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TEXTO CONSOLIDADO
Ultima modificacién: sin modificaciones

El Decreto de la Presidencia del Gobierno numero 2484/1967, de 21 de septiembre
(«Boletin Oficial del Estado» del 17 al 23 de octubre), que aprueba el Cddigo Alimentario
Espafiol, prevé que puedan ser objeto de Reglamentaciones Especiales las materias en él
reguladas.

Las ordenes de 31 de enero de 1977 («Boletin Oficial del Estado» de 14 a 27 de julio);
31 de julio de 1979 («Boletin Oficial del Estado» de 29 y 30 de agosto); 17 de septiembre de
1981 («Boletin Oficial del 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 analisis de leche y
productos lacteos, siendo necesario complementarlos con otros nuevos que atiendan al
control de las mezclas de leches citadas anteriormente.

El presente Real Decreto se dicta en virtud de lo dispuesto en el articulo 149.1.16.2 de la
Constitucion Espafiola, en cuanto atribuye al Estado la competencia exclusiva sobre las
bases y coordinacion general de la sanidad.

En su virtud a propuesta de los Ministros de Sanidad y Consumo, de Industria, Comercio
y Turismo y de Agricultura, Pesca y Alimentacion, oidos los sectores afectados, previo
informe preceptivo de la Comision Interministerial para la Ordenacién Alimentaria, de
acuerdo con el Consejo de Estado y previa deliberacion del Consejo de Ministros en su
reunion del dia 18 de octubre de 1991,

DISPONGO:

Articulo 1.

Se aprueban como oficiales los métodos de analisis de leche y productos lacteos que se
detallan en el anexo.
Articulo 2.

Para la deteccion de la presencia de leche de vaca en mezclas con leche de oveja y
leche de cabra, en productos procedentes de otros Estados miembros se reconocen como
métodos de control equivalentes los legalmente establecidos en los mismos hasta tanto se
apruebe un método unico de referencia aplicable en la Comunidad Econémica Europea.
Disposicion adicional.

El presente Real Decreto se dicta al amparo de lo dispuesto en el articulo 149.1.16.2 de
la Constitucién Espafiola.

Disposicion derogatoria.

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

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

El Ministro de Relaciones con las Cortes y de la Presidencia del Gobierno,
VIRGILIO ZAPATERO GOMEZ
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ANEXO
METODOS OFICIALES DE ANALISIS DE LECHE Y PRODUCTOS LACTEOS

iNDICE

Leche

21. Deteccioén de leche de vaca en mezclas con leche de oveja y cabra.

22. Sangre soluble.

23 (a) Determinacion de leche de vaca en leche de oveja o de cabra (por electroforesis).

23 (b) Determinacion de leche de vaca en leche de oveja o de cabra (por inmunodifusion
radial).

24 (a) Determinacion de leche de cabra en leche de oveja (por electroforesis).

24 (a) Determinacion de leche de cabra en leche de oveja (por inmunodifusion radial).

Mantequilla

10. Extraccion de la grasa.

Queso

7. Nitratos y nitritos.
8. Determinacion de leche de vaca en queso de oveja o de cabra (por electroforesis).
9. Determinacion de leche de cabra en queso de oveja (por electroforesis).

21. DETECCION DE LECHE DE VACA EN MEZCLAS CON LECHE DE OVEJA Y CABRA
21.1 Principio.

Se puede detectar la leche de vaca en mezclas con leche de oveja o cabra mediante
extracciones de la caseina y posterior separacion por electroforesis en gel de poliacrilamida.
La caseinas agq de leche de vaca presenta una mayor movilidad electroforética que las

caseinas ag de leches de oveja o cabra.
21.2 Material y aparatos.

21.2.1 Centrifuga.

21.2.2 Equipo de electroforesis.

21.2.3 Fuente de alimentacién.

21.2.4 Tubos para electroforesis de 11 cm de longitud y 0,7 cm de diametro.

21.2.5 pH-metro.

21.2.6 Material de uso corriente en el laboratorio de pipetas, tubos, micropipetas,
etcétera.

21.3 Reactivos.

21.3.1 Solucion de acido acético 1N.

21.3.2 Solucion de hidréxido sodico 1N.

21.3.3 Solucion de urea 7M.

21.3.4 Solucion A. Tampon pH 8,9. Disolver 48 ml de HC1 1N, 36,3 g de
Trishidroximetilaminometano y 0,46 ml de Temed en agua hasta 100 ml.

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

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

21.3.7 Solucién de persulfato amoénio. Disolver 0,56 g de persulfato aménico en agua
hasta 100 ml. Este reactivo debe prepararse nuevo cada semana.
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21.3.8 Solucién de tincién. Disolver 0,56 g de Negro de Amido en una mezcla de 250 ml
de metanol, 650 ml de agua y 100 ml de acido acético glacial.

