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Articulo 3. Expedicion del titulo.

El titulo a que se refiere el apartado 1 del articulo 1
serd expedido por el Rector de la Universidad de Vigo,
de acuerdo con lo establecido en el apartado 2 del articu-
lo 34 de la Ley Orgénica 6/2001, de 21 de diciembre,
y demds normas vigentes, con expresa mencién de este
real decreto que homologa el titulo.

Disposicién final primera.
llo reglamentario.

Habilitacion para el desarro-

Por el Ministro de Educacion y Ciencia, en el ambito
de sus competencias, se dictaran las disposiciones nece-
sarias para el desarrollo y aplicacién de este real decreto.

Disposicioén final segunda. Entrada en vigor.
El presente real decreto entrara en vigor el dia siguien-
te al de su publicacion en el «Boletin Oficial del Estadon.

Dado en Madrid, a 21 de mayo de 2004.
JUAN CARLOS R.

La Ministra de Educacién y Ciencia,
MARIA JESUS SAN SEGUNDO GOMEZ DE CADINANOS

MINISTERIO DE LA PRESIDENCIA

10381 ORDEN PRE/1629/2004, de 2 de junio, por
la que se modifica el anexo del Real Decre-
to 2257/1994, de 25 de noviembre, por el
que se aprueban los métodos oficiales de ana-
lisis de piensos o alimentos para animales y

sus primeras materias.

El Real Decreto 2257/1994, de 25 de noviembre,
por el que se aprueban los métodos oficiales de analisis
de piensos o alimentos para animales y sus primeras
materias, incorpora la Directiva 92/89/CEE de la Comi-
sién, de 3 de noviembre, por la que se modifica el anexo |
de la cuarta Directiva 73/46/CEE, por la que se deter-
minan métodos de analisis comunitarios para el control
oficial de los alimentos para animales; las Directivas de
la Comisiéon 92/95/CEE, de 9 de noviembre vy
92/14/CE, de 29 de marzo, por las que se modifica
el anexo de la séptima Directiva 76/372/CEE, que esta-
blece métodos de analisis comunitarios para el control
oficial de piensos; y las Directivas 93/70/CEE de la Comi-
sién, de 28 de julio, 93/117/CEE de la Comisiéon de
17 de diciembre, por las que se fijan métodos de anélisis
comunitarios para el control oficial de los alimentos para
animales, y 93/28/CEE, de la Comisién de 4 de junio,
por la que se modifica el anexo 1.° de la tercera Directiva
72/199/CEE, por la que se determinan métodos de ana-
lisis comunitarios para el control oficial de alimentos para
animales.

El Real Decreto 609/1999, de 16 de abril, por el
que se modifica el Real Decreto 2257/1994, dio nueva
redaccion a la disposicién final primera, facultando a
los Ministros de Agricultura, Pesca y Alimentacién y de
Sanidad y Consumo, en el ambito de sus respectivas
competencias, para modificar el Anexo cuando ello sea
consecuencia de la modificacién de la normativa comu-
nitaria. En base a esta habilitacidon, el Anexo ha sido
modificado por diversas Ordenes ministeriales. De entre

ellas, la Orden de 24 de junio de 1999 por la que se
aprueban diversos métodos oficiales de analisis de ali-
mentos para animales (piensos y sus primeras materias),
traspone, entre otras, la Directiva 98/88/CE de la Comi-
sién, de 13 de noviembre, por la que se establecen direc-
trices para la identificacidon de los componentes de origen
animal y el célculo de sus cantidades mediante examen
microscopico a los efectos del control oficial de los
piensos.

Mediante la presente Orden se incorpora al derecho
interno la Directiva 2003/126/CE de la Comisiéon, de
23 de diciembre de 2003, relativa a los métodos de
andlisis para determinar los componentes de origen ani-
mal a los efectos del control oficial de los piensos, por
la que se deroga la Directiva 98/88/CE.

