BOE nimp. 162

Lunes 8 julio 1985

21471

IV, NORMAS ADMINISTRATIVAS

La Aduana no autorizaré la exportacion o imporiacion de estos
productos, si previamente no se presenta el ceruificado de calidad
expedido por el SOIVRE, . .

la ficencia, en el documento unificade de exportacion
(DUE), o en ¢l certificado de importacion, debera figurar clara-
mente la denominacién del producto de acuerdo con el apartade §,
preseniacion.

Y. NORMAS COMPLEMENTARIAS

Quedan facultadas la Direccién General de Exportacion y la de
Politica Arancelaria e Imponacién, en el ambito de sus comipeten-
cias,"para dictar las disposiciones complementzrias para la aplica-
cion de la presente Orden o, ¢n su caso, para establecer las
modificaciones que las circunstancias aconsejen, segn las caracte-
risticas de cada campafia ¥ la situacion de los mercados.

V1. DISPOSICION FINAL

ia norma aprobada por esta Orden entrara en vigor a partir del
1 de diciembre del afio en curso.

Lo que comunico a VV. IL
Dios guarde a VV, IL .
Madrid. 28 de junio de 1985,

BOYER SALVADOR

Nmos. Sres. Directores generales de Exportacion y de Politica
Arancclana e Importacion.

CORRECCION de erratas de la Orden de 6 de marzo
de 1985 sobre indices de precios de mano de obra v
materigles de la construccion correspondientes al mes
de noviembre de 1984, aplicables a la revision de
precios de contratos de obras del Estado.

13426

Padecido error en la insercion de la citada Orden publicada en
¢l «Boletin Oficial del Estado» numero 93, de fecha 18 de abril de
1985, a continuacién se formula la oporiuna rectificacion:

En la pagina 10387, primera columna, parmafo primero, linea
quintia, donde dice: «provinciales v de los contratos de obras del
Estado correspondien-», debe decir: «provinciaies v los de materia-
les de la construccion aplicables a la revision de precios de
contratos de obras del Estade correspondien-».

- MINISTERIO |
DE AGRICULTURA, PESCA
Y ALIMENTACION

13427 ORDENde 27 de junio de 1985 por ia que se establece
el pago-de la léche en funcion de su composicion y su
calidad higiénica. ,
Ilustrisimos sefores:

Las Ordenes de este Departamento de 14 de agosto de 1967, de
22 de marzo de 197] y de 30 de septiembre de 1981, establecen,
conforme al Reglamento de Centrales Lecheras'y otras Industrias
Lacteas, un sistema de pago de la leche por su calidad, si bien
prescinden de las caracteristicas higiénicas del producto y atienden
a su composicion, : :

El Real Decreto 491/1985, de 20 de marzo, sobre regulacion de
la Campana Lechera 1985/1936, ordena, en su articulo quinto, que
se establezca un ouevo sistema de pago de la leche por la calidad.

La experiencia adquirida con la aplicacion del sisiema de pago
f)cr calidad vigente ¥ con motivo de las normas de gMW16n de
as correspondienies cam lecheras, aconseja modificar algu-
nos de los pardmetros utlizados con este fin e incluir la cali
higiénica del producto. .

En consecuencia, este Ministerio de Agricultura, Pesca y Ali-
mentacion, establecidas las consultas con los sectores interesados,
ha tenide a bien disponer lo siguicnte: .

Primero.-El pago de la leche a los ganadefos se haré en funcién
de su composicion ¥ su calidad higiénica.

El sistema de pago por calidad, conforme a su composicion, seré
obligatorio, y por calidad higiénica, tendra caracier voluntario por
los sectores ganadero e indusirial.

Segundo.-Los pardmetros para valorar la composicion de la
leche seran la materia Frasa y la proteina y para la apreciacion de
la calidad hifiénica el recuento de microorganismos mesofilos
aerobios viables.

Tercero -Los grupos de ganaderos, formalmente constituidos, y
que lo soliciten, seran considerados, a efectos def pago de calidad.
¢omo proveedor i&nico del conjunto de Ia leche aponada por sus
asoctados, sea cual fuere el lugar de entrega, siempre v cuando ésta
no se efectiie independientemnente por cada uno o parte de sus
componentes y que aparezca ante la industriz un solo responsable
del grupo, quien serd &l Gnico capacitado para percibir las liquida~’
ciones por ¢! total de'la leche entregada.

Cuarto.-El nimero minimo de an4lisis mensuales por ganadero
0 grupo de ganaderos serd de dos, efectuandose los analisis en los
dias que se estimen Oportunos. : -

En el supuesio de que los panaderos efectuaran dos entregas
diarias, el nomero minimo de andlisis a realizar seria de cuairo.
correspondiendo dos & la ¢ntrega de la madiana, y otros dos a la de
la tarde, obteniéndose en todo caso el porcentaje medio ponderado
mensual de los resultados de los analisis, .

Quinto,-A los efectos del pago de leche por calidad, se adoptan,
como técnicas, las siguicnies;”

Las tomas de muestras de leche seran efectuadas en las
condiciones definidas en el angjo 1 de la presente Orden (UNE
34-828-83, anexo A).

La determinacion de la materia grasa se realizara por el método
eficial [Gerber. anexo I11, 1{e). de la Orden de 31 de enero de 1977)
¥ la correspondiente a proteinas, por ¢l procedimiento de negro-
amido (UNE 34-835-83, anejo 2 adjunto).
- La estimacién de a ca]lidad higiénica se verificarda por el
recuento de microorganismos a 30° C {UNE 34-803-83) (ancjo 3 de
esta disposicion).

Para la deierminacion del extracto seco magro, se restara det
extracto sece total, obienido segun ¢l método oficial. descrite en el
anexo 111, 3(a), de Ja Orden de 3} de enero de [977. ia materia grasa
determinada por el método de Gerber.

12 acidez se valorara conforme al método oficial senalado en el
anexo II, 8(a), de ia Qltima disposicién mencionada.

Sexto.~Para la determinaciém de grasas, proteinas, extractos
stcos y recuentos microbiancs en la leche. podran utilizarse
astmismo los equipos analizadores automaticos que figuran en el -
anejo 4, cuya contrastacién realizard el Ministerio de Agricultura,
Pesca y Alimentacion, en los laboratorios de las indusirias lacieas.
adoptandose como métodos de referencia para tal contrastacién los
sigunienies: Grasa, Rose-Gottlieb; proteinas, Kjeldahl; extracto seco,
gravimetria [epigrafe 1(a), 2 vy 5/&), respectivamente, del anexo 111
de la Orden de 31 de enero de 197? calidad higiénica, recuento
de microorganismos (UNE 34-805- 3{

La contrastacibn de equipos analizadores aulomaticos que no
figuren en el anejo 4 deberd solicitarse del Ministerio de Agricul-

i tura. Pesca y Alimentacion. La peticion de contrastacion, que sera
i resuelta por £l citado Ministerio de Agricultura, debera hacer

constar, respecto a cada equipo instrumental, sus especificaciones
lecnicas, v entre ellas: Clase de medida, capacidad por unidad de
tempo, margen de las mediciones, precision (desviacion tipica
respecto al correspondiente método de referencia), repetibilidad
{(desviacidn lipica entre pruebas duplicadas) y referencias, en su
caso, de instituciones, oficiales y privadas, que hayan aprobado el
equipo analizador,

. Séptimo,-Las leches s¢ distribuiran, conforme a su calidad
higiénica, en las clases siguientes: :

.2 Hasta 200.000 bacterias por mililitros.

- Clase : De 200.001 a 700.000 bacterizs por mililitros.
Clase ." De 700.00] a 2.000.000 de bacterias por mililitros.
Clase . Mas de 2.000.000 de bacterias por mililitros.

Octavo.~Los laboratorios interprofesionales seran los encarga-
dos de efectuar las tomas de muestras y los analisis quimicos v
microbiologicos y. dende no funcionen aquélios. los laboratorios de
las industrias lacteas.

Noveno.-Todos los laboratorios, excepto los interprofesionates,
estarin obligados a elaborar un registro de los andlisis realizados,
a los fines del pago por calidad, que estara en todo momento a
disposician de los servicios competentes del Ministerio de Agricui-
tura, Pesca y Alimentacién y de las Comunidades Autdnomas.
cuyos servicios oficiales podran recurrir los ganaderos en los casos
de disconformidad.

Décimo.-Los ganaderos podrin designar técnico o técnicos a su
servicio, quienes deberdn comprobar y dar su conformidad por
escrito, a las 1omas de muestras y resultados de los analisis que se
realicen en los laboratorios de las industrias lacteas.
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Undécimo.-Las primas tendran caricter general para toda
_Espn.ﬁa ¥ se aplicardn exclusivamente a la leche, como producto
integro, no alterado ni adulterado y sin calostro, procedente del
ordeno higiénico, regular, completo ¢ ininterrumpido, de las vacas
sanas y bien alimentadas, que cumplan los requisitos siguientes:

Grasa, minimo, 3,2 por 100 (mm).