21.3.9 Solucién de lavado. Mezclar 400 ml de metanol, 50 ml de acido glacial y 550 ml
de agua.

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

21.4 Procedimiento.
21.4.1 Preparacion de la muestra:

Diluir la leche, previamente desnatada por centrifugaciéon, a 1/5 con agua destilada.
Calentar a 35° C y llevar a pH 4,6 mediante adicion de acido acético 1N. Separar la caseina
precipitada por centrifugacion y lavar varias veces con agua destilada. Disolver la caseina en
un volumen de agua igual a la mitad del volumen de la leche original, afiadiendo solucion de
hidroxido sédico 1N hasta pH7.

Inmediatamente antes de la electroforesis, disolver un volumen igual de urea 7M.
preparada recientemente. Para la electroforesis es suficiente aplicar de 100 a 200 ug de
caseina disuelta.

21.4.2 Preparacion del gel:

Mezclar 5 ml de solucién A (21.3.4), 10 ml de solucién B (21.3.5) y 11,5 g de urea en una
probeta de 50 ml. Ahadir agua con agitacién hasta 35 ml de disolucion. Desairear mediante
vacio y afiadir 5 ml de la solucion de persulfato. Agitar la solucién e inmeditamente llenar con
la misma los tubos (previamente tapados por su parte inferior) hasta 1 cm del extremo
superior, evitando la formacion de burbujas de aire.

Completar el llenado de los tubos con una pequefia cantidad de agua que asegura la
superficie plana del gel, a la vez que evita la posible inhibicién de la polimerizacién por el
oxigeno atmosférico.

La polimerizacion tiene lugar en veinte-treinta minutos.

21.4.3 Electroforesis:

Colocar los geles, una vez polimerizados y después de eliminar el agua, en los médulos
del aparato de electroforesis en posicion vertical y llenar las dos camaras de los electrodos
con el tampén pH 8,4.

Aplicar con micropipeta en la superficie del gel una cantidad de la solucion de caseina en
urea que contenga de 100 a 200 ug de caseina. Afadir una gota de azul de bromofenol y
completar el llenado de los tubos con una pequeia cantidad de tampén.

Utilizar el depdsito superior como catodo y el interior como anodo.

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

21.4.4 Separacion, tefido y desteiido de los geles:

Para desprender el gel del tubo de vidrio se puede utilizar una jeringa con una aguja sin
punta, colocandola entre el gel y el tubo. Inyectar agua a presién y rotar el tubo, con lo que
entra ésta y se desprende el gel.

Una vez desprendido, colocar cada gel en un tubo con solucién colorante de Negro de
Amido durante una hora.

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

Los geles se pueden conservar durante meses en solucion de acido acético al 7 por 100.

21.5.1 ldentificacion de las bandas:

El diagrama electroforético de las caseinas de leche de oveja contiene dos grupos de
bandas de proteinas.

El primer grupo, de dos bandas, corresponde a las 3 caseinas, y el segundo, consistente
en tres bandas, a las ag caseinas, que se designan como agq, ag Y ag3.
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La leche de vaca se puede detectar en mezclas con leche de oveja o cabra, debido a la
mayor migracion electroforética de la caseina ag, de vaca, que se hace visible por encima de
las bandas de caseina de oveja o cabra.

La intensidad de la banda agq4 de vaca aumenta cuando es mayor el porcentaje de
mezcla.

21.5.2 Determinacion cuantitativa:

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

Es necesario efectuar una curva patron.

21.5.3 Limite de deteccion:

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

21.6 Observaciones.

21.6.1 La electroforesis en gel de acrilamida se puede efectuar también en un equipo
para electroforesis en gel plano.

21.6.2 Todas las soluciones se deben preparar con agua destilada reciente o hervida, ya
que el oxigeno inhibe la polimerizacién y se pueden formar burbujas en el gel.

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

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

21.7 Bibliografia.

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

21.7.2. Ramos, j.; Martinez-Castro, I., y Juarez, M. 1977. J. of Dairy Sci. 60, 870-877.

21.7.3 Adroid, P. (1968) «Separation of milk proteins», en Smith «Chromatographic and
electrophoretic tecniques». Vol. I, pag. 399. Wiliam Heineimann Medical Books, Ltd.
London.

22. SANGRE SOLUBLE
22.1 Principio.

Disolucion de la hemoglobina en una mezcla acético-agua y posterior determinaciéon de
su absorbencia a 396 nandmetros.

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

22.2 Material y aparatos.

22.2.1 Espectrofotdmetro y accesorios (cubeta para 1 cm de espesor de liquido).
22.2.2 Agitador electromagnético.
22.2.3 Centrifuga y tubos de 10 ml.