La presente Orden se dicta en base a la habilitacién
establecida por la citada disposicién final primera del
Real Decreto 2257/1994.

En la tramitacion, la presente Orden ha sido sometida
a consulta de las Comunidades Autéonomas y los sectores
afectados y a informe de la Comisién Interministerial
para la Ordenacion Alimentaria.

En su virtud, a propuesta de las Ministras de Agri-
cultura, Pesca y Alimentacion y de Sanidad y Consumo,
dispongo:
Articulo dnico. Modificacion del Real Decreto
2257/1994.

Se modifica el Anexo del Real Decreto 2257/1994,
de 25 de noviembre, por el que se aprueban diversos
métodos oficiales de analisis de piensos o alimentos para
animales y sus primeras materias, sustituyendo el epi-
grafe 63, «directrices para la identificacién de los com-
ponentes de origen animal y el calculo de sus cantidades
en los piensos mediante examen microscopico», por el
Anexo de la presente Orden.

Disposicion final primera.  Titulo competencial.

La presente Orden se dicta al amparo de lo dispuesto
en el articulo 149.1, reglas 13.2 y 16.2 de la Constitucion,
por los que se atribuye al Estado la competencia exclu-
siva en materia de, respectivamente, bases y coordina-
cion de la planificacion general de la actividad econdmica
y bases y coordinacién general de la sanidad.

Disposicién final segunda. Entrada en vigor.

La presente Orden entrard en vigor el 1 de julio de 2004.
Madrid, 2 de junio de 2004.
FERNANDEZ DE LA VEGA SANZ

Excmas. Sras. Ministras de Agricultura, Pesca y Alimen-
tacion y de Sanidad y Consumo.

ANEXO

«63. Condiciones para la deteccion, identificacion
o estimacién, mediante examen microscoépico, de los
componentes de origen animal presentes en los piensos.

1. Objetivo y ambito de aplicacion.

Las presentes condiciones se aplicaran al realizar exa-
menes microscopicos para detectar la presencia de com-
ponentes de origen animal, definidos como productos
derivados del procesado de cuerpos y partes de cuerpos
de mamiferos, aves de corral y pescado, en el marco
del programa coordinado de controles en el ambito de
la alimentacién animal establecido en el Real Decreto
354/2002, de 12 abril, por el que se establecen los
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principios relativos a la organizacién de los controles
oficiales en el ambito de la alimentacién animal, que
incorpora la Directiva 95/53/CE, del Consejo, de 25
de octubre, del mismo titulo que el Real Decreto, con
sus modificaciones posteriores.

Si se utilizan todos los métodos del presente anexo
en todos los exdmenes oficiales, podra también efec-
tuarse un segundo examen, utilizando variantes de los
métodos o métodos alternativos, para mejorar la detec-
cién de determinados tipos de componentes de origen
animal o precisar mas el origen de dichos componentes.
Por otra parte, en el examen de determinados compo-
nentes animales especificos, como la presencia de plas-
ma o huesos en el sebo, véase el punto 9, podra utilizarse
una variante del protocolo, a condicién de que esos ana-
lisis se realicen como complemento de los previstos en
el programa coordinado de control.

Los laboratorios autorizados o designados para rea-
lizar los analisis a que se refiere el articulo 7 del Real
Decreto 354/2002, de 12 de abril, deberan participar
periddicamente en pruebas de competencia en los méto-
dos de andlisis y el personal de laboratorio que realiza
los andlisis debera recibir una formacion adecuada para
la realizacion de los mismos.

2. Sensibilidad.

En funcion de su naturaleza, las cantidades de com-
ponentes de origen animal de los piensos que pueden
detectarse son muy pequenas (< 0,1 %).

