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e) Cumplen las condiciones previstas por el articulo
6, apartado b), en lo refativo a la tembladera.

f) Son admisibles en una explotacion ovina o caprina
oficialmente indemne de brucelosis o indemne de bru-
celosis (2) con arreglo a lo dispuesto en el anexo A,
capitulos 1 6 2, apartado D, de la Directiva 91/68/CEE.

g) Sise trata de carneros enteros, cumplen/no cum-
plen (2) los requisitos del parrafo c) del articulo 6- de
la Directiva 91/68/CEE.

h} Segln los datos que obran en poder del abajo
firmante y la declaracién escrita presentada por el pro-
pietario, no han sido adquiridos en una explotacion ni
han estado en contacto con animales de una explotacion
en la que se hayan registrado las enfermedades men-
cionadas en el parrafo a) del articulo 6 de la Directiva
91/68/CEE, durante los periodos establecidos en el cita-
do articulo (2).

i}. Han sido adquiridos:

1.2 En una explotacion: ..., (2).
2.° Enun mercado autorizado (2): .o (4).
3.° Enunpaistercero (2); v (4).

i} Han sido transportados directamente sin
pasar/pasando (2) por un centro de concentracion (2),
por un lugar de embarque (2), por un establo de tra-
tante {2), por un puesto de inspeccién fronteriza auto-
rizado (2):

1.° De la explotacion (2), de la explotacién al mer-
cado y del mercado (2).

2.2 Al mercado mismo de embarque en medios de
transporte 0 en contenedores previamente limpiados y
desinfectados con un desinfectante oficialmente auto-
rizado que permite garantizar el mantenimiento del titulo
sanitario de los animales.

VI. El presente certificado serd vélido durante diez
dias a partir de la fecha de inspeccién.

Hechoen ...l 81 e
{dia de inspeccién)

Sello

[Apellidos con maydsculas
y oficio del firmante)

(Firma del veterinario oficial}

(1) Un certificado sanitario seré vélido sdlo para los animales transportados en
un mismo vagdn, camion, avién o barco y con idéntico destinatatio.

{2} Tachese lo que no proceda

{3} Indiquese el numero de matricula de los vagones o camiones, el nimero de
vuelo de lus aviones y el nombre de los barcos.

{4) Indicar {a designacién en su caso.

MINISTERIO DE LA PRESIDENCIA

76 REAL DECRETO 2021/1993, de 19 de
noviembre, por el que se aprueba un método
oficial de analisis de leche y productos licteos.

Las Ordenes de 31 de enero de 1977 {(«Boletin Oficial
del Estado» de 14 al 17 de julio);, 31 de julio de 1979
{«Boletin Oficial del Estado» de 29 y 30 de agosto); 17
de septiembre de 1981 («Boletin Oficial de! Estado»
de 14 de octubre}, 1 de diciembre de 1981 («Boletin
Oficial del Estado» de 20 de enero de 1982}, y 26 de
enero de 1989 («Boletin Oficial del Estado» de 4 de
febrero), establecieron diversos métodos oficiales de ana-
lisis de leche y productos lacteos, siendo necesario com-

plementarlos con otros nuevos que atiendan al control
de las mezclas de leches citadas anteriormente.

Las normas relativas a los métodos oficiales de ana-
lisis de leche y productos lacteos deben tener en cuenta,
principalmente, la proteccién de la salud humana, por
lo que el presente Real Decreto se dicta al amparo del
articulo 149.1.16.2 de la Constituciéon Espariola, y de
acuerdo con lo dispuesto en el articulo 40.2 de la
Ley 14/19886, de 25 de abril, General de Sanidad.

En su virtud, a propuesta de los Ministros de Sanidad
y Consumo: de Agricultura, Pesca y Alimentacién; de
(ndustria y Energia, y de Comercio y Turismo, oidos los
sectores afectados, previo informe de la Comisién inter-
ministerial para la Ordenacion Alimentaria, de acuerdo
con el Consejo de Estado y previa deliberacién del Con-
sejo de Ministros en su reunion del dia 19 de noviembre

de 1993,
DISPONGO:
Articulo dnico.

Se aprueba como oficial el Método de Analisis de
Leche y Productos Lacteos que se determina en el anexo
del presente Real Decreto.

Disposicion adicional tnica.

Lo dispuesto en el presente Real Decreto y el Método
Oficial de Analisis que aprueba se dictan al amparo de
lo establecido en el articulo 149.1.16.2 de la Constitucion
Espafiola y en virtud de lo dispuesto en el articulo 40.2
de la Ley 14/19886, de 25 de abril, General de Sanidad.

Disposicion derogatoria (nica.

~ Quedan derogadas las disposiciones de igual o infe-
rior rango que se opongan a lo establecido en el presente
Real Decreto.

Dado en Madrid a 19 de noviembre de 1993.
JUAN CARLOSR.

