '
C) 11 LaclOlllbtimina (cabra y

oveja).
O) ti Laetoglobulina de oveja.

1.0 La solución defijaciónjtinción 24(a)3.3.2.1: Doce horas_
2. (l Agua destilada, que se renovará con frecuencia: Una hora.

24(a)5. Interpretación de resultados.

24(a)5.1 Identificación de,las bandas. ,
En el diagrama se observa el orden de las bandas de las proteínas de

mcnor a mayor movilidadelectroforética en la leche de .cabray en la
leche de oveja. '

24(a)5.2 Densitometría.
Medir la intensidad de las bandas con densitómetro a una longitud

de onda de 560 om si 'Se utiliza Coomassie R~250 en la tinción y de
,600 nm si seutilíza el método del Coomassie G-250: .'. .

24(a)6 r.J.:presión de resultados.

Expresar. el contenido en leche de cabra según los siguientes
intervalos:

- Meno'r del 5 por 100:-
- Entre el 5 y el \0 por 100.
- Entre el la y e120 por 100.
- Mayor del 20 po'r. 1OO.
Siendo el límite de detección práctico del2 por 100 de leche de cabra

en leche de oveja.
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24(b)4.4 Tratamiento de la placa.

Lavar la placa dentro de la solución de cloruro sódico al 9/1.000
[24{b}3.2] bajo agitación durante oc110 a doce horas;-

Llenar la placa, con la solución acuosa de. glicerol al 5% VIV

1
24(b)3.3J y mantenerla llena diez mittutos. Depositar en la superficie de
a saludon un disco de papel'(le~fiItro-del mismo dUimetro que el de la
placa, dejándolo deslizar hasta el fondo. Mantener el disco de papel de
filtro contra el agar mientras se elimina la solución de glicerol. Verificar
que no haya presencia de burbujas de aire.

Dejar secar veinticuatro horas o acelerar el proceso con la ayuda de
un secador de aire, manteniendo la distancia que permita no sobrepasar
Jos 45° e a 50° e al nivel de la placa.

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

Teñir, durante quince, minutos, con la solución de-tinción 24(b)3.S.
lavar,-·durante unos minutos cada vez, tres o cuatro veces, con la

solueión de Acido Acético al 2% [24(b)3.4] para eliminar el fondo~

. Enjuagar durante ci,nco minutos en la solución acética -de glicerol
[24(b)J.6). Vaciar y dejar secar.

24(b)4.5 Lectura de los resul~dos.

Medir los diámetros de'los halos con la ay~ de un doble decímetro
graduado -al medio milímetro o mejor con -una lupa equipada con
micrómetro 'o con un retroproyector. '

" 24(b)S~ Interpretación de los resultados.

24(b)5.1 Curva de calibrado.

En un papel milimetrado trazar la cu~a~ llevando en ordenadas los
diámetros de los halos obtenidos. con las mezclas preparadas para- la
curva patrón y en abscisas las raí~s cuadradas de las concentraciones en
leche de cabra. -

24(b)5.2 Detenninación del porcentaje de. leche' de cabra en la
muestra. I , .,' - .

Llevar sobre la curva de calib-rado el diámetro medido para la
'muestra. Elevar al cuadrado el dato obtenido para expresar el resullado
en porcentaje de leche d~ cabra.

24(b)5.J Limite de deticción.

!La técnica descrita permite detectar un J% de leche de. cabra en leche.
de oveja.

24(~)6 Obsen'aciones.
24(b)6:1 _ Una reacción. negativa debe' obligatoriamente. ser confir~

macla por la técnica electroforética de las proteinasdel suero (24(a).:
J?eterminación delech¡; de cabra en leche de oveja (Método Electroforé-
lICO)}. " ""

24(b)6.2 En el caso de una reacción positiva, se tendrá en cuenta
que el resultado obtenido puede ser inferior al valor real, dado el efecto
de un trataminto térmico efectuado en condiciones de temperatura y/o
de tiempO superiores a los fijados en 24(b)I. , . "

24(b)7 Referencia.. _

JournaJ Officid de la. Republique Fran~i"'~ O·' ~c Junio de 1978}.

10. E?t::"!';:..:'.'C"GÓN DE LA' GR.ASA EN MANTEQYILLA

iÚ.I Principio.

Scparación de las fases acuosa y grasa mediante fusión, decantación
y filtración.

10.2 .' .\laterial y aparatos.

10.2.1 Estufa de dcsecación.

10.3 Procedimiento.

Tomar aproximadamente 50 g de la muestra de mantequilla en una
cápsula de porcelana e introducirla en una estufa de desecación a una
temperatura entre 45" C y 50" e hasta separación de las fases acuosa y
gro.sa. Separar la capa grasa por decantación y filtrar a través de papel
dc filtro seco, evitando que pase la fase ac:uosa, manteniendo una
tCJ:!lpcratura de unós 40" C.

10.4 Referencias.

l. Norma Internacional FIL~IDF 32: 1965.

7. NI-TRATOS y NITRITOS EN QUESOS

7.1 Principi,}.
Tratamiento de la muestra con agua caliente, precipitación de la

gras~ y proteína y filtración.

Reducción en una porción del filtrado del nitrato a nitrito, por medio
de una columna de cadmio.
. '. Desarrollo de una reacción coloreada en alicuotas del filtrado no
reducida, pOr adición de sulfartilamida y cloruro de N·l naftiletilendja~
mina. Medición de la absorbancia de la solución obtenida a 538 nm.