3. Principio.

Para la identificaciéon se utiliza una muestra repre-
sentativa y preparada de forma adecuada, tomada de
conformidad con lo dispuesto en la Directiva
76/371/CEE de la Comisién, de 1 de marzo de 19786,
sobre determinacién de métodos comunitarios de toma
de muestras para el control oficial de la alimentacion
animal, incorporada en el Real Decreto 2257/1994, de
25 de noviembre. El siguiente protocolo es apto para
tratar piensos con bajo contenido de humedad. Los pien-
sos con un contenido de humedad superior al 14 %
deberan secarse (condensarse) antes de ser tratados.
Determinados alimentos animales, por ejemplo, grasas
y aceites, requieren un tratamiento especifico (véase el
punto 9). Los componentes de origen animal se iden-
tifican a partir de caracteristicas tipicas microscoépica-
mente identificables (por ejemplo, fibras musculares y
otras particulas de carne, cartilago, huesos, cuerno, pelo,
cerdas, sangre, plumas, cdscaras de huevo, huesos o
escamas de pescados). La identificacion debe realizarse
tanto a partir de la fraccion de tamiz (6.1) como del
sedimento concentrado (6.2) de la muestra.

4. Reactivos.
4.1 Agentes de imbibicion.

4.1.1 Hidrato de cloral (acuoso, 60 % peso/volu-
men).

4.1.2 Lejia (NaOH 2,59% peso/volumen o KOH
2,5 % peso/volumen) para fracciones de tamiz.

4.1.3 Aceite de parafina o glicerol (viscosidad:
68-81) para las observaciones microscopicas en el sedi-
mento.

4.2 Agentes de lavado.

4.2.1 Alcohol, 96 %.
4.2.2 Acetona.

4.3 Agente de concentracion.
4.3.1 Tetracloroetileno (densidad 1,62).

4.4 Reactivos de coloracion.

4.4.1 Solucidon de yodo/yoduro de potasio (disol-
ver 2 g de yoduro de potasio en 100 ml de agua y
anadir 1 g de yodo, agitando frecuentemente).

4.4.2 Rojo de alizarina (diluir 2,5 ml de acido clor-
hidrico 1T M en 100 ml de agua y afiadir a la solucién
200 mg de rojo de alizarina).

4.4.3 Reactivo de cistina (2 g de acetato de plomo,
10 g de NaOH/ 100 ml de agua).

4.4.4 Solucidon de yodo/yoduro potésico.

45 Reactivo decolorante.

45.1 Solucion comercial de hipoclorito de sodio
(9,6 9% de cloro activo).

5. Equipo y accesorios.

5.1 Balanza analitica (precision de 0,01 g salvo para
el sedimento concentrado: 0,001 g).

5.2 Material de trituracién (trituradora o mortero,
especialmente para los alimentos con mas del 15 %
de grasa en anélisis).

5.3 Tamiz de malla cuadrada con orificios de
0,50 mm de lado como maximo.

5.4 Ampolla de decantacion o vaso de precipitados
de fondo cénico.

5.6 Microscopio estereoscopico (minimo: 40
aumentos).

5.6 Microscopio compuesto (minimo: 400 aumen-
tos) de luz transmitida o polarizada.

5.7 Material de vidrio normal de laboratorio.

Todo el equipo se limpiard a fondo. Los embudos
de separacion y el material de vidrio deben lavarse en
maquina lavadora. Los tamices deben limpiarse con un
cepillo de cerdas rigidas.

6. Procedimiento.

Los alimentos granulados pueden tamizarse previa-
mente si ambas fracciones se analizan como muestras
distintas.

Se trataran al menos 50 g de muestra, cuidadosa-
mente molidos, si fuera necesario mediante el equipo
adecuado (5.2), para lograr una estructura apropiada.
Tomar dos partes representativas de la materia molida,
una para la fraccién de tamiz, al menos 5 g (6.1), y
otra para el sedimento concentrado al menos 5 g (6.2).
Para facilitar la identificacién, pueden utilizarse también
reactivos de coloracién (6.3).