Proteinas, minimo, 3 por 100 (tmm).

Extracto seco magro, minimo, 8,2 por 100 (mm).
Acidez, maximog 18° D. .

Duodécimo.-Se deberin investigar por los laboratorios la posi-
ble adicidn de agua a 1a leche que en n los ganaderos, yp;;ri
obligatoriz tal investigacion en todas las muestras, que tengan
menos del 2,5 por 100 de proteinas. :

El registro de los andlisis que motiven ta! investigacion estara
a disposicion de los servicios com tes del Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacién y Comunidades Autbnomas.

Decimotercero.-Las primas y descuentos, en funcién de la
composicidn y calidad higiénica de las leches entregadas por los
ganadcros, se ajustari a la sistemdtica siguicate:

a) Por ¢l contenido en grasa:

Primas: 0,50 pesetas/litro por cada décima de sa que

sobrepase ¢l porcentaje minimo sefalado del 3,2 por l(%?
Descuentos: 0,50 pesetas/litro por cada décima de grasa que

descienda del porcentaje minimo sealado del 3,2 por 100.

b) Por el contenido en proteinas:

Primas: 0,25 pesetas/litro por cada décima de proteinas que
exceda del 3 por 100. . P e

Descuentos: 0,25 pesetas/litro por cada décima de proteinas que
descienda d¢l porcentaje minimo senalado del 3 por 100.

¢) Por la calidad higi&nica:

Las primas per calidad higiénica son independientes de las que
voluntariamente tienen establecidas las industrias o los panaderos,
por aplicacién del frio en produccion, y tales primas y descuentos
serdn aplicables s0lo a Ias leches refrigeradas, en la forma siguiente:

Primeras: 2 pesetas/litro en las leches de la clase 1% y 1
peseta/litro ¢n las leches de clase 2.* -

Descuentos: 0,25 pesetas/litro por cada millén de bacterias que
pase de 2.000.000 de bactenas por ml. La poblacion de bacterias se
redondeari a un nomero entero de millones, por exceso, cuando se
trate de una fraccidn superior a medio millon, y por defecto, en
casa’ contrario.

LY

Decimocuarto.-A la entrada en vigor de esta disposicion,”

qudarin derogadas las Ordenes del Ministerio de Agricultura de 14
cll;’ﬁsosto de 1967, 22 de marzo de 1971 y 20 de septiembre de

Decimoquinto.-La presente Orden entrard en vigor el dia 1 de
septiembre de 1985, v
. Decimosexto.-Se faculta a la direccion General de Politica
Alimentaria para que dicte las normas que desarrollen el contenido
de esta disposicién.
Lo que participo a VV. 1. para su conocimiento y efectos.
Madrid, 27 de junio de 1983. Y

ROMERO HERRERA

llmos, Sres. Presidente del FORPPA y Director general de Politica
Alimentaria. )

ANEJO 1

Métodos de ruting para e! muestreo de leche para el pago
_en funcién de la calidad '

ANEXO A DE LA NORMA ESPANOLA UNE 34-828-83

A1 AMBITO DE APLICACICN

El presenie anexo trata del muestreo de la leche cruda para el
pago 2 los productores en funcion de su calidad; Calidad higiénica
g,)or ejemplo. analisis sensorial, calidad microbioidgica, recuento

¢ células somaticas, sedimento) y composicion (por ejemplo,
materia grasa, proteinas, adicidon de agua). :

A.2 GENERALIDADES

El muestreo debe efectuarse por wn operario cualificado, que
haya recibido un minimo de farmacion antes de proceder al
muestreo de partidas de leche. En caso de utilizacidon de material
de muestreo automatico ¢ semiautomatico, este material deberd

sufrir. antes de ser utilizado en la prictica y a intervalos regulares,
yn periodo de ensayos adecuado, de acuerdo con las autoridades
résponsables,

Cuando se toman simulfaneamente varias muesiras para dife-
rentes analisis. [a destinada a analisis micrebioldgico se¢ lomara en
primer lugar. El codigo de identificacion de los recipientes para
rmuestras, el volumen y ¢l tipo de recipientes, asi como las
condiciones de conservacion y de almacecnamiento de las muestras
deberdn estar conformes con las prescripciones replamentarias o
con las especificaciones impuestas por el laboratonio de analisis.

A.3 MATERJAL DE MUESTREO

Caracteristicas.-La totalidad del material de muestreo sera de
acero inoxidable o de cualquier material apropiado, suficiente-
mente slido y resistente, y que no aporten a la muesira modifica-
cién susceptible de afectar posteriormente a los resultados del
analisis. F1 material seri suficientemenie robusto para prevenir
cualquier deformacién con el uso. Serd, sin embargo, suftciente-
mente ligero para que el operario pueda desplazario con rapidez a
través del producto. Las soldaduras que eventualmente entren en
la fabricacién del material deberan poder soportar una esteriliza-
cidon a 180" C. Todas las superficies estarfn lisas y exentas de
hendiduras y [os angulos estaran pulidos.

El matenal de muestreo estara de acuerdo con las prescripciones
previstas para ¢ada tipo de producto a muestrear.

Muestreos destinados a andlisis microbioldgico.-El material de
muestreo deberd estar perfeclamente limpio y esterilizado. $1 es
posible, la esterilizacion deberd efectuarse segin uno de los
métodos siguientes:

a) Permanencia de dos horas en aire caliente a 160° C como
minimo. ]

b) Permanencia de quince a veinte minutos en vapor de agua
a 120° C (autoclave). El material deberd esiar secu antes de su
empleo.’

Después de la esterilizacion por cualquiera de los dos métodos.
¢l material podrd utilizarse con posterioridad, si se conserva en
condiciones estériles. i

Cuando en una situacion particular la esterilizacion por los
métodos a) o b} resulte imposible, s¢ podrd recurrir a otros
métodos, que se citan a continuacidn, considerados como métodos
secundarios, a condicion de utiiizar ¢l material de muesireo
inmediatamente después de la esterilizacion.

¢) Permanencia de una hora en vapor saturade de 100°C. La
condensacién del vapor deberi estar a una temperatura de 98° C
como minimo.

d) Inmersion durante un minuto al menos en agua hirviendo.

e) Inmersion ¢n alcohol etilico del 70 por 100 (v/v) ¥
flarmeado para eliminar el alcohol por combustion.

{} Exposicion a una llama apropiada, cuidando que todas las
superficies atiles del material estén en contacto con la flama.

Muestreo destingdo a anrdlisis quimico y/fo fisico.-Es descable
disponer de material estéril; en cualquier caso, el matenal estard
limpio y seco f no podri influir en las propiedades ni en la
composicion del producto. ]

Muestreo destinade a andlisis sensorial —Es deseable disponer
de material estéril; en cualquier caso, €l material estara limpio y
seco ¥ no podrd influir en el olor ni en ¢l sabor del producto.

A3l

Los agitadores para 1z mezelz de ligeuidos 8 granel deben tengr
una superficie suficiente para remaver debidamente el producto sin
que aparezca un olor rancio. Dadas las diversas formas y dimensio-
nes de los recipientes, no es posible recomendar m tipo icular
de agitador utilizable en todas las circunstancias, pero deberd estar
i de manera que no amiie el interior los recipientes
durante la agitacion. .

Se puede recomendar un tipo de agitador que s adapte a la
mezcla de liquidos e¢n cubos o bidones, que tenga aproximada-
mente las dimensiones siguientes (ver figura 1); Un disco de 150
milimetros. de didmetro, perforado por seis orificios de 12,5
milimetros de diametro, dispugstos sobre una circunferencia de 100
milimetros de didmetro, y en su centro s¢ fija una varifla metitica,
€N Cuyo extremo cpucwto posee una empuiadura. La longited de la
varilla, incluida la empufadura, es de aproximadamente un metro.

Un agitador conveniente para los camiones-cisterna, vagones-
cisterna v cisternas instaladas en a, tendrd ¢l aspecto y las
dimensiones aproximadas que se indican a continuacion (ver figura
2): Una varilla de dos metros, como minimo, ista de un disco
de 300 milimetros de didmetro, perforado por 12 agujeros de 30
milimetros de didmetro, dispuesios sobre una circunferencia de 230
milimetros de didmetro.

AGITADORES.
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12,5 mvm

Fig. 1.