7.2 Material y aparatos.

7.2.1 Aparato, apropiado para triturar la muestra.
7.2.2 Mezclador-homogeneizador con recipiente de vidrio de 250

y 400 mI.
7.2.3 Papel de filtro de poro medio, de 15 cm de diámetro, exento

de nitratos y nitritós. . _ . . .
, 7.2.4 Columna de reducción similar a la de la figura,'

7.2.5 Colorímetro fotoeléctrico o espectrofotómetro que permita
lecturas a una longitud de onda de 538 nm.

7.3 ~eactivos.

7.3.1 Gránulos de cadmio de diámetrd aproximado 0,3 a 0.8 mm.
7.J.2 Solución de sulfato de cobre (11). Disolver 20 g de sulfato de

cobre (11): pentahidratado en agua y diluir a 1:000 mI.
7.3.3 ., Solución tampón pH 9,6 a 9;7. Diluir 50 mi de á,ido

. clorhídrico concentrado (d - 1,19 ,g/mI) con 600·ml de agua destilada.
Después de mezclar anadir 140 ml de solución de amoníaco aJ 25%
(p/p). Diluir a-I.ooo mi con agua y I!lezclar.

Ajustar el pH a 9,6-9,7 si es 'necesario. ' . . .
7.3.4 Acido clorhídrico 2 N, 'Diluir 160 mI de ácido c1orhidrico

CQntenlrado Id - 1,19 g/ml}a 1.000 mI con agua. . .
7.3.5 Acldo'<:1orhídrico 0,1 N. Diluir SO mi de la solución 7.3.4 a

'1.000 mi con ll$ua.. '. . .
7.3.6 SolUCión de sulfalo de zinc. Disolver 53,5 g de sulfato de zinc

(ZnSO,.7H¡0) en agua y diluir a 100 mI.. .
. 7.:l.7' SOlución de ferrocjanuro potásico. Disolver 17,2 g de ferrocia~

nuro potásico (K.afe (CN)..JH¡O) en agua.y diluir a 100 mI. .
.1.J.8 Solución EDTA. Disolver JJ,5 g de EDTA (Na, CIO H14 N,

O,.2H,O) en agua ydiluira-IJlOO mI.
7.3.9· Solución de ,ácido tlorhídrico (Sol.l). pi1uir 540 ml de ácído

clorhídrico concentrado (d - 1,19 g/mI) a 1.000 mi con agua.
7.3.10 Solución de sulfanilamicfa (SeUI). Disolver, calentando en

baño dea8ua 0,5 8 de sulfanilamida (NH, C, H, SO, NH,) en una
mezera de· 75' mI' de agua '.y 5 mi de ácido clorhidrico concentrado
(d- 1,19 g/mi). Enfriar a temperatura ambiente y diluir a 100 mi con
agua. Filtrar si es 'n~sario; '." .. .

7.3.11 Solución de naftiletilendiamina (501.111). Disolver.O,1 g de
cloruro de NI naftilendiamina (elO H1 NHCH2.NH2. 2HCL) en agua.
Diluir a 100 mi con agua. Filtrar si es necesario. . ,

Esta soluc;ión se puede conservar hasta una semana en refrigerador
cn un recipienle oscuro bien cerrado. . ,

7.3.12 Solución patrón de nitrato de:'sOdio. Disolver en agua
0,150.'. de nitrito"de sodio deséc~do a peso constante a 110-120 "C,
diluir a 'I.lm mi con l!gua y mezclar. En el momento de su empJ¡::~, '
diluir 19 mi de esta solución con 20 mI de solución ~amp6lí (íj.3) y
diluir a 1.000 mi COI) agua. 1 mi dlj ~sta·~.;hj~íón final contiene 1,00 g
<le NO,. '." .. -

.. 7.3. P 8e,hiéión patrón de nitrato de potasio. Disolver en agua
!At.:.-g de nitrato de'pOtasio desecado a pesoconstante,a 110-120 ·C
y diluir a 1.000 mi con agua. En el momento de su empleo diluir 5 mI
de la solución tampón (7.3.3) y diluir a 1.000 mi con agua. I mi de esta
solución final contiene 4,5 g de NOJ.

J.4p,rocedimiento. .-'

7.4.1 Preparación de lacoll;lmna ~e cadmio.
, '7.4.1.1 Llevar los gránulos de cadmio (aproximadamente 40-60 g
para cada columna) a un erlenmeyer de 250 mI. Añadir suficiente
solución de ácido clorhídrico 2 N (7.3.4) para cubrir el.éadmio. Agitar'
durante unos minutos.' .

Decantar la solución y lavar el cadmio en el matraz con agua hasta
que esté libre de cloruros.

Añadir la solución de sulfato de cobre (11) (aproximadamente .2.5 mi
por g. de cadmio) y agitar durante un minuto.

Dccantar la solución y lavar el cadmio cuprizado inmediatamente
con agua, teniel1do cuidado de Que el cadmio esté cubierto con agua en
lodo mom~nm:'Tertninarel lavado cuando el agua esté exenta de cobre
precipitado: I

- 7.4.1.2 Llenar la columna con agua (ver figura) y llevar el cadmio
cupri18do 'a la misma, con la minima exposición al aire. La altura del
cadmio debe ser de 15 a 20 centímetros. Se debe evitar Que queden
atrapadas burbujas de aire entre los gráf1ulos de cadmio y que el nivel

.del liquido quede ~r debajo de la parte superior del cadmio.
7.4.1.3 Acondicionar la columna haciendo pasar una mezcla de

750 ml de agua, 225 mi de solución patrón de nitrato de potasio
(7.J.1.2),20 mi de solución tampón (7.J.J) y 20 mi de solución EDTA
(7.3.8) a un flujo no superior a 6 mljmin.