22.3 Reactivos.
22.3.1 Mecla acido acético-agua (1:1) VN.
22.4 Procedimiento.

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

22.5 Calculos.

El porcentaje de sangre soluble se deduce por aplicaciéon de la siguiente formula:

A _ 1250
§= By
EE~ P

Siendo:

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

Ei = Absorbancia especifica de la sangre.
22.6 Observaciones.

22.6.1 En el caso de dispoper de la harina de sangre utilizada como desnaturalizante, el
1 i - . .
valor de E1 se obtendra como se indica a continuacion:

Pesar con precisién de 0,0001 g, 100 mg de harina de sangre, e introducirla en un vaso
de precipitado de 250 ml. Adadir 150 ml de agua destilada, agitar durante cinco minutos la
solucion, transferir a un matraz aforado de 250 ml. A continuacién, tomar 20 ml de esta
solucién, llevar a un matraz aforado de 100 ml y enrasar con la mezcla de acido acético
glacial-agua. Centrifugar 10 ml de esta solucion y medir su absorbancia en cubeta de 1 cm a
396 nandmetros usando como blanco la solucion acético-agua.

Siendo:

Ei = Absorbancia especifica.
A = Absorbancia leida.
P = Peso en gramos de la harina de sangre.

. e 1 r . . . .
La absorbancia especifica Ei no debera ser inferior a 50. En caso contrario, la harina de
sangre no debe ser utilizada como desnaturalizante.

22.6.2 Si no se ha podido determinar este valor previamente a la adicién de la harina de
. . . 1
sangre a la leche o suero se tomara como valor medio de referencia Er = 52,4.

23(A) DETERMINACION DE LECHE DE VACA EN LECHE DE OVEJA O DE CABRA
(METODO ELECTROFORETICO)

23(a)1. Principio.

La fraccién sérica de la muestra se extrae por adicion de solucion tampén a pH 4,6 y
posterior centrifugacion.

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

Las B lactoglobulinas de leche de vaca presentan una mayor movilidad electroforética
que las a lactoalbuminas y las {3 lactoglobulinas de la leche de ovjea y de la leche de cabra.

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

23(a)2. Material y aparatos.

23(a)2.1 Material de uso corriente en laboratorio.
23(a)2.2 Microjeringa.

23(a)2.3 pH metro.
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23(a)2.4 Centrifuga.

23(a)2.5 Equipo de electroforesis.

23(a)2.6 Fuente de alimentacion.
23

Ea)2 7 Densitometro.
23(a)3. Reactivos.
23(a)3.1 Reactivos para la obtencion de la fraccion serica.
(
(

a)3.1.1 Solucién de Acido Acético al 10%.

23
23(a)3.1.2 Solucion de Acetado Saodico 1N.

23(a)3.2 Reactivos para la electroforesis. 23(a)
3.2.1 Tampodn de los geles pH 8,9.

— Trishidroximetil aminometano: 46 g.
— Acido Clorhidrico concentrado: 4 ml.
— Agua destilada: Hasta 1.000 ml.

23(a)3.2.2 Solucion de Acrilamida Bisacrilamida (T = 9,4%; ¢ = 4,2).

— Acrilamida: 9 g.
— N N’ Metilenbisacrilamida: 0,4 g.
— Tampodn de los geles: 100 ml.

23(a)3.2.3 Tampon de los electrodos pH 8,3.

— Trishidroximetil aminometano: 1,2 g.
— Glicina: 5,8 g.
— Agua destilada: Hasta 2.000 ml.

23(a)3.2.4 Solucion de Persulfato aménico al 10% (este reactivo debe prepararse cada
semana).
3(a)3.2.5 NNN'N’ Tetrametiletilendiamina (TEMED).
3(a)3.2.6 Solucién de azul de bromofenol al 1/1.000.
23(a)3.2.7 Solucion de Glicerol al 40%.
(
(

23(a)3.3 Reactivos para la tincion.
23(a)3.3.1 Tincién con azul Coomassie R-250.
23(a)3.3.1.1 Solucién fijadora.

— Acido Sulfosalicilico: 17,3 g.
— Acido Tricloroacético: 57,5 g.
— Agua destilada: Hasta 500 ml.

23(a)3.3.1.2 Solucién decolorante.

— Etanol: 500 ml.
— Acido Acético glacial: 160 ml.
— Agua destilada: Hasta 2.000 ml.

23(a)3.3.1.3 Solucién de tincion.

— Azul Coomassie Brillante R-250: 0,46 g.
— Solucion decolorante [23(a)3.3.1.2): 40 ml.

23(a)3.3.2 Tincién con azul Coomassie G-250.
23(a)3.3.2.1 Solucién unica de fijacion y tincién.

— Azul Coomassie G-250: 1 g.

— Agua destilada: 500 ml.

— Solucién de Acido Sulfarico 2 N: 500 ml.
— Solucion de hidroxido potasico 10 N.