Agitador recomendado para los bidones y cobos

2m

Fig. 2. -Aﬁtadm para camiones-cisterun, vagones-cisterna y cisternas jnsta-
. - : Indas en grangs

- Para mezclar el contenido de grandes recipientes se recurrird a
una agitacion mecénica mediante aire comprimido limpio, Se
utilizard una presion atmosférica y un volumen de aire minimos
para evitar ¢l desarrollo de olor rancio.

Nota: Cuando en la presente guia se prevea la ulilizacion de aire
comprimido limpio, se tratard obligatoriamente de aire compri-
mido en los que todos los contaminantes (comprendido el aceite,
agua y polve) han sido eliminados. No “debera excluirse la
posibilidad de una conlaminaciéon microbiclggica.

A 32 MEzZCLADORES POR INMERSION O EXTRACTORES.

Cacilies.-En la figura 3 se reproduce un cacillo gt forma y
dimensiones convenientes para la toma de mucsiras. Esta provisio
de mango resistente de una longitud de 150 milimetros como
minimo. La capacidad del cacillo no podrd ser mferior a 50

Variable

. Dimenszionss sn mm

Cervado Abisrto

Longitud minime del

mango 150 mm

Capacided minims BS m) }
o 1

\

! Fig. 3. Mezcladar por inmersidn para liquidos

mililitros. El mango curvado faciliard su utilizacién. La forma
conica de los cacillos permite encajarlos unas deniro de otros.
Para ¢1 muestreo proporcional de muestras contenidas en mas
de un recipiente se puede utilizar un cactflo de 1a misma capacidad,
pero cuyas paredes sean paralelas y estén divididas en ¢inco paries
iguales,
¢ Cilindros de exiraccicn de muestras.-E| extractor de muestras
(figura 4) se compone de dos tubos concéntricos perfeclamente
ajustados, de 1os gque uno eira dentro del otro v s¢ acciona mediante
un mando alojade en lz cabeza del cilindro, que tiene un giro de

[

Salidu de aire

Fig. 4 Cllindro para extraccién de muestras

90°. A lo .argo de los dos tubos concéntricos, colocados en
oposicion, se practican aberiuras de 50" milimetros de lrgo y 6
milimetros de ancho, separadas por un espacio de 20 milimetros.

Cuando €] tubo interior se gira hacia una de ias extremidades,
las aberwras de los dos tubos coinciden, colociandose en posicion
abierta, permitiendo al liquido entrar en el cilindro. Cuando la
cabeza se gira hacia ] lado opuesto, las aberturas dejan de coincidir
y ¢l cilindro queda cerrado. Las extremidades, superior e inferior,
del cilindro estan provistas de capsulas roscadas para facilitar la
limpieza. La longitud del aparato varia con la profundidad de los
recipientes en Jos que s¢ uitlizara ¢l cilindro, pero generalmente es
suficiente con una longitud de un metro.

‘A4 RECIPIENTES DE MUESTRAS

Caracteristicas.~L0s recipientes para mucstras, asi como los
dispositivos de cierre, deben eswar fabricados con materiales ade-
cuados y concebidos para proteger la muestra sin causar modifica-
cién de ésta, que sea susceplible de influir en los resuliados de¢ los
analisis o exdmenes posieriores. Los matenales apropiados son el
vidrio, ciertos metales y algunas materias plasticas. Es preferible
que el recipiente elegido sea opaco. Si es transparente. ¢l recipicnte
y su contenido seran conservados al abrigo de 1a luz.

Los recipientes y dispositivos de cierre estaran limpios y secos,
seran esiériles y suscepiibles de ser esterilizados, segin uno de los
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métodos descritos en el apartado A.3. La forma v la capacidad del
recipiente deberan responder a las prescripciones previstas para el
producto @ muestrear,

Podran utilizarse recipientes no reuotilizables, en materia pias-
tica, asi como hojas de aluminio (estériles o no) y sacos o balsas
adecuados de materia pldstica. provistos de sistema aprapiado de
cigrre, :

Los recipientes distintos de los sacos o bolsas de materia
plastica se cerraran herméticamente mediante un tapon apropiado.
una capsula roscada, metalica o de plastico, provista interiormente.
si @5 necesario, de una junta de estanquidad de plastico insoluble,
no absorbente, impermeable a las grasas y que no altere el olor,
sabor. las propiedades o la composicion de 1a muestra. Los tapones
cstaran fabricados o recubiertos de una materia inodoya ¥ no
absorbente. Los recipientes para productos sélidos, pastosos o
¥Isc0sas serdn de boca ancha.

Los pequenos recipientes para la venta al detall se utilizardn
igualmente como recipientes de muestreo; la muestra constituird el
contenide de uno o varios de estos recipientes intactos y no
ahiertos.

Deberan responder a las especificaciones impuestas por el
laboratorio de analisis. Los recipientes para muestras lendran una
capacidad suficiente para que la muestra los llene practicamente y
permitan una buena mezcla del contenido antes del analisis,
evitando ei batido durante el transporte.

4.5 TECNICA DE MUESTREO

A5l (OENERALIDADES.

Cualguiera que sea el analisis efectuado (principaimente en lo
concernicnte a andlisis microbioldgico, determinacion de materia
Erasa y extraclo seco y recuento de céiulas somaticas), la leche se
mezciara cuidadosamente, antes del muestreo, manual o mecanica-
mente, con el fin de garantizar una muestra representativa det
conjunto del lote, El grado de agitacién estara en funcion;

a) Del volumen de 1a leche.

b) De la forma y dimensiones del recipiente.

¢} De la temperatura de la leche.

dy Del uempo durante ¢l que se ha dejado reposar la leche.

¢} Del método del muestreo {manual, aulomatico o semiauto-
matco). )

La mezcla de la leche cruda en un recipiente se considera como
eficaz si la diferencia de los contenidos de materia grasa entre dos
muestras elementales tomadas en lugares diferentes del recipiente
o a la salida. a diferentes intervalos durante el vaciado, es inferior
a 0.1 por 100,

La muestra se tomara inmediatamente después de la mezcia,
mientras que !a leche esté todavia en movimaento ¥ el volumen de
la muestra estara conforme con las instrucciones prescritas por el
laboratorio de analisis.

A.5.2 MUESTREQ PARA ANALISIS MICROBIOLOGICO.

La dimensién de 1a muestra esiard conforme a las instrucciones
del laboratorio de anélisis.

A.5.2,1 Las muestras destinadas al analisis microbiolégico se
tomaran en primer lugar.

A.5.2.2  Fl material de muestreo v los recipientes para mues-
tras se esterilizardn segin los métodos descritos en el apartado A3,

Igualmente, se podra recurrir 2 los méiodos de esterilizacion
siguientes:

a) Inmersion en pna solucion recientements preparada de
Eipo. lotito sédico (200 mg de clore activo/litro) ¢ de ioddforo (40
6 50 mg de iodo activo/litm), deranee cimco minuios como
ovininio. a la temperalura ambiente, scguado de un escurnido o de
v= !vado con agua de origen apropiado v eliminacion del agua
saperucial, por ejemplo, sacudiendo, Después de la inmersion en la
«oiucidn de hipoclorite y escurrido el material, podra lavarse
«.udadosamente en la leche sometida a muesireo. '

b) Inmersion, durahte treinta dos como minimo, en
agua, a una ternperatura de al menos 85° C, y eliminacidn del agua
superficial, por gjemplo, sacudiendo.

lgualmenie se puede autorizar. principalmente en el caso de
€quipos aulomaticos o semiautomaticos, el simple lavado del
malerial ¢con agua corrienie entre dos muestrcos sucesivos o el
lavado del material con la leche sometida al muestreo.

A5.2.3 Proceder como describe el apariada A.5.3 referente a
las reglas de asepsia.

A.5.3 MUESTREO PARA LA DETERMINACION DE LA CALIDAD
HIGIENICA {DISTINTA DE LA MICROBOLOGICA) ¥ DE LA COMPOSI
CION, :

_ La dimension de la muestra esiara de acuerdo con las instruc-
ciones del laboratorio de analisis.

A5.3 1 Muestreo manual.

A.5.3.1.1 Cantara.-Introducir cuidadosamente wn agitador en
la leche evitando gue se derrarne fuera del recipiente. dejarlo cacr
hasta el fondo del recipiente v rapidamente hacerlo volver a la
superficie para crear un movimiento de rotacion del liquido de
abajo a amba. Este movimiento ascendente y descendente debe ser
suficienie para garantizar que lg leche estd convenieniemente
mezclada y que la nata no estd adherida en el cuello de la cantara.