El Ministro de |la Prasidencia,
ALFREDO PEREZ RUBALCABA

ANEXO

Determinacién de suero de queseria en leche mediante

‘andlisis de los glicomacropéptidos por cromatografia

liquida de alta eficacia

1. Principio.

El método permite poner de manifiesto la presencia
de suero de queseria mediante la determinacion de
glicomacropéptidos por CLAE, previa eliminacién de gra-
sas y proteinas con &cido tricloroacético.

El método es aplicable a leches liquidas UHT vy este-
rilizadas en el plazo de siete dias a partir de la fecha
de envasado y a leches pasteurizadas y en polvo dentro
del plazo de vida comercial del producto establecido
de acuerdo con las disposiciones vigentes en la materia.

2. WMaterial y aparatos.

1. Material de uso corriente en laboratoric.
2. Equipo de cromatografia liquida de alta eficacia,
que comprenda:

a) Dos calumnas en serie de permeacion de gel TSK
2000 5W (30 cm de longitud, diametro interior de
0,75 cm) o de eficacia equivalente, Alternativamente
puede utilizarse una de estas columnas con precolumna
previa {3 cm x 0,3 cm) rellena de | 125 o material de
eficacia equivalente.

b} Horno de columna con termostate regulado
a 35°C £ 1°C. Se puede trabajar con columnas, man-
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tenidas a temperatura ambiente, pero su poder de reso-
lucién es ligeramente menor. En este caso, las varia-
ciones de temperatura durante una misma serie de ané-
lisis deberan ser inferiores a £ 5 °C.

c) Detector ultravioleta que permita efectuar lectu-
ras a 205 nm.

d) Integrador que pueda integrar de valle a valle.

3. Reactivos.

1. Solucién de acido tricloroacético.

Disolver 240 g de Acido tricloroacético en agua des-
tilada hasta 1.000 mil.

2. Solucion eluyente pH 6,0.

Disolver 1,74 g de fosfato dipotasico, 12,37 g de
fosfato monopotésico y 21,41 g de sulfato de sodio
en 700 ml de agua aproximadamente.

Ajustar, si es necesario, a pH 6,0 con ayuda de una
solucion de acido fosférico o de hidréoxido potasico. Com-
pletar hasta 1.000 ml con agua y homogeneizar.

En caso de utilizar una columna diferente a la TSK
2000 SW emplear una solucion eluyente adecuada.

Esta solucion se debe filtrar antes de su utilizacion
a través de una membrana filtrante de 0,45 pm de dia-
metro de poro.

3. Solucién de lavado y de conservacion de colum-
nas.

Mezclar un volumen de acetonitrilo en nueve voli-
menes de agua.

Filtrar la mezcla, antes de su utilizacién, a través de
una membrana filtrante de 0,45 um de didmetro de poro.

Puede utilizarse cualquier otra solucion de lavado que
tenga efecto bactericida y que no altere la eficacia de
resolucion de las columnas.

4, Muastras patron.

a) Leche desnatada en polvo que responda a las
exigencias del Reglamento CEE nimero 625/78, exenta
de suero de queseria.

b) La misma leche anterior adicionada con un 5
pordTOO m/m de suero de queseria de composicion
media

4. Procedimiento.

1. Preparacion de la muestra.
a) Leche en polvo.

Trasvasar la leche en polvo a un recipiente de capa-
cidad aproximadamente doble del volumen de ésta, pro-
visto de cierre hermético. Cerrar el recipiente inmedia-
tamente y mezclar bien.

Pesar 2,000 g + 0,001 g y afiadir 20,0 g de agua
a 50 °C. Disolver agitando durante cinco minutos con
ayuda de un agitador. Llevar a temperatura de 25 °C.
Anadir en dos minutos 10,0 ml de la solucién de acido
triclorcacético (3. 1) bajo agitacion magnética.

Mantener a 25 °C durante sesenta minutos. Centri-
fugar a 2.200 ges durante diez minutos o filtrar sobre
papel desechando los cinco primeros ml de filtrado.

b) Leche liquida.

Tomar 20 ml de leche y continuar el proceso de igual
forma a la que figura a partir del segundo punto y seguido
del parrafo segundo del apartado a).

c} Patrones.

Aplicar exactamente a la leche en polvo {3.4a) y a
la leche en polvo adicionada con el 5 por 100 de suero
dedqutias1er|’a (3.4.b) el procedimiento descrito en el apar-
tado 4.1.a.

2. Analisis cromatografico.

a} Inyectar de 15 a 30 pl medidos exactamente de
sobrenadante o de fiitrado obtenido segin e! aparta-
do 4.1 en el aparato de cromatografia liquida de alta
eficacia con un flujo de 1, 0 ml/min de la solucién elu-
yente (3.2).

En cada interrupcion lavar las columnas con agua
y en toda interrupcién superior a veinticuatro horas, des-
pués del lavado con agua, se les debe pasar solucion
de lavado {3.3) por lo menos tres horas a un flujo de
0.2 ml por minuto ¢ seguir las instrucciones del fabri-
cante.

b) Antes de proceder al andlisis cromatografico de
las muestras, inyectar el patrén de leche en polvo adi-
cionada con el 5 por 100 de suero de queseria (3.4.b)
preparado segun el apartado 4.1.c} las veces qus sean
necesarias hasta que la superficie y el tiempo de reten-
cién del pico correspondiente a los GMP sea constante.