— Acido Tricloroacético.
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Disolver el azul de Coomassie G-250 en agua destilada y afadir la solucién de Acido
Sulfurico 2 N. Mezclar bien agitando durante una hora vy filtrar por papel Whatman numero 1.
Medir el volumen de filtrado y afiadir 1/9 de este volumen de la solucion de hidroxido
potasico 10 N. Aiadir Acido Tricloroacético a esta disolucion hasta que la concentracién final
sea de 12%. Esta solucion de tefiido es estable durante varios meses si el pH se mantiene
por debajo de 1. Se puede utilizar varias veces pero es conveniente filtrarla antes de cada
uso.

23(a)4. Procedimiento.
23(a)4.1 Obtencién de la fraccion soluble a pH 4,6.

ARadir a 10 ml de leche, 5 ml de solucion de Acido Acético al 10% [23(a)3.1.1] y 5 ml de
solucién de Acetato Sddico 1 N [23(a)3.1.2], mezclar y comprobar con pH metro que el pH
de la mezcla es exactamente 4,6. Centrifugar a 3.000 r.p.m. durante diez minutos vy filtrar el
sobrenadante a través de un papel de filtro de velocidad media.

23(a)4.2 Preparacion de la curva patrén.

Dependiendo del tipo de muestra que se desee analizar, preparar patrones puros de
leche de oveja o de leche de cabra y de leche de vaca y mezclas de leche de vaca en leche
de oveja o de leche de vaca en leche de cabra en concentraciones del 5%, 10% y 20%. La
leche utilizada para la preparacion de estos patrones podra ser cruda o pasterizada, en este
ultimo caso la leche debera ser pasterizada a una temperatura maxima de L 74° C durante
un tiempo maximo de treinta segundos.

La fraccion soluble de los patrones se obtiene siguiendo el procedimiento descrito en
23(a)4.1.

23(a)4.3 Inmediatamente antes de su aplicacién en el gel mezclar:

— 1 Volumen de la fraccion soluble obtenida segun [23(a)4.1].
— 1 Volumen de la solucion de glicerol al 40% [23(a)3.2.7].
— % Volumen de la solucién azul de Bromofenol al 1/1.000 [23(a)3.2.6].

23(a)4.4 Preparacion del Gel de Poliacrilamida.

Preparar el gel laminar de espesor comprendido entre 0,5 mm y 1 mm. Para 50 ml de la
solucién de acrilamida-bisacrilamida, anadir 0,5 ml de solucion de persulfato aménico al 10%
[23(a)3.2.4], desairear en un Kitasato mediante vacio y anadir como agente polimerizante 50
ml de TEMED [23(a)3.2.5].

23(a)4.5 Electroforesis.

Colocar el gel en el aparato de electroforesis y llenar las camaras de los electrodos con
el tampoén pH 8,3 [23(a)3.2.4].

Aplicar con microjeringa en cada uno de los pocillos del gel un volumen comprendido
entre 10 pl y 20 yl de las soluciones obtenidas segun 23(a)4.3, tanto de la muestra como de
los patrones.

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

23(a)4.6 Métodos de tincion.
23(a)4.6.1 Tincién con azul Coomassie R-250.
Una vez completada la electroforesis, introducir el gel sucesivamente en:

1.° La solucién fijadora [23(a)3.3.1.1]: Una hora.

2.° La solucion decolorante [23(a)3.3.1.2]: Diez minutos.

3.° La solucién de tincién [23(a)3.3.1.3]: Doce horas.

4.° La solucion decolorante [23(a)3.3.1.2], que se renovara con frecuencia, hasta eliminar
el fondo.

23(a)4.6.2 Tincién con azul Coomassie G-250.
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Una vez completada la electroforesis, introducir el gel sucesivamente en:

1.° La solucién de fijacién/tincion [23(a)3.3.2.1]: Doce horas.
2.° Agua destilada que se renovara con frecuencia: Una hora.

25(a)5 Interpretacion de resultados.
23(a)5.1 Identificacion de las bandas.

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

@
|
|
|

——

> wnNT mm

©)
! 2 3

Diagrama clcctroforéuco de las proteinas de
sucro de 1) Leche de vaca. 2) Leche de cabra,
3) Leche de oveya

A) Seroalbémina (BSA)

By B Lacioglobulina de cabra

C) u Loactoalbumina (cabra y oveya).

D} « Lacioalbemina de vaca v P Lactoglo-
hultna dc oveja

E) 1§ Lacioglobulina B de vaca.

F) § Lacioglobulina A de vaca

23(a)5.2 Densitometria.

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

23(a)5.3 Cuantificacion.

Como se puede observar en el diagrama, las 8 lactoglobulinas A y B en leche de vaca
presentan una mayor movilidad electroforética que las de las otras dos especies. Al
aumentar el porcentaje de leche de vaca presente en la muestra, aumenta la intensidad de
las bandas correspondientes a dichas B lactoglobulinas y por tanto aumenta la altura de los
picos obtenidos en el desintograma.