A4.5.3.1.2 Recipiente de medida.-Es indispensable mezclar
cuidadosamente ia leche en el recipiente si se quiere obtener una
muestra representativa. Una mezcia se produre cuando se vierte la
leche en el recipiente de medida; la importancia de esta mezcla
estara en funcién de la concepcion del recipiente y de la 1écnica del
vertido de la leche. Es indispensable completar esta accién por una
agitacibn manual o mecinica suficiente para asegurar un reparto
upiforme de la materia grasa. La experiencia determinard la
importancia de esta agitacion suplementaria. Las muestras se
tomarén, normalmente, en el recipiente de medida. Cpando el
volumen de la partida a muestrear sobrepasa la capacidad del
recipiente de medida, se tomard una muestra representativa det
conjunto de la partida procediendo segun ] método descrito en el
apartado A.5.3.1.4. .

A.53.1.3. Cisternas para la leche refrigeradas.-La leche se
agitard mecanicamente hasta que s¢ obienga una homogeneidad
suficiente (durante cinco minutos como minimo). Si la cisterna estd
provista de un sistema programado de agitacion periddica, el
muesireo No exige mas gue una corta agitacion (ung a dos
minutosh.

Si el volumen de la lccke representa menos det 15 por 100 de
la capacidad de la cisterna, ¢l agitado se efectuard a mano.

A.53.1.4 Leche g granel repartida en varios lotes.~Cuando la
leche a examinar se encuentra en mas de un recipiente, se tomara
uha cantidad representativa de cada recipiente, después de haber
mezclado su contenido, ¥ se anotard la cantidad de leche a 1a que
corresponde cada muestra,

Salvo que las muestras de cada recipiente se sometan a ensayos
separadamgnte, s¢ mezclaran fracciones de estas cantidades repre-
sentativas proporcionalmente a la cantidad contenida en el reci-
piente del que se ha tomado cada muestra. Se tomarén, una o mas.
muestras de estas cantidades proporcionales después de la mezcla.

AR Y Muestreo automdiico o sentiautomdtico.—Cuando la
recogida de leche se efectia mediante camidn cisierna, se wtilizan
freceenternente muestreadores autorndticos o semiautomaticos.

Debe asegurarse, por un laboratorio competente, que estas
muestras son convementes mediante un método apropiado gue
pueda determinar

a) El volumen minimo de leche recogida que pueda ser
validamente muesireado.

b) La ausencia de 1odo efecto de arrastre (que estd ligado al
volumen minimo ‘recogido).

¢} La capacidad del muestreador de suministrar una muestra
represeniativa de la masa del producto, después de una agitacion
adecuada.

d) Ademas, como este tipo de material estd frecuentemenie
considerado como apropiado, aun cuando la leche no esta bien
mezclada, esta afirmacion debe comprobarse por ¢l laboratorio de
ensayos.

A.6 CONSERVACION, ALMACENAMIENTO Y TRANS.
PORTE DE MUESTRAS

Las condiciones de conservacion, de almacenamienta y trans-
porte de las muestras de leche serén establecidas por el laboratorio
de analisis, en funcién del método de andlisis a aplicar.

Ab L

_ El empleo de conservadores respeta_lﬁ la reglamentacion en
vigor de cada pais.

CONSERVACION.

A.6.2 ALMACENAMIENTD.

A6.2.1  Muestras simples.=Salvo instrucciones contranas (por
ejernplo, para el ensayo de reductasa), se almacenardn 1as muestras
con o sin conservadores inmediatamente después del muestreo.
para zsegurar un enfriamiento rapido. Normalmente, no se deben
afiadir conservadores 2 las muestras destinadas para analisis
microbiolégico o sensorial. A ciertos productos lacteos puede
afiadirse un conservador apropiado a condicion de que:

a) El laboratorio de ensayos haya dado instrucciones ¢n esic
sentido.

b} El conservador no influya en los resultados del andlisis.
¢} La naturaleza y la cantidad del producte afadido se
indiguen en fa etiqueta y en el informe o acta. :
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La tabla | indica si se pueden afiadir conservadores y propor-
ciona las temperaturas de almacenamiento recomendadas. anles
del transporte, pam fas muestras de diversos productos lacteos. La
-temaperatura de almacenamiento debe alcanzarse o mas répida-
mente ble después del musstreo. .

El nempo de almaccnamiento que Frecedc al transporte serd lo
més breve posible. Preferentemente, {as muestras se enviarin al
aboratonio de analisis, dentro de tas veinticuatro horas siguientes
-al muestreo. : ’ : )

Podrin utilizarse temperaturas de almacenarniento distintas de
{as relr.;omendadas_ en la 1ablz [, cuando ¢l Jaboratoric de andlisis asi

o solicite. ' :

. Nota: El tiémpo y la tempemtura no deben ser mnsiderados'

aistadamente, sino globalmente.

. A6.22  Muestras corfr‘gugnas.—En algunos casos. la composi-
cion de la. leche de los suministradores se determina sobre la base
de muestra compuesta tomada ep un periodo de diez & quince dias,
‘lgunas veces hasta un mes, y preparada adadiendo cada dia {mds
o ‘menos frecuentemente) cleria cantidad de muestras de leche
fresca, proporcionalmenie a la masa o al volumen de ias partidas
dc feche, Tal método puede ser una fugnte de dificultades en razon
de] dilatado periodo de almacenamienio, asi como ef calentarhiento
y mezcla periddica de'la muesira en ¢l momento en gue sc adade
una hueva mucsira d¢ leche & Ia muestra compuesta. Sin cmbargo,
¥ se recurre a las muestras coinpucstas, se las almacena a 4° C
(preferentermnente de 0 a 2° C), después de la adicion de un
conservador adecuado, en un recipiente herméticamente cerrado.
Cuando se afade una nueva muestra de leche, se mezclard
convenientemente la muestra compuesta y se enfnard inmediata-
mente después. Se aconseja, insisientemente, que el laboratorio de
analisis comprusbe regularmente, recurriendo a un meétodo ade-
cuado, que la muestra compuesta no ha sido origen de batido ni de
exudacion de la maicria grasa de la leche, con el fin de descubrir
Lauglgqhsu 0 una proteolisis susceptible de afectar los resultados del

isis.

AL TuNsmnTi;

Las muestras deben expedirse al laboratorio de analisis lo mas
rapidamente posible después del muestreo (preferentemente dentro
de las veinucuatro horas). Durante el transporie se 1omarin
precauciones para que no estén expuestas a olores contaminanies,
luz solar dirccta ¢ a wemperaturas inferiores o superiores a las que
ﬁ;g.:)ran en la tabla I, 0 a las solicitadas, llegade e] caso, por ¢l
laboratorio de anilisis. . '

TABLA I ®

Conservacidn de las muestras, temperatura de almacenamiento
¥ cantidad minima de muesiras

- : Temnperatum
Cepi- ot oo | de sl | i
o Producto destinadas a andlisis qui- ,g‘;?m"‘:r:'::f minima
micos 3 fisicos parie
4 ]Lleche vy produc- Si De 0 200 mi
105 lacteos ligui- . a. 4°C og
dos no estereliza-
dos :

ANEJO. 2 _
Meétodo de rutina para Ia determinacién del contenido en
proteinas en leche por el método de negro amido

NORMA ESPAROLA UNE 34-835/1985
[. OBJETO Y AMBITO DE APLICACION

La presente norma especifica un método de rutina que ytiliza el
?e%rohamido para la determinacion del contenido en proteinas de
a leche.

Como fa composicion del colorante nepro amido paede variar,
el método descrito es empiricoe y depende de una referencia
constante al contenido en proteinas, deducido de ia determinacion
del contenido en nitrégeno de la leche por un método de referencia
(UNE 34-823). El método es aplicable a la leche cruda o a la tratadd

pasterizada. homogeneizada, esterilizada, recenstituida), entera.
¢snatada. parcialmente desnatada, siempre que las muestras estén
en perficte estado de conservacion. También cs aplicable, bajo

ciertas condiciones, 2 las muestras gue tleven 1ncorporadas conser-
vadores {ver 10.1).

Pueden realizarse determinaciones en serie. En este caso.
siempre se debe tener cuidado con ciertos factores especiales que se
describen en el anexo B. . -

Nota: Segin el onigen de¢ la muestra y el método de referencia
utilizado, el método al negro amido descrito en la presente norma
puede utlizarse no solamente para la determinacion habitual det
contenido en proteinas de la leche (N, x 6,38). sino también para
la determinacidon del contenido en w«proteinas verdaderass. e.
incluso; en una versién modificada, para la determinacién de las

roteinas de la caseina o del suero, tanio en leche de vaca como en
eche de otras especies animales (cabra, oveja, etcétera).

2. REFERENCIAS

UNE 34.823.  «Leche, Determinacién del contenido en nitro-
geno wal por ¢l método Kjeldhals.

UUNE 34-828. «Leche y productos lacieas. Guia de las 1écnicas
de muestreos, .