Para indicar la naturaleza de las proteinas animales
y el origen de las particulas, puede utilizarse un sistema
de apoyo a la toma de decisiones (como ARIES) y aportar
muestras de referencia.

6.1 Determinacion de componentes de origen ani-
mal en las fracciones de tamiz.

Se tamizard un minimo de 5 g de la muestra (5.3)
en dos fracciones. La fraccién o fracciones de tamiz con
particulas grandes (o una parte representativa de la frac-
cion) se aplicaran en una capa fina a un soporte ade-
cuado y se observardn sistematicamente mediante el
microscopio estereoscopico (5.5) y en diversas amplia-
ciones para comprobar la presencia de componentes
de origen animal.

Las laminas hechas con la fraccién o fracciones de
tamiz con particulas finas se observaran sistematicamen-
te al microscopio compuesto (5.6) en diversas amplia-
ciones para comprobar la presencia de componentes
de origen animal.
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6.2 Determinaciéon de componentes de origen ani-
mal del sedimento concentrado.

Se transferira un minimo de 5 g (precision de 0,01 g)
de la muestra a una ampolla de decantacién o un vaso
de precipitados de fondo cénico y se tratard al menos
con 50 ml de tetracloroetileno (4.3.1). La mezcla se agi-
tara o se revolverd en varias ocasiones.

Si se utiliza una ampolla de decantaciéon cerrada, el
sedimento deberd dejarse reposar durante suficiente
tiempo (al menos 3 minutos) antes de separarlo. A con-
tinuacién volvera a agitarse y a dejarse reposar durante
al menos 3 minutos. Seguidamente el sedimento volvera
a separarse.

Si se utiliza un vaso abierto, el sedimento se dejara
reposar durante al menos 5 minutos antes de separarlo.

El total del sedimento se secarad y posteriormente
se pesara (precision de 0,001 g). El pesaje sera sélo
necesario en caso de que se requiera una estimacion.
Si el sedimento contiene muchas particulas grandes, pue-
de tamizarse (5.3) en dos fracciones. El sedimento seco
se examinara para buscar componentes éseos al mi-
croscopio estereoscopico (5.5) y al microscopio com-
puesto (5.6).

6.3 Uso de agentes de imbibicién y de reactivos
de coloracioén.

La determinacién microscépica de los componentes
de origen animal puede verse facilitada mediante el uso
de agentes de imbibicién y reactivos de coloracién espe-
ciales:

Hidrato de cloral (4.1.1): al calentarse cuidadosamen-
te, las estructuras celulares pueden apreciarse mas cla-
ramente, gracias a que los granos de almidén gelatinizan
y se elimina el contenido celular no deseado.

Lejia (4.1.2): tanto el hidréxido de sodio como el
hidréxido de potasio clarifican las materias constitutivas
de los piensos, lo que ayuda a detectar fibras musculares,
pelos y otras estructuras queratinicas.

Aceite de parafina y glicerol (4.1.3): los componentes
6seos pueden identificarse bien en este agente de imbi-
bicién, gracias a que la mayor parte de las lagunas se
mantienen llenas de aire y aparecen como agujeros
negros de 5-15 micrémetros.

Solucion de yodo/yoduro de potasio (4.4.1): se utiliza
para la deteccion de almiddén (azul violadceo) y proteinas
(amarillo anaranjado). Si es necesario, las soluciones pue-
den diluirse.