Lavar la columna con 50 mi de agua.
7.4.2 Comprobáción de la capacidad de reducción de la columna.
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7.4.2.1 Pipetear 20 mi de solución patrón de nitrato de potasio
(7.3.1.2) y llevarlos al depósito superior de la columna. Añadir inmedia·
tamente S mi de solución tampón (7.3.3). Eluir a un flujo no superior
a 6 mi/mio y recoger el eluido en un matraz aforado de 100 mI. Cuando
1;1 depósito se ha vaciado casi completamente. lavar las paredes del
mismo con 15 mI de agua y repetir esta operación con otros 15 mi de
agua. Cuando esta segunda porción de agua ha pasado a la columna,
llenar completamente el depósito con agua y eluir con la máxima
velocidad de flujo posible. '. .

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

7.4.2.2 Pipetear 10 mi del eluido a un matraz-aforado de 100 mI.
Añadir agua, hasta un volumen aproximado de 60 mi y proceder de la
forma especificada en (7AS);

Si la concentración de nitrito en el eluido determinada a partir de la
curva de calibración (7.4.9) está por debajo de 0,63 g de N02 por mi (95
por 100 del valor teórico), se debe degenerar la columna, 100 por 100
del rendimiento corresponde a 0,66 g de nitritos por mI.

7.4.3 Regeneración de la columna: La columna..se debe regenerar
cada día después de su empico, o más frecuentemente si se observa una
pérdida de eficacia, de la siguiente manera: Añadir 5 mi de la soludón
EDTA (7.3.8) Y 2 mi de ácido clorhidrieo 0.1 N (7.3.5) a 100 mI de
agua. Pasar la mezcla a través de la columna a un flujo aproximado de
10 mI/min. Cuando el depósito se' ha vaciado, lavar la columna con
agua, solución de HCI 0,1 N yagua sucesivamente.

Si la columna no muestra todavía una eficacia satisfactoria, repetir
el procedimiento especificado en 7.4.1.3.

7.4A Preparación de la muestra: Antes dcl análisis quitar la corteza
o la capa superficial, de modo Que se ob~enga una muestra representa
tiva del QUeso tal y como se consume habitualmente. Triturar la muestra
con un triturador u otro aparato apropiado y mezclar cuidadosamente,
evitando las pérdidas por evaporación.

La muestra así preparada se conservará en un recipiente cerrado
hasta el momento del análisis, que se realizará tan pronto como sea
posible. Si el retraso es inevitable se deben tomar todas las precauciones
para· asegurar la conservación de la muestra y para prevenir la
condensación de humedad en la ,superficie interior del recipiente.

7A5 Extracción y:desproteinización: Pesar con I?redsión de 1 mg,
lO 'g de muestra y lIevafJos al recipiente de vidno del mezclador
homogeneizador. Añadir gradua~mente 164; mI de a~uaa 59-5~"C.
Mezclar hasta que el queso esté bien suspendido. Añadir en el siguiente
oi·den:·6 mI de solución de sulfato de zinc (7.3.6), 6 011 de solución de
ferrocianuro potásico (7.3.7) y 20 mI de solución tampón (7.3.3)a la
suspensión de queso, agitando cuidadosamente después'de cada adición.
Después de tres minutos filtrar a través del papel de filtro, recogiendo _
el filtrado en un erlenmeyer de 250 ,mi. _

Es necesario obtener ,un filtrado transparente. Por esta razón, en
algunos quesos puede ser necesario anadir una cantidad mayor de
reactivos de precipitación, disminuyendo en este caso la. cantidad. de
agua en la misma proporción. . . . ,

7A.6 . Reducción de nitrato a nitrito: Pipetear 20 011 del filtrado
obtenido tu'e! !!J3rtado.anterior y operar de la misma forma que en el
apartado (7.4.2.1). . .. ..

7A.7 Preparación de la solución para jci ~~:~!mm~CI~n de nltnto en
la muestra: Pipetear 20 mI del filtrado del apartado 7.4.~ =~ un matraz.
aforado de 100' ml'y completar con as;ua. Mezclar bien.

7.4.8 Determinación colorimétnca: Pipetear alícuotas iguales
dependiendo del contenido probable en nitritos, de 'a solución 7A.7 y
del eluido del apartado 7.4.6 en matraces aforados de 100 mI. Añadir
agua hasta un volumen aproximado de 60 011. Añadir 5 011 de solución
1 (7.4.9) Y 5 mI de la solución 1I (7.3.10). Mezclar cuidadosamente y
dejar reposar la solución durante cinco minutos a' temperatura ambiente
protegiéndola de la I.uz solar directa. _

Añadir 2 mi de solución IIL Mezclar cuidadosamente y del·sr reposar
cinco minutos a temperatura ambiente al abri$o de la luz so sr- directa.
Completar hasta 100 mi con agua y mezclar bien. Medir en el plazo de
Quince minutos la absorbancia de la solución frente al ensayo en blanco
(7.4.10) a una loogitud de onda de 538 nm.

7.4.9 Curva de calibración: Pipetear- 0,2,4,6,8, 10, 12, 16 Y20 011
de la solucióp patrón de nitrito de sodio (7.3.11.) en matraces aforados
de 100 mI. Añadir agua hasta un volumen aproximado de 60 mI.
Llevar a ~abo el procedimiento descrito en (7.4.8). Representar las
absorbanclas obtenidas frente a las concentraciones de nitrito en
microgramos por miliJitro. '

7.4.10 Ensayo en blanco: Llevar a cabo un ensayo en blanco usanQO
todos 105 reactivos, pero sustituyendo 105 10 g de muestra por 4 mI de
agua.