" 3. DEFINICION )

Conierido en proteinas; Valor convencional oblenido muhipli-
cando por un factor apropiado el contenido €n nitrégeno total.
expresado en porcentaje de masa v determinado segin el método
de referencia {UNE 34.-823).

Nota: En ausenria de un acuerdo inlernacional sobre la
definicion de términos, «contenido en proteinase v «contenido
en proteinas verdaderas», utitizados en la presente norma, se
corresponde con las expresiones «porcetitaje de sustancias nitro-
Benadas totales» ({Nig: x 6,38) v «porcentaje v proteinas»
(Niowi —~ Nnne % 6.38. siendo NNP la sustancia nitropenada no
proteica.

4. PRINCIPIO

Formacion de un complejo insoluble ¢oloranie ~proleinas por
adicion ep exceso de una wi‘uci(’)n de negro amido, tamponado a
pH 2,4 a una toma para ensayo de leche. Igespués de la eliminacidn
del complejo insoluble por centrifugacién (o por fiitracion). se
determina el contenido en proteinas midiendo la absorcian de la
solucion.

5. REACTIVOS

_ Todos los reactivos deben ser de calidad analitica {salvo si se
indica lo contrario). El agua serd destilada o de pureza equivalente.

Nota: Los iones calcio producen interferencias.

5.1 COLORANTE NEGRO AMIDO 10B [NEGro Acibo |. CI
20.470) PARA ANALISIS DE LECHE. CONTENIDO EN AGLiA INFERIOR
A 5 POR 10Q (M/m).

Nota: Este colorante es higroscopice y debe protegerse contra
una recuperacidn eveptlual de la humedad.

3.2 SoLUCION DE NEGRO AMIDO.

En un matraz aforado de 1.000 midilitros (6.10), afiadir unos 640
mulilitros de agua, 0,900 gramos como minimo de negro amido
10B (5.1) (ver amexo Al), 2,08 gramos de hidrogenofusfato
disddico dihidratado (Na; H PO, - 2 H,0) y 13,8 gramos de
acido citrico g Hg O7 H2 O, i

. Mezclar cuidadosamente agitando duranie dps horas hasia una
disolucién completa. Mediante el pH-metro (6.9) conuwolar el pH
que debe situarse en los limites de 2,40 + 0,10, ajustandolo, si s
necesario, por adicidn de &cido sulfiirico o de hudroxido sédico.
Completar a 1.000 mililitros y agitar durante quince minutos.
Antes de su utilizacidn, dejar reposar la solucién durante una
noche, -

Si la solucion no se va & utilizar en vanos dias, conservaria
anadiendo 0,1 mililitro de una solucidn de timo! al § por 1G0 en
alcohol etilico del 94-97 por 100 (v/v).

5.3 SOLUCIONES DE REFERENCIA DE NEGRO AMIDO,

Preparar como se indica a continuacion diluciones (m/m) a
partir de la solucién 5.2,

5.3.1 Anadir a 10 partes de Ia solucion 5.2, 90 partes de agua.

Esta sclucion se utiliza en lugar de¢ agua, para regular ol
¢colorimetro {6.6) al cero de la escala, de eslta manera pogde
utilizarse la parte de la escala Jogariimica donde las divisiones son
mas ampliss,
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532  Anadir a 50 partes de 1a solucion 5.2, 50 partes de agua.
533  Afadir a 20 paries de la solucién 5.2, 80 partes de agua.

Nota: Las sojuciones 3.3.2 ¥ 5.3.3 corresponden a contenidos en
proteinas bajos y altos y proporcionaran los valores correspondien-
t2s a los instrumentos.

5.4 SOLUCIONES TAMPON NORMALES PaRa PH-METRO,

6. INSTRUMENTAL

Todos los instrumentos destinados a estar en contacto con los
reactivos o con Ia solucién colorante, deben cstar construidos con
materiales rio macables en las condiciones del andlisis v que no
apsorban colorante en cantidad ial que se afetien fos resultados.

6.1 Twbos de ensayo o de centrifuga con tapones de goma.
6.2 Gradilla o soporte para los tubos 6.1,

6 3 Pipeta o jeringa que permita medir un volumen de
+ 0,003 mililitros de Jeche (ver nota en 6.4).

6.4 Pipara o jeringa qQue permita medir un volumen de
20 = 0,02 mililitros de ia solucion de negro amido.

Nota: Pueden utilizarse pipetas y jeringas (6.3 y 6.4) de
capacidad diferente, siempre que la relacién entre el volumen de
leche {ver 8.2.1) v ¢l de la solucidn de amido (ver 8.2.2) sea
de 1:20 y la concentracién de negro amido en el liquido sobrena-
dante {ver B.2.4) sea superior a ,] gramos/litro.

6.5 Agitador mecdnice o mezclador rotativo 0 mezclador de
aire comprimido.

Nota: Este aparaio es facuitativo.

6.6 Colorimetro o espectrofotdmetro, con una cubeta (preferen-
temente de {lujo continuo) de 1,0 milimetros de recormido optico y
que permita trabajar en longitudes de onda de 550 a 620 nanéme-

. iros.

Nota: No es necesario operar a la longitud de onda que
corresponda exactamente & la sensibilidad maxima, la expeniencia
ha - demostrade que las desviaciones pueden compensarse per
calibracion {ver 8.3 y anexo A2).

6.7 Centrifuga con porta-tubos oscilantes. Debe poder alcan-
zar, en dos minutos una aceleracion de 350 = g en la extremidad
inferior del wbo de ensalfo Tail aceleracion es producida por las
centnfugas cuyo radio atil {distancia horizontal entre ¢l centro del

¢je de la centrifuga y la extremidad inferior del tubo de ensayo)
igura en la tabla siguiente y que funcionan a la velocidad indicada.

Radio b5t mm

Nota: La aceleracién centﬁfup relativa puedc calcuiarsc
mediante la férmula.

LIZRNIx 1076
en la que s

R = radio horizontal itil, en milimetros.
N = velocidad en revoluciones por minuto.

6.8 Balanza de prectsion, de 0,1 miligramo de sensibilidad.

6.9 pH-merro, con electrodo de vidrio y electrodo de referen-
cig y que permita lecturas con precision de 0,01 unidades de pH.

6.10 Matraces aforades, de 1.000 mililitros de capacidad.

7. MUESTREQ

Se realizard de acuerdo con lo establecide en la norma UNE
34.828

8. PROCEDIMIENTO OPERATORIO .

Llavar fa muestra a una temperatura de 20 a 30° C, en el bajo
Maria, si es necesario. Mezclar la léeche cuidadosamente, mvir-
tienda 3 6 4 veces el matraz de muestreo y evitando ia formacign
de espuma ¥y <l batido de 1a grasa. Si resulta dificil dispersar una
capa de nata o si la leche aparece ligeramente batids, calentar
lentamente en ¢l bafioc Maria hasta una temperatura de 33 a 40°C
y mezclar suavemente, si €5 necesario utilizar un homogeneizador
apropiado para dispersar mejor la grasa. Una vez cbtenida una
dispersion uniforme de la grasa, lievarla rapidamenie a 20°C.
Después de haber alcanzado la temperatura definitiva de la leche,
dejarla reposar para que se liberen burbuqas de aire.

8.2 DETERMINACION.

8.2.1 Mediante una pipeta o i;ermsa (6.3), introducir 1 mililir
tro de la muestra preparada (8.1) ¢n ug tubo dc cnsayo o de
cemnfi.ua (6.1). - : .
Afadir, con una pipeta o jeringa (§.4), 20 mililitros de la
solw:lén de negro amido (5.2), & la rhuestra que se encuentra en el
tubo de ensayo o de centnfusa {6.1). Tapar ¢l tubo, si es necesdrio,
y mezclar ¢l contenido durante treinta agitando, a mano
o megdiante un dispositivo #necdnico (6. con una amplnud de
unos 25 centimetros. Se puede utibizar sire comprimide para
obtener un efecto semejante en el tubo de ensayo o de centn&
£8.2.3 Destapar e tubo, colocarlo en la centrifuga (6.7) ¥y
centrifugario durante dos minutes, como minimo, una vez s¢ haya
aicanzade en ¢l fondo del tubo una aceleracidon de 350 + 50 g
8.2.4 Introducir ¢ liquido sobrenadante de los tubos de fa
cubeta del colorimetro y efectuar la lectura de absorcién, después
de haber regulade el colorimetro o et espectrofotometro {6.6) al
cero de la escala, wtilizando la solucidn de referencia al negro
amido (5.3.1) a la longitud de onda escogida (ver 6.6).