Medir las alturas de los picos de las 8 lactoglobulinas A y B de leche de vaca y del pico
de la seroalbumina (BSA). A partir de los datos obtenidos para los patrones, resulta la recta
de regresién y = ax + b, donde

y:a.lmraﬁlgA+altm*al31gB
altura BSA

x = Porcentaje de leche de vaca

El porcentaje de leche de vaca en la muestra se determina sustituyendo en la recta de
regresion calculada con los patrones, el valor
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altura p lg A+ altura p1g B
BSA

obtenido para la muestra.
23(a)6. Expresion de resultados.
Expresar el contenido en leche de vaca segun los siguientes intervalos:

— Menor del 5 por 100.

— Entre el 5y el 10 por 100.
— Entre el 10 y el 20 por 100.
— Mayor del 20 por 100.

Siendo el limite de deteccion practico del 2 por 100 de leche de vaca, en leche de oveja
o en leche de cabra.

23(a)7. Observaciones.

Un resultado negativo debe obligatoriamente ser confirmado por la técnica electroforética
de las caseinas (21. Deteccion de leche de vaca en mezclas con leche de oveja y cabra).

23(a)8. Referencias.

23(a)8.1 Ramos, M.; Juarez, M. (1986): «Chromatographie, electrophoretic and
immunological methods for detecting mixtures of milks from different species». Bulletin of
International Dairy Federation numero 202, paginas 175-187.

23(a)8.2 Amigo, L.; Santamaria, G.; Gonzalez del Llano, D.; Ramos, M. (1986):
«Polyacrilamide gel electrophoresis of whey proteins in cheeses made from milk of different
species. Milk the vital force», XII Internat. Dairy Congress, The Hague, 152.

23(a)8.3 Amigo, L.; Calvo, M.; Ramos, M. (1987): «Quantitative determination cow’s milk
in goat's and ewe’s milk by PAGE using a internal standard». Il Congreso Mundial de
Tecnologia de Alimentos, Barcelona, 151.

23(a)8.4 Calvo, M. M.; Amigo, L.; Olano Martin, P. J.; Ramos, M. (1989): «Effect of
thermal treatments on the determination of bovine milk added to ovine or caprine milk». Food
Chemistry 32 (99-108).

23(B) DETERMINACION DE LECHE DE VACA EN LECHE DE OVEJA O DE CABRA
(METODO INMUNOLOGICO)

23(b)1 Principio.

El método esta basado en la precipitacién de las inmunoglobilinas de la leche de vaca
por la accién de un antisuero especifico.

La muestra es depositada en los pocillos practicados en una capa de agar que contiene
el antisuero especifico de la leche de vaca.

Cuando la muestra contiene leche de vaca se produce una reaccion que se observa en
forma de halo alrededor del picollo donde se habia depositado dicha muestra. El diametro de
este halo es proporcional a la concentracion.

El método es aplicable a la leche cruda o pasterizada a una temperatura maxima de 74°
C durante un tiempo maximo de treinta segundos, fresca o conservada mediante
congelacion o adicién de dicromato potasico.

23(b)2 Material y aparatos.

23(b)2.1 Material de uso corriente en laboratorio.

23(b)2.2 Centrifuga.

23(b)2.3 Microjeringa.

23(b)2.4 Placas Petri preparadas con agar conteniendo el antisuero especifico de leche
de vaca. En la capa de agar se han practicado 10 pocillos cilindricos.

23(b)2.5 Estufa regulada a 37° C.

23(b)2.6 Agitador magnético o equivalente.

23(b)2.7 Dispositivo de lectura: Lupa equipada con micrémetro o un retroproyector. En
su defecto se puede utilizar un doble decimetro graduado al medio milimetro.
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23(b)3 Reactivos.

b)3.1 Cuajo de titulo 1/10.000.

b)3.2 Solucién de Cloruro Sédico al 9/1.000.

b)3.3 Solucion acuosa de glicerol al 5% (V/V).

b)3.4 Solucién acuosa de Acido Acético al 2% (V/V).
23(b)3.5 Solucion de tincién.

—Negro amido: 1 gr.
— Solucion acuosa de Acido Acético al 2% (V/V): 1.000 ml.

23(b)3.6 Solucion acética de glicerol:

23(
23(
23(
23(

— Glicerol: 5 ml.
— Acido Acétido glacial: 2 m.
— Agua destilada: Hasta 100 ml.

23(b)4 Procedimiento.
23(b)4.1 Obtencién de la fraccion sérica.

Afadir a 10 ml de leche una gota de cuajo de titulo 1/10.000 [23(b)3.1], mezclar, incubar
a 37° C durante cinco a diez minutos y centrifugar a 3.000 r.p.m. durante diez minutos.
Tomar con cuidado el lactosuero evitando arrastrar materia grasa.