7.5 Cálculo.

7.5.1 Contenido en nitritos:

100.000 X c,Contenido eo NO, (mgJKg) _ "':"::==::';:L
mxV

Siendo:
m 0= Peso en gramos de la muestra. .
c l -= Concentración en microgramos de N02 por 011, obtemdos a

partir de la- curva de calibración, correspondiente: a !a absorban
cia de la solución obtcnida usando el filtrado dilUido (7A.7).

V -= Volumen en 011 de la alícuota tomada en (7.4.8) sobre eltiltrado
diluido (7.4.7).

-'7.5.2 Comenido en nitrato:

(
IOO.000xc2xr )

Contenido en NO, (mgJKg) - 1,35 ---~~- - NO,
. mxV

Siendo:
m Peso en gramos 'de la O).uestra,. .
Cl Concentración en microgramos de N02 por 011, obtenidos a
- partir de la curva de calibración. con·espondiente a la absorban-

cia de la solución obtenida del eluido de la columna.
V "" Volumen en mi de la alícuota tomada del eluido.
r = lOO/rendimiento de la columna.

7.6 Rejcrrucias.

1. Norma Internacional L FlL-IDF 84 A: 1984.

8. DETERMINACIÓN DE LECHE DE VACA EN QUESO DE OVEJA o 'DE
CABRA (MÉTODOELECTROFORÉTICO)

8,.1 Principio.

La fracción s¿rica de la muestra se extrae por adición de solución
tampón a pH 4,6 Y posterior centrifugación. --

Las proteínas de sucro son separadas por electroforesis· en gel de
poliacrilamida a pH 8.3.

Las p lactoglobulinas 'de leche de vaca presentan una, mé!yor
movilidad clcctroforética de las a lactoalbúminas y.las Placto"globuhnas
de la leche de oveja y de la leche de cabra.

El método es aplicable a la leche cruda o pasterizada a una
temperatura máxima de 90 oC, durante treinta segundos. fresca o
conservada mediante congelación o adición de dicromato potásico.

8.2 }'faterÜ;lJ y aparatos.

8.2.1 'Matcrial de uso corriente en labOratorio.
8.2.2 Microjcringa.
8.2.3 pH metro.
8.2.4 Centrífuga.
8.2.5 Equipo de electroforesis.
8.2.6 Fuente de alimentación.

. 8.2.7 Densitómetro.

8.3 Reactivos.

8.3.1 Reactivos para la obtención de la fracción ~rica.

8.3.1.1 Solución de ácido a~tico al 10 por 100.
8.3.1.2 Solución de acetato sódico I N.
8.3.2 Reactivos para la electroforesis.

8.3.2.1 Tampóii ~~ ~os geles pH 8,9.

- Trishidroximetil aminometano: 4Ó¡
- Acido clorhídrico concentrado~ 4 mI.
- Agua destilada: Hasta 1.000 011.

8.3.2.2 Solución de aérilamida bisacrilamitla (T = 9,4 por lOO.
C = 4.2).

- Acrilamida: 9 S.
N N' metilenblsacrilamida: 0,4 g.

- Tampón de los geles: 100 m1.

8.3.2.3 Tampón de los electrodos pH 8,3.,
- Trisidroximetil aminometano: 1,2·g.
- Glicina: 5.8 g. . .. -
- Agua destilada: Hasta 2.000 011.
8.3.2.4 Soludón de persulfato amónico,al 10 por 100 (este reactivo

debe prepararse cada semana).
8.3.2.5 NNN'N' tetramctiletilcndiamina (TEMED).
8.3.2.6 Solución de azul de bromofenol al 1/1.000.
8.3.2.7 Solución de glicerol al 40 por lOO.
8.3.3 Reactivos para la tindón.

8.3.3.1 Tinción con azul coomassie R-250.
8.3.3.1.1 Soludón fijadora.

- Acido sulfosalicílico: 17,3 g,
- Acido tricloroacetico:57,5 g.
- Agua destilada: Hasta 500 mI.

,..
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8.3.3.1.2 Solución_decolorante.

- Etanol: 500 mI.
- Acido acético gJacial: 160 ml.-
- Agua destilada: Hasta 2.000 mI.

8.3.3.1.3 Solución de linción.

_ Azul coomassie bril1ante R·250: 0.46 g.
- Solución decolorante (8.3.3.1.2): 400 mI.

8.3.3.2 Tinción con azul coomassie 0-250.
8.3.3.2.1-- Solución única de fijación y lindón.
;.. Azul coomassie G·250: 1 g.
- Agua destilada: SOO mI. .
-Solución de ácido sulfúrico 2 N: 500 mI.
- Solución dehidró"i~o potásico ID-N.

- - Actdo tricloroacético.
Disolver el azul de coomassie- G·250 en agua destilada y añadir la

solución de ácido sulfúrico 2 N. Mezclar bien agitando durante una hora
y filtrar por papel Whatman número 1. Medir el volumen de filtrado y
añadir 1/9 de este volumen de la solución de hidróxido potásico 10 N.
Añadir ácido tricloroacético a esta disolución hasta que la concentración
final sea den 2 por 100. Esta solución de teñido es estable durante varios
meses si, el pH se mantiene por debajo de 1.- Se. puede utilizar'varias
veces pero es conveniente fi1trarla antes de cada uso.· .