8.3 CURVA DE CALIBRADOC.

Tomar, como minimo. 40 muestras de diferentes leches, que
procedan, si es posible, de distintas vacas, que presenien un
contenido en proteinas de 2,5 a 4,5 (m/m) o mas (ver nota) y
determinar ¢l contenido en proteinas de cada una de eilas aplicando
el método de referencia (UNE 34-823), Paralelamente, utilizando el
método de negro amido descrito en la te norma, anotar la
lecture de la escala de colorimetro (6.6) obtenida para cada
muecstra, con e liquido sobrenadante procedente del analisis.

Mediante una grifica que represente las lecturas de la escala en
funcidn de los contenidos en proteinas obtenidos por el método de
referencia, anotar los puntos en que s¢ interrumpe la relacién lineal
y eliminar los resnmdpos que se sitaen mds alid de estos puntos para
ek cilculo de la recta de regresion (ver 10.2).

Calcular Ia recta de regresion para las lecturas de la escala en
funcion de los contenidos en proicinas {obtenidos por el método de
referencia), y irazar la curva de calibrado,

Nota: Las leches reconstituidas que hayan sufridc un trata-
miento térmico {pasterizadas o esterilizadas), pueden necesitar
curvas de calibrado diferentes.

8.4 SOLUCIONES DE REFERENCIA.

Mientras que s¢ obtiene la curva de calibrado, efectuar las
{ecturas para las dos soluciones de colorante preparados, tal como
se ha indicado en 5.3.2 y 5.3.3 (ver anexo Al).

9. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

El éomenido en protcinas se calcula a partir de la lectura de la
escala, utilizando is curva de calibrado {ver 8.3) y ¢l resultado s¢
expresa en gramos, de proteinas por 100 gramos de muestra.

10. REPETIBILIDAD

La diferencia entre ids resultados obtenidés de dos ‘determina- .
ciones efectuadas simultdnea o mmed.tatamgn_te una después de la
otra por ¢l mismo analista, no debe ser superior 4 0,03 gramos de
proteinas por 100 gramos de muestra.

1t, CASQS PARTIECULARES

11.Y MUESTRAS CON ADICION DB CONSERVADORES.

El método puede aplicarse sin modificacién 4 las muestras de
cloruro de mercurio (II) a razon de 047 a 0,1 por 100 (m/m),
cuandn lo permitan los entos antipolucién, o con azida de -
sodio de €,02 a 0,3 por 100 (m/m), Para las muestras con 0,1 por
100 (m/m) de dicromato potdsico, el métode puede atilizarse
solaimente cuando ¢l tiempo transcurrido entre la adicidn de la
solucién de negro amido a la leche y la lectura en el colorimetro,
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£5 muy corto. como es €l ¢aso por ¢l méledo de filtracian {(r~r
anexo B); el método por centrifugacién no es aconse_;able Tampooo
es aconsejable el mélodo para las muestras adictonadas de formo!,

t1.2
BRADO,

DESVIACION DE LA LINEALIDAD DE LA CURYA DE CALI-

Las leches cuyos oonteuidos &n proteinas no estdn de acuerdo
con la linealidad de la curva de calibrado (8.3) deben tratarse como
se indica a continuacion;

Preparar una nueva curva de calibrado pspeteando una cantidad
de leche inferior en 0,1 mililitro a la utihzada normalmente (ver
8.2). Igualmente, efectuar una toma de ensayo inferior en 0.1
milikitro a las tomadas normalmente, cuando se trata de aphcar &
la muestra a analizar, €l método al negro amido,

12. INFORME DEL ANALISIS

El informe del analisis debe indicar el métlodo utilizado v los
resultados obtenidos.
Debe -mencionar:

a) El factor utilizado para calcular el contenido en proteinas.
a panir del contenido -€n nilrdgeno determinado mediante el
método de referencia (UNE 34-85

b} Cuzlquier detalle snsoepuh}e de indicar si la precision del.

resultado es du
¢} Todos Jos datos necesarios para ia identificacién completa
de 13 muestra.

13. CORRESPONDENCIA

La presente norma se comrespende con la norma internacional
FIL 98:1980 (provisional).

ANEXO A
CONTROL DE CALIBRADO

AL Sotucion al negro amido,

Comao la conceniracion de negro amido puede variar de una
pariiaa a olra. es necesario adaptar esla concentracion (5.2). pary
cada nueva partida (ver nota), corn el fin de poder obiener, con las
soluctones preparadas en 532 y 533, lecturas de la escala
idénticas a las obtenidas duranie el calibrado (ver 8.4). Conviene
proceder a una Gltima comprobacion y ajuste mediante una
muesira de control representativa de una cantidad importante de
leche. cuvo contenido en proteinas se ha determinado segin cl
método de referencia (UNE 34-823),

Nota: Conviene efectuar cualquier dilucion mediante la solu-
cion 1amponada especificada en 5.2,

A.2  Muestras de leche de conirol

£l calibrado puede verse afectado por los cambios estacionales
de la composicion de las diferentes fracciones nitrogenadas de la
leche. por o que conviene comprobar regularmente su validez, Exlo
s¢ realiza mediante, al menos, yna muestra representativa de una
cantidad importante de leche (precedente de un gran niimero de
vacas), de un contenido medio en proteinas o preferiblements
mediante dos de estas muestras, una con un bajo contenido en
proteinas y la otra con un conilenido ¢levado. contenido en
proteinas de estas mucestras se habrd determinado segin €l método
de referencia (UNE 34-823) a partic’ del contenido en nitrogeno
Lotal.

ANEXO - B
DETERMINACIONES EN SERIE

B.l  instrumental,

_ Cualquier aparato de pipeteado multiple que se utilice para este
fin. responderd a las mismas condiciones gue las descrilas en la
presente norma para el método de pipeta dnica.

B.2. Filtracion.

En lugar de centrifugacion puede utilizarse la fittracion a través
de un filtre de fibra de vidrio. preferentemente siliconado. ayudan-
dosc con una ligera presion. Es necesario comprobar que la
cantidad de colorante absorbida por €l fitiro es minima y constanie
en toda su superficie.. Para una presion determinada, la porosidad
del filtro debe permitir un filtrads correcto dol precipilado formado
por el compleio colorante-proteinas.

B.3 Muesiras de leche de conmrol,

Se 1omard un pdmero suficiente de muestras de control de las
procedentes de Ja leche mencionada en el anexo A.2. Se les ahadird
un conservador (ver 11.1) de forma que se puedan utilizar duranie
clerio nimero de dias sin que el valor de referencia del contenido
en proteinas se madifique por deterioro. Las muestras de control
deben analizarse dos veces, antes de analizar las de rutina. Deben
mcluirse, normalmente. en cada serie a razon de | por 10, o
interponerlas a intervalos regulares durante los andlisis en serie.
lgualmente es necesario comprobar las lecturas de la escala del
colorimetro mediante fas soluciones de referencia del colorante
gara las gue estas lecturas s¢ determinaron durante el calibrado (ver

4 y anexo A.2). -

ANEJO 3

Recuento de microorganismos {(técnicas por recuento de
colonias a 30° C en leche liguida)

NORMA ESPANOLA UNE 34-805/1983
i. OBJETO Y AMBITO DE APLICACION

La presente norma describe un métode de recuento de microor-
gar;ésmgs en [a leche liquida por la técnica de recuento de colonias
2 30 °

El método es aplicable a la leche cruda y a la tratada por ¢! calor.

1. REFERENCIAS

UNE 34-828. Leche v productos licteos. Guia de las técnicas

de muestreo.
3. DEFINICION

Para las necesidades de la presente norma, se entiende por
mmroorgamsmos aquellos organismos que forman colonias cuando
se les incuba a 30°C en las condiciones operatorias descriias a
conunuacion.

4. PRINCIPIO - .
Siembra. en placas Petri, de un medio de cultive con una toma
para ensayo determinada o con series de diluciones decimales e
mcubacion de las placas a 30°C durame setenta v dos horas.

Recuenio de colonias v calculo del namere de microorganismos
por milimetro de muestra.

3. REACTIVOS

5.1. Hidroxido sodico, solucidn 1 M aproximadamente.
5.2, Acido clorhidrico, solucion 1 M apraximadamente.

6. INSTRUMENTAL

Maierz! corriente de laboratorio de microbiologia ¥

6.1. Autoclave. que permita operar g 121 = 1°C.

2. Horno de aire caliente, que permita operar hasta 170° C.
3 Estufa, que permila mantener una 1emperatura uniforme
1* C.

R

5
SoooesoRos
I+

pH-metro, con compensacion de lemperatura v precision
umdad pH.

Balanza de precision, sensibilidad 0,01 gramo.

Bato de agua que permita operara 45 = 1° C.

. Lupa de 2-4 x aumenios.

Lupa de 8-10 x aumentos.

6.9, Matraces para dilucion, de 150-250 mililitros de capaci-
dad, o probetas de unos 20 mililitros de capacidad, provisias de
capsulas o de tapones de caucho o de material sintético adecuado.
Una varilla de vidrio o de acero bundida en el tapdn del matraz
facilita su retirada.