23(b)4.2 Preparacion de la curva patrén.

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

La fracciéon sérica de los patrones se obtiene siguiendo el procedimiento descrito en
23(b)4.1.

23(b)4.3 Inmunodifusion.

Depositar con la ayuda de una microjeringa, 10 ml de la fraccién sérica preparada segun
23(b)4.1 de cada uno de los patrones y de la muestra a analizar en los pocillos de una
misma placa. Dejar difundir de doce a veinticuatro horas a 37° C en una camara humeda
(estufa hermética regulada a 37° C en cuyo fondo se coloca un pliego de papel de filtro
humedecido con agua).

Para una valoracion rapida, transcurrido este tiempo, se puede proceder a la lectura
segun 23(b)4.5.

23(b)4.4 Tratamiento de la placa.

Lavar la placa dentro de la solucion de Cloruro Sodco al 9/1.000 [23(b)3.2) bajo agitacion
durante ocho a doce horas.

Llenar la placa con la solucién acuosa de glicerol al 5% V/V [23(b)3.3] y mantenerla llena
diez minutos. Depositar en la superficie de la solucién un disco de papel de filtro del mismo
diametro que el de la placa, dejandolo deslizar hasta el fondo. Mantener el disco de papel de
filtro contra el agar mientras se elimina la soluciéon de glicerol. Verificar que no haya
presencia de burbujas de aire.

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

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

Teiir, durante quince minutos, con la solucién de tincion 23(b)3.5.

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

Enjuagar durante cinco minutos en la solucién acética de glicerol [23(b)3.6]. Vaciar y
dejar secar.

23(b)4.5 Lectura de los resultados.
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Medir los diametros de los halos con la ayuda de un doble decimetro graduado al medio
milimetro o mejor con una lupa equipada con micrometro o con un retroproyector.

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

En un papel milimetrado trazar la curva, llevando en ordenadas los diametros de los
halos obtenidos con las mezclas preparadas para la curva patron y en abscisas las raices
cuadradas de las concentraciones en leche de vaca.

23(b)5.2 Determinacién del porcentaje de leche de vaca en la muestra.

Llevar sobre la curva de calibrado el diametro medido para la muestra. Elevar al
cuadrado el dato obtenido para expresar el resultado en porcentaje de leche de vaca.

23(b)5.3 Limite de deteccion.

La técnica descrita permite detectar un 1% de leche de vaca en leche de oveja o en
leche de cabra.

23(b)6 Observaciones.

23(b)6.1 Una reaccion negativa debe obligatoriamente ser confirmada por la técnica
electroforética de las caseinas (21.Deteccion de leche de vaca en mezclas con leche de
oveja y cabra).

23(b)6.2 En el caso de una reaccion positiva, se tendra en cuenta que el resultado
obtenido puede ser inferior al valor real, dado el efecto de un tratamiento térmico efectuado
en condiciones de temperatura y/o de tiempo superiores a los fijados en 23(b)1.

23(b)7 Referencia.
23(b)7.1 Journal Officiel de la Republique Frangaise (1 de junio de 1978).

24(a) DETERMINACION DE LECHE DE CABRA EN LECHE DE OVEJA (METODO
ELECTROFORETICO)

24(a).1 Principio.

La fraccidon sérica de la muestra se extrae por adicidén de solucion tampén a pH 4,6 y
posterior centrifugacion.

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

La B lactoglobulina de leche de cabra presenta una menor movilidad electroforética que
la a lactoalbumina y la B lactoglobulina de la leche de oveja.

24(a).2 Material y aparatos.

a).2.1 Material de uso corriente en laboratorio.
a).2.2 Microjeringa.

a).2.3 pH metro.

a).2.4 Centrifuga.

a).2.5 Equipo de electroforesis.

a).2.6 Fuente de alimentacion.

4(
4(
4(
4(
4(
4(
4(a).2.7 Densitometro.
(
(
(
(
(

2
2
2
2
2
2
2

24(a).3 Reactivos.
24(a).3.1 Reactivos para la obtencion de la fraccion sérica:

a).3.1.1 Solucién de Acido Acético al 10 por 100.
a).3.1.2 Solucién de Acetato Sodico 1N.

24(a).3.2 Reactivos para la electroforesis.

24
24

24(a).3.2.1 Tampon de los geles pH 8,9:

— Trishidroximetil aminometano: 46 g.
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— Acido Clorhidrico concentrado: 4 ml.
— Agua destilada: Hasta 1.000 ml.

24(a).3.2.2 Solucion de Acrilamida Bisacrilamida:

(T=9,4%;C=4,2)

— Acrilamida: 9 g.
— N N’ Metilenbisacrilamida: 0,4 g.
— Tampon de los geles: 100 ml.