8.4 ProcMi';'~ento.I·· .

:8A.1 Obtención de la fracción soluble 8 pH 4,6. .
, p.e5ar 15 g de Queso previamente triturado,añadir S' mfde soluciÓn'
de ácido acético.al 10 por 100 (8.3.1-.1) Y 5 mi de solución de.acetato
sódico I N (8.3.1.2), homogenei~r y comprobar ron pH metro que el
pH de la mezcla es exactamente 4,6~ Centrifugar a 3.000 r'f.m. durante'
diez minutos y filtrar el sobrenadante a través de un pape de filtro de
velocidad media., . c. • .' _",. -

8.4.2 Preparación de la curva patrón.

Dependiendo del tipo de muestra que, se desea analizar, partiF de
patrones de quesos puros de oveja o de cabra y de vaca, así como
patrones de quesos de mezcla de. vaca en oveja ó de vaca en cabra, en
concentraciones del S por 100. 10 por 100 y 20 por 100. La leche
utilizada pa'ra lá fabricación de'estos quesos patrón podrá ser cruda o
pasteurizada, en este ultimo caso la .leche deberá ser pasteurizada a una
temperatura máxima de, 74 oC durante un tiempo máximo de treinta
segundos. '. . -

La fracción soluble de los patrones se obtiene siguiendo el procedi-
miento descrito en 8.4.1. . . .

8.4.3 [nmedía~ment~ antes de su aplicación en 'gel mezclar.

-Un volumen de la fracción soluble obtenida segun 8.4.1.
- Un volumen de,la solución de glicerol al 40 por 100 (8.3.2.7).
- Medio volumen de la solución azul de bromofenol al 1/1,000

(8.3.2.6). -

8.4.4 Preparación·,del gel de polÍacrilamida.

Preparar el gel laminar dc.espcsor comprendido entre 0,5 mm y 1
mm. Para 50 mi de la solucióh de acrilamida·bisacrilamida. añadir 0,5
mi de solucióli de persulfato amónico al'lO por 100 (8.3.2.4), desairear
en un kitasato mediante vacío y añadir. como agente polimerizante
SO mi de TEMED (8.3.2.S).

8.4.5 -. Electrofo~esis.
. Colocar el gel en el aparato de electroforesis y iienar las cámaras de

los electrodos con d tampón pH 8,3 (8.3.2.3).
Aplicar con microjeringa en cada uno de los pocillos del gel un

volumen 'comprendido entre 10 ¡.tI Y 20 ¡.tI de las soluciones obtenidas
segun 8.4.3, tanto de la_muestra como de los patrones.

La e1cctoforesis se realiza a 60 mA (220 V) dejando correr el frente
hasta que la linea del azul de bromofenal esté a 0,5 mm del extremo
inferior del gel. La duración es aproximadamente de tres horas.

8.4.6 Métodos de tinclón.

8.4.6.1 Tinción con azui coomassie R-250.
Una vez completada la electroforesi:;. introducir el gel sucesiva-

mente en:

1.0 la solución fijadora (S.3.3:1.1): Una hora.
2.° La solución decolorante (8.3.3.1.2): Diez minutos.
3.0 la solución de tinción (S.3.1.3): Doce horas.
4.° La solución decolorante (8.3.3.1.2), que se renovará con fre

cuenda, hasta eliminar el fondo.

8.4.6.2 Tinción con azul toomassie G-250.
Una vez completada la eleciroforesis, introducir el gel sucesiva

mente en:

1.0 La solución de fiiación/tinción (8.3.3.2.1): Doce horas.
2.0 .Agua destilada, que se renovará con frecuencia: Una hora..

8.5 Iníerprelación deresullados

S.S.I Identificación de las bandas
En el diagrama se observa el orden de las bandas de las proteínas de

menor a mayor movilidad electroforética en cada una de las especies:

+ F

1
E

D
'------ e

B

---------- A

2 3
Diqrama electroforttico de las pn)l~¡na:5 de
suero de:-ljLeche de ~aca. 2)l.el:he de

c:ab~, 3) Leche de oveja

A) Scro.lbúmina (BSA). •
Bl 11 LxtoskJbulina de cabra. . . '

.• C) o: Lac\oalbúmlnD (cabra y oveja).
D) u Ulcloalbuminll de vaca y ~ lactoglo

bulinl de oveja.
El
f

, p, Lacloslobuhna B de vaca..
po LActo¡lobulina A de V8g.

8.5.2 Oensitometria
Medir la intensidad de las band3s con densitóinetro a una longitud.

de. onda de 560 nm si se utíliza coomassie R·250 en latinción y de
600 nmsi se utiliza el método del coomassie 0·250..

8.5.3 Cuantificación
Como se puede Qbservar en el diagrama, las 13 lactoglobul'inas A y B

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
dícnles a dichas p lactoglobulinas y por tanto aument;a la altura de los
picos obtenid,os en el densitograma.· '. -

Medir las alturas de los picos de las p.lactoglobulinas A y B de leche
de vaca Y. del pico de la seroalbllmina (BSA). A partir de los datos
obtenido:) para los patrones, resulta la recta de regresión y .. ax + b,
donde . ,

. altura ~ lB A + altura ~ lB B
Y- altura BSA

x - Porcentaje de leche de ,:aca.

El porcentaje de leche de vaca en la muestra se deter.mina sustitu
yeñdo en la recta de regresión calculada con los patrones. el valor

altura ~ lB A+ altura ~ 18 B
BSA

obtenido para la muestra.

8.6 Expresión de resultados

Expresar el contenido en leche de vaca según los siguientes inter-
valos:

- Menor del. 5 por 100.
- Entre el S y ellO por 100.
- Entre ellO y el 20 por 100_
- Mayor del 20, por !OO.

Siendo el límite de detección práctico del 3 por 100 en leche de vaca,
en queso de ovcja-o en queso de' cabra.
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9.5.2 DensitometrÍa

Medir la' intensidad de las bandas con densitómetro a una longitud
de onda de S60 nm si se utiliza CoomassieR~250 en la tinción y de
600 om si se utiliza el método del Coomassie G~2S0.