Nota: El material de vidrio debe ser esterilizable.

6.10. Matraces de 150-250 mililitros de capacidad, o probetas
de unos 20 mililitros de capacidad. destinados a contener ¢l medio -
de cultivo. .

6.11. Pipeias graduadas. con la exiremidad no desportillada,
calibradas para liberar 1.00 £ 0,02 mililitros, 10,0 = 0.2 mililitros
y. 10 = 3.2 mililitros.

6.12. Placas Petri, de vidrio no coloreado; la placa inferior
tendra un didmetro interior aproximado de 90 milimetros. La
profundidad interior debe ser como minimo de [{ milimetros. El
fonde no debe presenmtar minguna irregularidad que interfiera
durante el recuento de Jas colonias.

Nota: Pueden utilizarse pipetas vy placas. Pein de maierial
sintético, esterilizadas ¢n lygar de fas de vidrio.

eI
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6.13. Embudos de filtracién, para la preparacion de los
medios. .

6.14.  Papel de filtro ripido, que se adapte a los embudos.

6.15.  Algodon no absorbente, o celulosa o torundas de algo-
dén o celulosa listas para su empleo, para los matraces y tubos, El
material no debe ser toxico después de 1a esterilizactom.

7. MUESTREO .

Se realizara de acuerdo con lo establecido en Ia norma UNE
34-828

_ 8. MEDIO DE CULTIVO
8.1. Composicion.

Extracto de levadura, 2,5 gramos. *

Triptona, 3,0 gramos.

Glucosa, 1.0 gramo.

Leche en polvo desnatada, 1,0 gramo. .

Agar-agar, 10 a 15 gramos, segin las propiedades gelificantes del
agar-agar utilizado. . :

Agua, 1.000 mililitros.

30,% pH. después de la esterilizacion, debe ser d& 6.9 = 0.1 a

Nota: En tedos los casos, es necesario afiadir Ia leche en polvo
desnatada tanio si el medio de cultivo esté comprado ya listo para
;u_ep;'lp]ec y aun cuando et proveedor considere que 1al adicidn es
mutil.

8.2. Caracteristicas de fos componentes del medio de cultivo.

82.1. El extracio de fevadura, triptona, glucosa (CeH, 0.
]Hzp) y agar-agar deber ser de calidad adecuada para bacterio-
a

3.2.2. La leche en polvo desnatada debe esiar exena de
sustancias inhibidoras. Este punto se confirmara mediante pruebas
comparativas utilizando una leche en polvo desnatada reconocida
excnta de sustancias inhibidoras. '

8.2.3. El agua seri destilada en un aparato enteramente de
vidrio o de silice pura. Puede utilizarse agua desionizada (desmine-
ralizada por intercambio idnico) si estd exenta de sustancias
toxicas.

8.3.  Preparacion.

8.3.1. Preparacion a partir de medios deshidralados del
cornercio, Seguir las prescnpciones del fabricante pero afadiendo
leche en polvo desnatada (véase nota 8.1). Si es necesario, ajustar
el pH a 7.0-7.) viilizando la solucién del hidroxido sodico (5.1) ¢
la solucién de acido clorhidrico (5.2) para obtener un pH requendo
después de la esterilizacién.

8.3.2. Preparacion a partir de ingredientes separacos. Disolver
y dispersar en agua en el siguiente orden: Extracto de levadura,
triptona. glucosa y, por Gltimo, la leche en polvo desnatads. El
calentamiento del agua facilita esta operacion, Anadir agar-agar v
llevar a ebullicién agitando frecuentemente, hasta que el agar-agar
esié completamente fundido o caleniar al vapor durante treinta
minutos,

Filtrar sobre papél de filtro, si es necesario. Ajustar el pH a

7.0-7,1 wiilizando la solucion de hidroxido sodice (5.1) o la
solucion de 4cido clorhidrico (5.2} para obiener ¢l pH requerido

después de la esterilizacién.
833, Distribycién del medie. Repartir el medio preparado

segin 8.3.1. 6 B.3.2 en los matraces (6.10) er cantidades de 100 a-

150 mililitros o en las probetas {6.10) en centidades de 10 a 12
mllléllnrzs,lEscteri]izacién en autoclave (6.1) durante gquince minutos
a + |°C, )
Comprobar el pH del medio, gue debe ser e 6,9 + 0,1 30" C,
Conservar el medio en la oscuridad, a una temperatura que no
sobrepase los 5° C, .
. El medio debe utilizarse antes de los tres meses de su prepara-
cion.

9. DILUYENTE O SOLUCION DE RINGER

9.1. Composicion (solucién de Ringer no dituida).

Todos los productos deben ser de calidad analitica adecuada
para bacteriologia,

Cloruro sodico (NaCl), 9,00 gramos,

Cloruro potasico (KCl), 0,42 gramos.

Cloruro ciicico, anhidrido (CaCly), 0,24 gramos. -
Bicarbonato sddico (NaHCO,), 0.20 gramos.
Agus (pureza, véase 8.2.3), §.000 mililitros.

Nata: El diluyente puede prepararse también a partir de
pastiltas disponikles en el comercio,

9.2. Preparacion.

9.2.1. Preparar la solucion no diluida de Ringer disolviendo
las sales (9.1) en agua y, antes de su empleo, diluir una parte de esta
soluciéon con tres partes de agua para obtener una solucion de
Ringer diluida al cuarto.

.2.2.  Repartir en los matraces para dilucion o en los tubos de
ensayo (6.9) la solucién de Ringer diluida al cuarto (9.2.1), de tal
manera que después de la esterilizacidn cada matraz contenga -
90b$ 2_milititros o 99 * 2 mililitros ¥ 9 * 0,2 mililitros cada
tu

9.3. Esterilizar en aqutoclave (6.1} durante quince minwtos a
121 + I"C. -

Now: nas veees s¢ recomienda sustituir Ia solucion de
Ringer diluida al cuarto por una solucidn de peptona al 0.1 por 100,

ro los datos disponibles actualmente som insuficientes para
Justificar tal cambio,

10, PROCEDIMIENTO OPERATORIO

. 10.1.  Preparacién del marerial de vidrio.

Esterilizar las pipetas (6.11) y las placas Petri (6.12) efi el horno
de aire caliente (6.2} a 170" C durante una hora como minimo; si
no se dispone de homo de aire caliente, esierilizar en el autoclave
durante veinte minutos a 121 + 1°C. Los recipientes gque se
utilicen para la esterilizacidon del material en el autoclave no deben
cerrarse herméticamente. El material de vidrio esterilizado en
autoclave debe secarse por evaporacion,

10.2.  Fusion del medio.

Antes de proceder at examen bacterolégico, fundir ripidamente
la cantidad requerida del medio en un bhano de afua hirviente a
bajo una corriente de vapor en un recipiente parcialmente cerrado.
Enfriar e(l:Cmedio fundido en el bano de agua (6.6) regulado a
45 = I° CC.

Nota: Para controlar ia temperatura del agar-agar. sitvar un
lermometro en una sclucion de agar-agar al 1,5 por 100 introducido
en un recipiente idéntido al vtilizado para el medio. Esta solucion
de control de la temperatura debe calentarse y enfriarse en la
misma forma gue ei medio.

10.3. Preparacion de la muesira.

Con el fin de asegurar un reparto uniforme de los microorganis-
mos, mezclar cuidadosamente la muestra, velteando ripidamente
25 veces el recipiente que la contiene. En la practica agitar las 25
veces en siete segundos con una amplitud de 30 centimetros.
Igualmente es posible agitar la muestra mecinicamente, s se
obtiene 2l mismo resultado. El liempo transcurrido desde la mezcla
hasta la toma para ensayo no debe ser superior a tres minutos.

Si es necesario, antes de abrir un recipiente con muestra, limpiar
exteriormente junto a la zona donde va a tornarse para eliminar
todo lo que pueda contaminar la muestra. Esta zona puede
limpiarse con alechel etilico al 70 por 100 para prevenir asi toda
contaminacién ullerior. En otros casos, utilizar el procedimiento
mas adecuado,

10.4, Preparacion de las diluciones.

las diluciones y sembrar (véase 10.5} para obtener
placas que contengan entre 10 y 300 colonias.

Nota: Las indicaciones siguientes estdn basadas sobre 10 miliki-
tros de muestrz en L0 mililitros de diluyente (dilucion 1/10):
Pueden utilizarse otras series de diluciones como 1 mililitro de
muestra en 9 milititros de diluyente (dilucion 1/10) u 11 mililitros
de muestra en 99 mililitros de diluyente (dilucién 1/10}.

La fidelidad y precision del método son mejores cuando se
utilizan cantidades de muestra mas importantes.