5. Calculos.

1. En las figuras 1 y 2 se representan los croma-
togramas de una leche en polvo exenta de suero de
queseria (3.4.a} y de la misma lecha en polvo adicionada
con el 5 por 100 {m/m) de suero de queseria (3. 4.b),
respectivamente. El pico lll es el correspondiente a
los GMP.

Con el fin de detectar cualquier anomalia, ya sea debi-
da al rmal funcionamiento del cromatégrafo o de las
columnas, ya sea debido a la muestra a analizar, es nece-
sario observar el aspecto de cada cromatograma antes
de efectuar cualguier interpretacion cuantitativa.

2. Céalculo def coeficiente de respuesta:

P
A(5}— A(0)
donde:

: es el coeficiente de respuesta.

A(B): es el area del pico Hl obtenido en el analisis cro-
matografico del patrén de leche en polvo adi-
cionada con 5 por 100 (m/m) de suero de
queseria {3.4.b}.

A(O). es el area del pico lll, obtenido en el andlisis cro-
matogréfico del patron de leche en polvo exen-
ta de suero de queseria {3.4.a).

P: es el porcentaje de suero de queseria presente
en el patrén (3.4.b), en este caso b.

3. Calculo del drea relativa del pico lll obtenido en

el anélisis cromatogréfico de la muestra (E).

S(E)}=R x A(E)
donde:

S(E). 4rea relativa del pico lll en la muestra (E).
A(E): érea correspondiente al pico lil obtenida en el ané~
lisis cromatografico de la muestra.
R: Coeficiente de respuesta calculado segun. (5.2).
4, Caiculo del area relativa del pico Il obtenido en
el analisis cromatografico del patrén de leche en polvo
exento de suero de queseria (3.4.a).

S(O) = R x A(O)
donde:

S{0). &rea relativa del pico Ill en el patrén de leche
en polvo exenta de suero de queseria {3.4.a).
A(O) 4&rea correspondiente al pico Ill obtenido en el
analisis cromatografico del patron de leche en pol-
vo exenta de suero de queseria (3.4.a). :
R: coeficiente de respuesta calculado segun {5.2).
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5. Calculo del tiempo de retencién relativo del
pico !ll en la muestra (E).

TR(E)
TR(5)

TRR(E) =
donde:

TRR(E): tiempo de retencién relativo del pico Il de la
muestra (E).

TR(E): tiempo de retencidén del pico Il obtenido en
el andlisis cromatografico de la muestra (E).

TR(b): tiempo de retencién del pico Il obtenido en
el andlisis cromatografico del patron de leche
en polvo adicionada con 5 por 100 {m/m) de
suero de queseria (3.4.b).

6. Por la experimentacion, estda demostrado que
existe una relacidn lineal entre el tiempo relativo del
pico |l en la muestra y el porcentaje de suero de queseria
en polvo afadido hasta el 10 por 100:

— Con un contenido < 5 por 100, el TRR(E) es > 1.000.

— Con un contenido 2 5 por 100, el TRR(E) es < 1,000.

— La incertidumbre admitida para los valores del
TRR(E) es de £ 0,002.

7. Célculo de porcentaje de suero de queseria en
polvo presente en la muestra.

W = S(E}-{1.3 +(5(0)-0.,9)]

donde:

W: porcentaje m/m de suero de queseria pre-
sente en la muestra (E).

S(E): area relativa del pico Il para la muestra
cbtenida segun (5.3).

1,3+ media experimental del area relativa del
pico Il expresada en gramos de suero de
queseria en 100 g de leche en polvo no
adulterada.

S(0): area relativa del pico lll para el patron de

leche en polvo exenta de suero de que-
serfa (3.4.a) obtenida segun (5.4).

{S10)—0.,9): correccién que hay que efectuar en el area
relativa media 1.3 cuando el valor 5{0) no
es igual a 0,9,

8. Repetibilidad.

La diferencia entre los resultados de dos determina-
ciones efectuadas simultaneamenta o en un corto inter-
valo de tiempo por el mismo analista que utilice los mis-
mos aparatos, con la misma toma de muestra, no debe
sobrepasar el 0,2 por 100 m/m.

9. Reproducibilidad.

La diferencia entre dos resultados individuales e inde-
pendientes obtenidos en dos laboratorios diferentes, con
la misma toma de muestras no debe sobrepasar el 0,4
por 100 m/m.

10. Limite de deteccién.

Se considerard que una muestra contiene suero de
queseria anadido cuando el porcentaje cuantificado sea
superior a cinco en el caso de leches UHT vy superior
a tres en leches pasteurizadas, esterilizadas y en polvo.

6. Referencias.

1. «Olieman (et al) 1983. A sensitive HPLC method
of detecting and stimating rennet whey total soolids in
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