Diagram;l clCClrcfilrclico dc Jas pro
tcínas d~ ·'iucro. 1) Lcchc dc cabra,

2) Lechc dc ovcja

A) ScroalbUmina (BSA).
B) ~ Lactoglobuhna de cabra.
el Q Lacloalbúmina ¡cabra

ovcja).
D) ~ Laetoglobulina dc.ovcja.

9.4 Procedimiento.

9.4.1 Obtención de la fracción soluble a pH 4,6.
Pesar 15 g de queso previamente triturado. añadir S m~ .de solución

de ácido acético al 10 por 100 (9.3.1.1) Y 5 mi de soluclOn (9.3.1.2),
homogeneizar y comprobar con pH metro Que el pH d~ la lT!ezcla es
exactamente 4.6. Centrifugar a 3.000 r.p.m. durante dl~z mmut/?s .y
filtrar el sobran1e a través de un papel de filtro de velOCIdad medIa.

9.4.2 Prcparación de la curva patrón.
Partir de patrones de quesos puros de oveja'y de cabra. así como de

patrones de qucsos de mezcla de cabra en oveja, en concentraciones del
S por 100. 10 por 100 y 20 por 100. La leche utilizada para lafabricación
de estos quesos patrón podrá ser cruda o pasterizada, en este último caso
la leche deberá ser pasterizada a una temperatura 'máxima de 74 oC
durante un tiempo máximo de treiilta segundos.

'La fracción soluble de los patrones se obtiene siguiendo el procedi-
miento descrito en 9.4.1.

.9.4.3 Inmediatamente antes de su aplicación en el gel mezclar.

- I volumen de la fracción soluble obtenida según 9.4.1.
.,. 1 volumen de la solución de glicerol al 40 por 100 (9.3.2.7).
- 1/2 volumen de' la solución azul de brornofenol al 1/1.000

(9.3.2.6).

9.4.4 Preparación del gel de poliacrilamida.
Preparar el gel laminar de espesor c0J!lpr,:ndid~ en!re 0.. 5 mm y .1

mino Para 50 mi de la solución de acnlarnIda-bIsacnlamIda, añadir
0.5 mi de solución de pcrsulfato amónico al. 10 por 100 (9.3.2.4),
desaircar en un Kitasato mediante vacío y añadir como agente polimen
zante 50 1 de TEMED (9.3.2.5).

9.4.5. Electroforesis -
Colocar el gel en el aparato de 'electroforesis y llenar las cámaras de

los electrodos con el tampón pH 8,3 {9.l2.3). .
. Aplicar con microjeringa: en cada uno de los poc~Uos del gel. un
volumen comprendido entre 10 1 Y ~O I de las solUCIOnes obteOldas
según 9.4.3, ;pnto· de la muestra como' de los pat~ones.

La clectroforcsis se realiza a 60 OlA (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 duración es aproximadamente de tres hora~.

9.4.6' Métodos de lindón'

9.4.6.1 Tinción con azul coomassie R-250

Una vez completada la' electrofóresis, introducir el gel sucesiva-
mente en:

1. 0 La solución fijadora (9.3.3.1.I): Una hora.
2. o La solución decolorante (9.3.3.1.2): Diez minutos.
3.° La solución de tinción (9.3.3.1.3): Doce horas. .
4.° La solución decolorante (9.3.3.1.2), Que se renovará con fre~

cuenci,a, hasta eliminar el .fondo. \

9.4.6.2 - Tinción con azul coomassie G,;;250

Una vez completada la electroforesis, introducir el gel sucesi.
vamente en:

1.0 La solución de fijación/tinción (9.3.3.2.l): Doce horas.
_2.° Agua ,destilada, que. se renovará con frecuencia: Una hora.

9.5 Interpretación tje resultados

9.5. J Identificación de las bandas

. En el diagrama !C observa el orden.de las bandas de las proteínas de
menor a maror movilidad eleetroforética en la leche de cabra yen la
leche de· oveja.

D
e
B
A
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9. DETERMINACIÓN DE LECHE DE CABRA EN QUESO DE OVEJA
(MÉTODO ELECTROfORÉTlCO)

9.1 Principio.

La fracción sérica de la muestra se extrae por adición de solución
lanipó_1l a pH 4.6 Y posterior centrifugación.. .

Las prolcinas de suero son separadas por electroforesls .en gel de
poliacrilamida a pH 8,3. . .

La Blaclogl.obulina de leche de cabra presenta una me.n0r movlhdad
eleetroforétic3. Que la a lactoalbúmina y la 13 lactoglobuhna de la leche
de oveja.

9.2 AJa/crial J' aparatos. _

9.2.1 Material de uso corriente en laboratorio.
9.2.2 Microjeringa.
9.2.3 pH n~ctro.
9.2.4 Centrifuga.
9.2.5 Equipo de elcctroforesis.
9.2.6 Fuente de alimentación.
9.2.7 Densitómetro.

9.3 ~.R~actiros.

9.3.1 Reactivos para la obtención de la fracción ·sérica.

9.3.1.1 Solución de ácido acético al 10 por lOO.
9.3.1.2 Solución de acetato sódico I N.

9.3.2 Reactivos para ia electroforesis.

9.3.2.1 Tampón de los geles pH 8,9.

- Trishidroximetil arninometano:" 46 g.
- Acido clorhídrico concentrado: 4 011.
- Agua destilada: Hasta 1.000 mI.