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

— Trishidroximetil aminometano: 1,2 g.
— Glicina: 5,8 g.
— Agua destilada: Hasta 2.000 ml.

24(a).3.2.4 Solucion de Persulfato amoénico al 10% (este reactivo debe preprarse cada
semana).
24(a).3.2.5 NNN'N’ Tetrametiletilendiamina (TEMED).
24(a).3.2.6 Solucion de azul de bromofenol al 1/1.000.
24(a).3.2.7 Solucion de Glicerol al 40%.
24(a).3.3 Reactivos para la tincion:
24(a).3.3.1 Tincién con Azul Coomassie R-250.
24(a).3.3.1.1 Solucién fijadora:

— Acido Sulfosalicilico: 17,3 g.
— Acido Tricloroacético: 57,5 g.
— Agua destilada: Hasta 500 ml.

24(a).3.3.1.2 Solucién decolorante:

— Etanol: 500 ml.
— Acido Acético glacial: 160 ml.
— Agua destilada: Hasta 2.000 ml.

24(a).3.3.1.3 Solucion de tincion:

— Azul Coomassie Brillante R-250: 0,46 g.
— Solucion decolorante [24(a).3.3.1.2]: 400 ml.

24(a).3.3.2 Tincién con Azul Coomassie G-250:
24(a).3.3.2.1 Solucién unica de fijacion y tincion:

— Azul Coomassie G-250: 1 g.

— Agua destilada: 500 ml.

— Solucién de Acido Sulfarico 2N: 500 ml.
— Solucién de Hidroxido Potasico 10N.

— Acido Tricoloracético.

Disolver el azul de Coomassie G-250 en agua destilada y afiadir la solucién de Acido
Sulfurico 2 N. Mezclar bien agitando durante una hora y filtrar por papel Whatman namero 1.
Medir el volumen de filtrado y afiadi 1/9 de este volumen de la solucién de hidréxido potasico
10 N. ARadir Acido Tricloroacético a esta disolucién hasta que la concentracién final sea del
12%. Esta solucion de tefiido es estable durante varios meses si el pH se mantiene por
debajo de 1. Se puede utilizar varias veces pero es conveniente filtrarla antes de cada uso,

24(a).4 Procedimiento.
24(a).4.1 Obtencion de la fraccién soluble pH 4,6.

Afadir a 10 ml de leche, 5 ml de solucién de Acido Acético al 10% [24(a).3.1.1] y 5 ml de
solucién de Acetato Sédico 1N [24(a).3.1.2], mezclar y comprobar con pH metro que el pH

Pagina 13



BOLETIN OFICIAL DEL ESTADO
LEGISLACION CONSOLIDADA

de la mezcla es exactamente 4,6. Centriguar a 3.000 r.p.m. durante 10 minutos Yy filtrar el
sobrenadante a través de un papel de filtro de velocidad media.

24(a).4.2 Preparacion de la curva patrén.

Preparar patrones puros de leche de oveja y de leche de cabra y mezclas de leche de
cabra en leche de oveja en concentraciones del 5%, 10% y 20%. La leche utilizada para la
preparacion de estos patrones podra ser cruda o pasterizada, en este ultimo caso la leche
debera ser pasterizada a una temperatura maxima de 74° C durante un tiempo maximo 30
segundos.

La fraccion soluble de los patrones se obtiene siguiendo el procedimiento descrito en
24(a).4.1.

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

— 1 Volumen de la fracciéon soluble obtenida segun 24(a).4.1.
— 1 Volumen de solucién de glicerol al 40% [24(a).3.2.7].
— % Volumen de solucion Azul de Bromofenol al 1/1.000 [24(a).3.2.6].

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

Preparar el gel laminar de espesor comprendido entre 0,5 mm y 1 mm. Para 50 ml de la
solucién de acrilamida-bisacrilamida, anadir 0,5 ml de solucion de persulfato aménico al 10%
[24(a).3.2.4], desairear en un Kitasato mediante vacio y afair como agente polimerizante
50ul de TEMED [24(a).3.2.5].

24(a).4.5 Electroforesis.

Colocar el gel en el aparato de electroforesis y llenar las camaras de los electrodos con
el tampon pH 8,3 [24(a).3.2.3].

Aplicar con microjeringa en cada uno de los pocillos del gel un volumen comprendido
entre 10 ul y 20 ul de las soluciones obtenidas segun 24(a).4.3, tanto de la muestra como de
los patrones.

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

24(a).4.6 Métodos de tincion.
24(a).4.6.1 Tincién con azul Coomassie R-250.
Una vez completada la electroforesis, introducir el gel sucesivamente en:

1.° La solucioén fijadora 24(a).3.3.1.1: Una hora.

2.° La solucion decolorante 24(a).3.3.1.2: Diez minutos.