Solucién roja de alizarina (4.4.2): colorante rojo/ro-
sado de huesos, espinas y escamas de pescados. Antes
de secar el sedimento (véase el punto 6.2), el sedimento
total se transferird a un tubo de ensayo de vidrio y se
lavarad dos veces con aproximadamente 5 ml de al-
cohol (4.2.1) (en cada lavado se utilizard un agitador
mecanico y se dejara reposar el disolvente durante
aproximadamente un minuto antes de decantarlo). Antes
de utilizar este reactivo de coloracién, el sedimento se
blanqueara anadiendo al menos 1 ml de solucién de
hipoclorito de sodio (4.5.1). Dejar reaccionar durante 10
minutos. El tubo se llenard de agua y se dejara sedi-
mentar durante 2-3 minutos, tras lo cual se decantara
el agua y las particulas suspendidas. El sedimento se
lavara dos veces mas con aproximadamente 10 ml de
agua (utilizar un agitador mecdnico, dejar reposar y
decantar el agua cada vez). Anadir entre 2 y 10 gotas
o mas (dependiendo de la cantidad de residuo) de la
solucion roja de alizarina. Agitar la mezcla y dejar reac-
cionar algunos segundos. Aclarar el sedimento coloreado
dos veces con aproximadamente 5 ml de alcohol (4.2.1)
y seguidamente enjuagar una vez con acetona (4.2.2)
(cada vez que se use el agitador mecanico, dejar reposar

el disolvente alrededor de un minuto y decantar). Sera
entonces cuando el sedimento esté listo para secar.

Reactivo de cistina (4.4.3): calentados cuidadosamen-
te, los componentes que contienen cistina (pelo, plu-
mas, etc.) adquieren un color marrén oscuro.

6.4 Examen de alimentos susceptibles de contener
harina de pescado.

Se examinaréa en el microscopio compuesto al menos
una lamina de las fracciones de tamiz y de sedimento
de menor granulometria (véanse los puntos 6.1 y 6.2).

En los casos en que la etiqueta indique que los ingre-
dientes incluyen harina de pescado, se sospeche tal pre-
sencia o se haya detectado en el examen inicial, se exa-
minardn al menos dos l[dminas adicionales de la fraccion
de tamiz de menor granulometria de la muestra original,
y se examinara la fraccion total de sedimento.

7. Calculo y evaluacion.

Las Autoridades competentes velaran por la aplica-
cién de los procedimientos descritos en este punto cuan-
do se realice un analisis oficial para estimar la cantidad
(y no sdlo la presencia) de componentes de origen ani-
mal.

El célculo solo puede hacerse si los componentes
de origen animal contienen fragmentos 6seos.

En las laminas microscépicas, los fragmentos éseos
de especies terrestres de sangre caliente (es decir, mami-
feros y aves) pueden distinguirse de los diversos tipos
de huesos de pescado gracias a sus tipicas lagunas.
La proporcion de componentes de origen animal en la
materia de muestra se estima tomando en consideracion:

la proporcién estimada (porcentaje en peso) de frag-
mentos dseos en el sedimento concentrado,

la proporcion (porcentaje en peso) de hueso presente
en los componentes de origen animal.

El calculo debe basarse en al menos tres (si es posible)
[dminas y al menos cinco campos por lamina. En los
piensos compuestos, el sedimento concentrado por regla
general contiene no sélo huesos de animal terrestre y
fragmentos de hueso de pescado sino también otras
particulas del peso especifico elevado como, por ejem-
plo, minerales, arena, fragmentos vegetales lignificados
y similares.

7.1 Valor estimado del porcentaje de fragmentos
6seos.

Porcentaje de fragmentos de huesos de animales
terrestres = (S x ¢)/W.

Porcentaje de fragmentos de huesos y escamas de
pescados = (S x d)/W.

[S = peso (mg) del sedimento, ¢ = factor de correc-
cion (%) para la porcion estimada de huesos de animales
terrestres del sedimento, d = factor de correccion (%)
para la porcion calculada de fragmentos de huesos vy
escamas de pescado del sedimento, W = peso de la
materia de muestra para la sedimentacion (mg).]