9.3.2.2 Solución de acrilamida disacrilamida (T - 9,4 por IDO,
e ~ 4,2).

- Acrilamida: 9 g.
N N' Metilenbisacrilamida: 0,4g.
Tampón de los geles: lOO mI.

9.3.2.3 .Tampón de los electrodos pH 8,3.

- Trishidroximetil aminometa~lO: 1,2 g.
- Glicina: 5,8 g..
- Agua destilada: Hasta 2.000 mI.

9.3.2.4 Solución de persulfato amónico al 10 por" lOO (este reactivo
dcbc prcpararse cada semana):. •

9.3.2.5 NNN'N' Tetrametiletilendiamina (TEMED).
9.3.2:6 Solución de azul de bromofenol al 1/1.000.
9.3.2.7 Solución de glicerol al 40 por lOO.

9.3.3 Reactivos para la Unción:

9.3.3.1 Tinción con azul' coomassie R·250.

9.3.3.1.1 Solución fijadora.

- Acido sulfosalicilico: ~ 7;3 g.
:- Acido tricloroacético: 57,3 g.
- Agua de~tilada: Hasta 500 mI.
9.3.3.1.2 Solución decolorante.

Etanol: 500 mI.
- Acido acético glacial: 160m!.
- Agua destilada: Hasta 2.000 mI.
9.3.3.1.3 Solución de lindón.

- Azul coomassie brillante R·250: 0,.46' g.
- Solución decglorante (9.3.3.1.2): 400 mI.

9.3.3.2 Tindón 'con azul coomassie G-250.

9.3.3.2.1 Solución única de fijación y tindón.

- Azul coomássie'G:-250: I g.
- Agua destilada: sao mI.
- Solución de ácido sulfúrico 2N: sao mI.
- Solución de hidróxido potásico: ID N.
- Aeido tricloroacético.

Disolver al azul de coomassie G-250 en agua destilada y añadir la
solución del ácido sulfúrico 2N. Mezclar bien, agitando durante una
hora, y filtrar por papel Whatman número 1. Medi.r: el volu.me." de
filtrado y añadir 1/9 de este volumen de la soh~clon .de hU:!;'óXíCO
potásico 10 N. Añadir ácido tridoroacético a esta dIsolu.c~ón hasta 'que
la concentración final sea del 12 por 100. E~!a soiución ,de leñ!do es
estable durante varios meses si el pH ~ mantiene por debajo de 1. Se
puede utilizar varias Y~'2:' pero es conveniente filtrarla antes de
cada uso.
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9.5.3 Cuantificación

Como se puede observar en el diagrama. la j3 lactoglobulina de leche
de ·cabra ~rcscnta umi menor movilidad elcetroforética que la a
lactoalbúnllna y'la 13 lactoglobulina.dc.oveja. Al aumentar el porcentaje
de leche de cabra presente en la muestra, aumenta la intensIdad de la
banda correspondiente a la B lactoglobulina de la leche de cabra Y. por
tañlo, alJmenta la altura del pico obtenido en el densitograma.

Medir la altura del pico de la 13 iactoglobulina de leche de cabra. y el
pico de la seroalbúmina (BSA). A partir de los.datos obtenidos para los
patrones. resulta la recta de regresión 'i - ax + b, donde

___....:a~ltu':ra:.:..~~I.!!g.:c~a':br~a:-.:.:-._y-
altura OSA

x - Pqrcenlaje de le.che de cabra.

El porcentaje de la Icche de cabra en la muestra se determina
sustituyendo en la recta de regresión c~1culada con los patrones, el valor

obtenido para la muestra.

9.6' Expr.esi6n de resultados

Expresar el contenido en leche de cabra' según los siguientes
intervalos:

. - Ménor del- 5 por 100.
- Entre el 5 y. el 10 por 100.
- Entre el 10 y el 20 por 100:
- Mayur del 20 por 100..

Siendo el límite de detección 'práctico de~;; Por 100 de leche de cabrá
en queso de oveja
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DISPONGO:

Artículo .1.° lo Se modifica el, artículo·9.o de la Reglamentación
Téchico-Sanitaria·para la Elaboración, Circulación y Comercio de Pastas
Alimenticias aprobada por el Decreto 2181'/1975, de 17 de septiembre
(<<Boletín Oficial del- Estado» del 13), a su vez modificado por el Real
Qecre!o 1771/1976, de 2 de julio (<<Boletín Oficial del Estado» del 28),
en lo sigu~ente: '.,'

,1.1. LOs epígrafes referentes,a la «Acidez.d~.la grasa», Que fIguran
en los apartados 1,2, 3.1, 3.2, 3.3,. 3.4 y 3.5, por IQ$ de «grado de acidev).

1.2 Los apartados 4.1 y 4.2 del punto 4 «Pastas Rellenas»); los
apartados- 5.1 y S.l del punto 5 «Pastas Alimenticias F.rescas».

PoP' ·todo.,ello-dicho.artíeulri 9.° queda redactado de la siguiente
forma:. '

. «Artículo 9.0- raracteristicas de laspastástilimenticias.
l. Pastas alimentici4s simples:' . -
f1úmedad(máximo): 12,5. .
CenizaS referidas a sustal\cia seca (máximo): -1,1.'
Acidez expresada en grados (máximo),. referida ,a sustancia seca: 5.
Proteínas referidas a'sustanCia seca N x 5,7 (mínimo): 9,5

2. _Pastasalimenticias· (simples) de calidad 'superior se ajustarán a
I8s-siguientes- características:

Humedad (máximo): 12,5. • - .
Cenizas referidas a sustancia seca (máximo): 0,9.
Acidez expresada en -grados (máximo), reftrida a sustancia seca: 4.
Proteínas ref~ridas a.sustanc13 seca N x 5,7 (mínimo): 11,0. _

l. Pastas alimenticias coqipuestas:

Las pastas alimenticias compuestas pued~n ser:

3.1 . «Al gluten». Enriquecidas exclusivamente· con gluten de trigo:
Humedad (máximo): .12,5.' . '. .
Cenizas referidas a sustaneia seca (máximo): 1.1.
Acidez expresada en.grados (máximo}, "referida a sustancia seca: 5;
Proteinas.refe~das a sustancia seca N.x 5,7·(mínirno): 20,0.