10.4.1. Tomar 10 mililitros de muestra con una pipela esiéril
aa.ﬁadir 90 mililitros de diluyente (9.3). Agitar la muestra diluida,

obtiene de esta manera la dilucibo /10, :

10.4.2. Con otra pipeta estéril tomar 10 mililitros de la
dilucion 1710 (10.4.1} anadir 90 mililitros de diluyente {($.3) ¥
agitar. Asi s¢ obtiene Ia dilucion 1/100. _

. 10.4.3, Preparar otras diluciones de-la misma manera utili-
zando una pipeta estéril para cada dilucidn,

Nota: No introducir la pipeta mds de 1 centimetro por debajo
de la superficie del liquido. Evitar introducir busbujas de aire en 2
pipeta. Durante las transferencias no introducir la pipeta en el
nuevo diluyente.

10.5. Siembra de las piacas Petri.

Preparar dos placas para cada dilucion escogida (10.4). Transfe-
rir con una pipeta estéril, 1 mililitro de 1a muestra v/o de las
dituciones apropiadas en cada placa.
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Poner en contacto la extremidad de la pipeta con una superficie
seca en la placa Petri. Utilizar una mpeta estéri! para cada dilecion
transferida a las placas.

10.6. Distribucion del agar-agar en Ias placas Petri.

10.6.1, Verter en cada placa sembrada de 10 a |2 mililitros del
medio fundido a la temperatura de 45 £ 1°C (1D.2).

10.6.2. Mezelar inmediatamente, por rotacién de la placa
Petri, con el fin de obtener colonias regularmente dispersadas
después de la incubacion.

10.6.3. Dejar reposar las placas, ¢n una superficie honizontal.y
Limpia, hasta la solidificacion del medio, invertirlas de posicidn y
situarlas en la estufa {(6.3) regulada a 30" C.

Nota: El tiempo transcurrido entre la preparacion de las

" diluciones y la distribucién del medio en las placas Petri no debe

exceder de quince minutos.- Las operaciones descritas en los
apartados 10.3 a 10:6 no deben efectuarse a la luz solar directa.

10.7. Imcubagion de las placas Petri.

Las placas Petri en posicibn invertida se poncn a incubar,
apilando, 6 o mds. Las pilag de placas no deben tocarse, ni estar en
contacto con las paredes o la parte superior de la estufa. Incubar a
30 & 1°C durantg 72 + 2 horas.

.

10.8. Recuento de colonias.

10.8.1. Contar las colonias en las placas Petri. Examinar las
placas bajo luz atenuada. Para facilitar el recuento, se puede utilizar
una lupa (6.7) y/o un contador-registrador. Evitar confundir las
particulas, de la muestra, no disuelias ¢ las sustancias precipitadas,
con las colonias del tamafio de una punti de alfiler. En caso de
duda examinarlas con atencion utilizando, si es necesario, una lupa
mais potente {6.5).

10.8.2. Las colonias invasoras se consideran como colomas
inicas. Si menos de un cuarto de la placa esta recubierto por las
colonias invasoras, contar las existentes en la parte no afectada de
Ia placa y calcular el ndmero correspondiente para la placa entera.
§i més de un cuario de la placa eswviera cubierto de colonias,
eliminarla,

1. EXPRESION DE LOS RESULTADOS
1.1

En principio, utilizar los resuliados de las placas que coniengan
entre 10 y 300 colonias.

11.2.  Calcular ¢l numero de microorganismos por milimetro
mediante la férmula siguiente:

Céleule y formula.

2
fo xF+fx01

xd

en la que:

Ys = la suma de todas las colonias abtenidas a partir de las
placas utilizadas como se ha indicado més arriba (11.1). .

fa = al numero de placas utilizadas para la primera dilucién a
las que se ha aplicade 11.1.

fu = al nimero de placas utilizadas para la segunda dilucién a
Ias que se ha aplicado §1.1.

d = 4l inverso del factor de dilucidn por e que se han obtenido
los primeros recuenios; esta dilucién esti en relacion con f,

11.3. Enpresar los resultados con dos cifras significativas

solamente. Para un oumero de tres cifras, redondear al cero més -

roximo. Si la tercera <ifra es 5, redondear a la decena inferior si
s dos primeras cifras forman un nimero par, y 8 la’decena
superior si las dos primeras forman un niamero umpar. Por ejemplo:

234...... ... 230
235 ... ... .. 240
225..... - . 220
245 .. ... ... 240

I1.4. Si solamente hay recuentos inferiores a 10, indicar que
¢l nimero de microorganismos por milimetro es inferiora 10 x d;
siendo «d» ¢l inverso del mis bajo facior de dilucién,

11.5. Si hay solamente recuentos superiores a 300, caleular un
recuento estimado a partir de Ias placas que tengan un nimero de
- colonias proximo a 300 y multiplicarlo por ¢l inverso del factor de
dilucién. Regisirar este_resultado ¢omo emimeroe estimado de
microorganismos por mililitron,

i1.6. E! resultado puede expresarse en un mlmero compren-
didoentre 1,0 v 9,9 mumphudo por L0=; siendo «o» la potcncm de
10 apmpmda

12. REPETIBILIDAD

{a experiencia ensefa que si el resuliado mas alio de dos
ensayos independientes sobre la misma muestra sobrepasa frecuen-
temente el resultado mas bajo en un 30 por 100, el analisia debe
gxammar su procedimiento operalono para determinar sus fuentes

e error

13. INFORME DEL ANALISIS

_El informe del andlisis debe indicar el método utilizado, el
resultado obienido y su forma de expresién. Debe mencionar todos
los detalles operatorios no previstos- en ¢ presente porma o los
facultativos, asi como los incidentes eventules susceptibles de
influir sobre los resuftados.

El informe debe proporcionar todos los datos necesarios para la
completa identificacion de la muestra.

14. CORRESPONDENCIA
presente norma se¢ corresponde con la norma internacional

: La
FIL IOD 1981 (provisional).

ANEJO 4
Relacion de equipos analizadares sutométicos

1. PARA DETERMINACION DE MATERIA GRASA

Milko - Tester Minor: Milko - Tester MK IT v Milko - Tester
MK IIIL

2. PARA DETERMINACION DE PROTEINAS
Pro - Milk MK II,

3. PARA DETERMINACION DE MATERIA GRASA, PRO-
TEINAS Y OTROS COMPONENTES

Infra Alyzer 400D; Milko - Scan Serie 100; Milko - Scan Serie
303; Milko - Scan Serie 605, Multiespec y Neotec 7000,

4. PARA RECUENTOS MICROBIANOS

AMS 40-10; Bactometer M-123; Baciometrnic;
Lumac Bio-Counter;, Malthus Systems v Petri - Foss,

Bacioscan;

QORDEN de I de julio de 1985, por la gue se dictan
normas de acreditacion de Laboratorios Privados para
{a realizacion de pruebas analiticas con validez oficial
a gfectos de sanciones y arbitrajes.

13428

Tlustrisimo sefior:

E} Real Decreto 1945/1983, por el que se regulan las infraccio-
nes v sanciones en materia de defensa def consumidor vy de ia
produccitn agroalimentaria, establece en su articulo 16 que las
pruebas periciales analiticas se realizarin en Laboratorios oficiales
o privados acreditados por la Administracion para estos fines.

Para el ejercicio de las funciones, facultades y competencias que
cormesponden & est¢ Departamento, ¢n orden a la defensa de la
calidad y represion de fraudes en medios de produccion y produc-
tos asranos v alimentarios y para facilitar a los administrados la
aporiacidn de pruebas analiticas realizadas en otros Laboratorios
distintos de los ofoiciales ~ pertenecientes a las Admmistraciones
Piblicas-, cn los expedientes sancionadores tramitados por presun-
tas mfraccmnes, tn maieria de defensa de In calidad de la

n sgroalimentaria, procede desarrollar el citado Real
gecreto 194571983, rcgu,lando los requisitos que tales Laboratorios
deben reunir y las eondiciones de los analisis en ellos realizados
para tales fines.

En oonsecuenua ¥ en virtud de las facuhades concedidas
disposicion final 1.*
dispongo:

1.° La acreditacién de ceniros o establecimientos privados
para la realizacidn de determinaciones analiticas, con validez
oficial en expedientes sancionadores tramitados por este Departa-
mento por otas infracciones en materia de defensa de la
calidad de la produccion agroelimentaria, corresponderd a2 la
Direccidn General de Politica Alimentaria,

2.° La peticidn de acreditacion del centro mleresado debera ir
acompanada de:

Especificacion de los froductos que desea analizar y de los
controies de calidad para los que desea ser autorizado.

T la
del Real Decreto 1_945/!983 de 22 de junio,