7.2 Valor estimado de los componentes de origen
animal.

La proporcion de componentes 6seos en productos
animales puede variar considerablemente. (El porcentaje
6seo en el caso de las harinas de huesos es del orden
del 50-60 % vy en el caso de las harinas de carne del
orden del 20-30 %; en el caso de las harinas de pescado
el contenido de huesos y escamas varia segun la cate-
goria y el origen de la harina, normalmente es del orden
del 10-20 %.)
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Si el tipo de harina animal presente en la muestra
es conocido, pueden hacerse las siguientes estimaciones
del contenido:

Contenido estimado de componentes de productos
de animales terrestres (%) = (S x ¢)/(W x f) x 100.

Contenido estimado de componentes de productos
de pescado (%) = (S x d)/(W x f) x 100.

[S = peso (mg) del sedimento, ¢ = factor de correc-
cion (%) para la porciéon estimada de componentes 6seos
de animales terrestres del sedimento, d = factor de
correccion (%) para la porcion estimada de fragmentos
de huesos y escamas de pescado del sedimento, f =
factor de correccién para la proporcién ésea de los com-
ponentes de origen animal en la muestra examinada,
W = peso del material de muestra para la sedimenta-
cion (mg).]

8. Expresion del resultado del examen.

El informe contendrd al menos los datos sobre la
presencia de componentes derivados de animales terres-
tres y de harina de pescado. Los diversos casos se des-
cribirdn de la siguiente forma:

8.1 En cuanto a la presencia de componentes deri-
vados de animales terrestres:

En el examen microscoépico de la muestra presentada,
no se ha detectado ninglin componente derivado de ani-
males terrestres.

En el examen microscoépico de la muestra presentada,
se han detectado componentes derivados de animales
terrestres.

8.2 En cuanto a la presencia de harina de pescado:

En el examen microscépico de la muestra presentada,
no se han detectado componentes derivados del pes-
cado.

En el examen microscopico de la muestra presentada,
se han detectado componentes derivados del pescado.

En caso de que se detecten componentes derivados
del pescado o de animales terrestres, el informe del resul-
tado del examen puede incluir también, si procede, una

estimacion de la cantidad de componentes detectada
(x %, <0,1%, 0,1-0,5 %, 0,5-5 % o > b %), especificar,
si es posible, el tipo de animal terrestre y de los com-
ponentes animales identificados (fibras musculares, car-
tilago, huesos, cuerno, pelo, cerdas, plumas, sangre, cés-
caras de huevo, huesos y escamas de pescado).

Si se hace una estimacion de la cantidad de ingre-
dientes animales, se indicard el factor de correccioén, f,
utilizado.

Si se identifican los componentes 6seos de animales
terrestres, el informe debera incluir la frase siguiente:

“No puede excluirse la posibilidad de que los com-
ponentes mencionados sean originarios de mamiferos.”

La inclusién de esta frase no sera necesaria cuando
los fragmentos éseos de animales terrestres se iden-
tifiquen como originarios de aves de corral o de mami-
feros.

9. Protocolo opcional para el analisis de grasas o
aceites.

~ En el andlisis de las grasas y los aceites podra uti-
lizarse el siguiente protocolo:

Si la grasa es sdlida, debera calentarse, por ejemplo,
en un microondas hasta su fusion.

A continuacién, se transferirdan mediante una pipeta
40 ml de grasa de la base de la muestra a un tubo
de centrifugacion.

Centrifugar durante 10 minutos a 4000 rpm.

Si, tras la centrifugacion, la grasa se solidifica, debera
calentarse una vez mdas en un horno hasta su fusién.
Repetir la centrifugacién durante 5 minutos a 4000 rpm.

A continuacion se transferird mediante una cucharilla
0 una espatula, la mitad de las impurezas decantadas
a una pequena placa de Petri o a una lamina de micros-
copio, para determinar al microscopio la eventual pre-
sencia de componentes de origen animal (fibras de car-
ne, plumas, fragmentos 6seos, etc.). Como agente de
imbibicién para el examen microscdpico se recomienda
aceite de parafina o glicerol.

Las impurezas restantes se utilizaran para la sedimen-
tacion descrita en el punto 6.2.»