3.2 «Al huevo». Enriquecidas, por lo menos, con tres huevos
enteros de pllina, con un peso total de 150 gramos de ·huevo sin cáscara
por kilogramo de sémola. o 65 gramos de yemas, exclusivamente.

. Cumplirán las siguientes características: .
Humedad (máximo): 12,5.
Cenizas, referidas a sustant::ia seca (máximo): 1,1.
Acidez expresada en gtados (máximo), referida a sustancia seca: 5.
Proteínas referidas a.sustancla seca N x 5,7 (mínimo): 12.5.

3.3 -«A la leche». Enric¡uecidas, al menos, con 2,5 por 100 de leche
en polvo desnatada al 1 por 100 de materia grasa o 250 gramos de leche
natural, entera, parcialmente concentrada o su equivalente en otras
fOrmas de preparación por ~ilogramo de sémola:

Se ajustarán a las siguientes características:
Humedad, (máximo): 12,5.
Cenizas·iereridas a·sustancia seca (máximo): 1,2.
Acidez expresada en grados (máximo), referida a sustancia. seca: 5.
Proteinas ~feridas a sustanCia seca N x 5,7 (minimo): 11,0.

3.4 «Al tomate». Enriquecidas, al menos, con un2 por 100 de
tomate deshidratado. con el 4 por 100 de tomate 'concentrado al 28
por 100 de sólidos totales o también con 200 gramos de tomates
naturales por kilo&ramo de sémola. ;

Humedad. fnráxiino): 12,5.
Cenizas referidas a sustancia seca (máximo): 1,3.
Acidez expresada en grados (máximo), referida a sustancia s~ca: 5.
Proteínas referidas a sustancia seca N x 5,7 (mínimo): 11,0.

3.5 (<A·lasesPjnacas>~. Enriquecidas, al menos, con un 2 por 100 de
espinacas deshidratadas, o con 200 gramos de espinacas naturales por
kilogramo·de sémola. .
. Deberán-ajustarSe ª las siguientesCaracteristicas:

Humedad (maxímo): 12,5. ..
Cenizas referidas a sustancia seca (máximo): 1,5.
Acidez expresada en grados (máximo), referida a sustancia seca: 5.
:proteínas referidas a sustancia seca N x5,7 (mínimo): t 1,0.

EI'presente Real Decreto se dicta al amparo .del artículo 40.2 y_ 40.4
de la Ley 14/1986. de 25 de abril. General de-Sanidad. en relación con
el artículo 2.° de la misma. .

En su virtud, a propuesta de los Ministros de Sanidad y Consumo,
de Industria, Comercio y Turis~o y de Agricultu.ra, Pesca y Alimenta·
ción,oidos los sectores afectados, emitido el preceptivo informe de la
Comisión Intérministerial para la Ordenación Alimentaria, de acuerdo
ton el Consejo de Estado y previa deliberación: delConsejo de Ministros,
en su teunión del día 18 de octubre de 1991, .

BSA,

26242 REAL DECRETO 1534/1991. de 18 de octubre. por id que
se modifican determinados- articulos 'de la Reglamentaci6n
Técnico·Sanitaria para' la Elaboración, Circulaci6n y
Comercio de Pastas Alimenticias aprobada'por el Decreto
ZJ8111975.de 12 de septiembre.

La experiencia adquirida· en la· aplicación de la Reglamentación
Técnico-Sanitaria para la Elaboración. Circulación y Comercio de Pastas
Alimenticias que fue aprobada por el Decreto 2181/1975, de 12. de
septiembre (<<Boletín Oficial del Estado» del 13); modificada por el Real
Decreto 1771/1976, de 2 de julio (<<Boletín Oficial del Estado» del 28),
y por el Real Decreto 2811/1983, de 13 de octubre (<<Boletín Oficial del
Estado») de 11 de noviembre), ha puesto de manifiesto la necesidad' de
sustituir el parámetro «acidez de la' grasa» por' el de «acidez del
producto», expresada en grados sobre «sustancia seca». lo cual conlleva
a una modificación de los valores de dicho parámetro, fijados en el
artículo 9.0-, asi como establecer un mirnmo de humedad en el caso de
las pastas frescas. con el fin de mantener la calidad del producto.
Asimismo se modifica el apartado 10 -acidezgrasa-. del anejo del Real
Decreto 1093/1987, de 19 de junio (<<Boletín Oficial del' Estado» de 8 de
septiembre), sobre modificaCIón de.,los métodos de análisis contenidos
en el anexb de la Reglamentación Técnico-Sanitaria para la Elaboración,
Circulación y Comercio de Pastas Alimenticias, aprobadas por' el
Decreto 2181/1975, de 12 de se'ptiembre. Por otra parte es necesario
aqaptar el· etiquetado de las pastas alimenticias' a las disposiciones
vigentes sobre la materia.

Todo ello sin que lo dispuesto en esta disposición sea obstácuh al
principio de la libre circulación de mercancias establecido· en los
artículos 30 y 36 del Tratado Constitutivo de la Comunidad Económica
Europea. ' .