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

4.° La solucién decolorante 24(a).3.3.1.2, que se renovara con frecuencia, hasta eliminar
el fondo.

24(a).4.6.2 Tincién con azul Coomassie G-250.
Una vez completada la electroforesis, introducir el gel sucesivamente en:

1.° La solucién de fijacién/tincion 24(a)3.3.2.1: Doce horas.
2.° Agua destilada, que se renovara con frecuencia: Una hora.

24(a)5. Interpretacion de resultados.
24(a)5.1 Identificacion de las bandas.

En el diagrama se observa el orden de las bandas de las proteinas de menor a mayor
movilidad electroforética en la leche de cabra y en la leche de oveja.
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Diagrama clectroforético de las pro-
icinas ¢e sucro. i) Leche de cabm,
2} Leche de oveja

A) Scroalbumina (BSA).

B) ' Lacioglobulina de cabra.

C) @ Lactoalbimina (cabra ¥
oveja).

D) B Lactoglobulina de oveya.

24(a)5.2 Densitometria.

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

24(a)5.3 Cuantificacion.

Como se puede observar en el diagrama, la  lactoglobulina de leche de cabra presenta
una menor movilidad electroforética que la a lactoalbumina y la B lactoglobulina de oveja. Al
aumentar el porcentaje de leche de cabra presente en la muestra, aumenta la intensidad de
la banda correspondiente a la 3 lactoglobulina de la leche de cabra y, por tanto, aumenta la
altura del pico obtenido en el densitograma.

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

_ altura 3 g cabra

Y = ~ltura BSA

x = Porcentaje de leche de cabra

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

altura p 1g cabra
BSA

obtenido para la muestra.
24(a)6 Expresion de resultados.
Expresar el contenido en leche de cabra segun los siguientes intervalos:

— Menor del 5 por 100.
—Entre el 5y el 10 por 100.
— Entre el 10 y el 20 por 100.
— Mayor del 20 por 100.
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Siendo el limite de deteccion practico del 2 por 100 de leche de cabra en leche de oveja.
24(a)7 Referencias.

24(a)7.1 Ramos, M.; Juarez, M. (1986): «Chromatographie, electrophoretic and
immunological methods for detecting mixtures of milks from different species».

24(a)7.2 Amigo, L.; Santamaria, G.; Gonzélez del Llano, D.; Ramos, M. (1986):
«Polyacrilamide gel electrophoresis of whey proteins in cheeses mede from milk of different
species. Milk the vital force», Xl Internat. Dairy Congress, The Hague, 152.

24(a)7.3 Amigo, L.; Calvo, M.; Ramos, M. (1987): «Quantitative determination cow’s milk
in goat's and ewe’s milk by PAGE using a internal standard». Il Congreso Mundial de
Tecnologia de Alimentos, Barcelona, 151.

24(a)7.4 Calvo, M. M.; Amigo, L.; Olano A.; Martin, P. J.; Ramos, M. (1989): «Effect of
thermal treatments on the determination of bovine milk added to ovine or caprine milk». Food
Chemistry 32 (99-108).

24(B) DETERMINACION DE LECHE DE CABRA EN LECHE DE OVEJA (METODO
INMUNOLOGICO)

24(b)1 Principio.

El método esta basado en la precipitacion de las inmunoglobulinas de la leche de cabra
por la accion de un antisuero especifico.

La muestra es depositada en los pocillos practicados en una capa de agar que contiene
el antisuero especifico de la leche de cabra.

Cuando la muestra contiene leche de cabra se produce una reaccion que se observa en
forma de halo alrededor del pocillo donde se habia depositado dicha muestra. El diametro de
este halo es proporcional a la concentracién de leche de cabra.

El método es aplicable a la leche cruda o pasterizada a una temperatura maxima de 74°
C durante un tiempo maximo de treinta segundos, fresca o conservada mediante
congelacion o adicion de dicromato potasico.

24(b)2 Material y aparatos.

24(b)2.1 Material de uso corriente en laboratorio.

24(b)2.2 Centrifuga.

24(b)2.3 Microjeringa.

24(b)2.4 Placas Petri preparadas con agar conteniendo el antisuero especifico de leche
de cabra. En la capa de agar se han practicado 10 pocillos cilindricos.

24(b)2.5 Estufa regulada a 37° C.

24(b)2.6 Agitador magnético o equivalente.

24(b)2.7 Dispositivo de lectura: Lupa equipada con micrémetro o un retroproyector. En
su defecto se puede utilizar un doble decimetro graduado al medio milimetro.

24(b)3 Reactivos.

24(b)3.1 Cuajo de titulo 1/10.000.

24(b)3.2 Solucion de cloruro sodico a 9/1.000.
24(b)3.3 Solucién acuosa de glicerol al 5% (V/V).
24(b)3.4 Solucién acuosa de acido acético al 2% (V/V).
24(b)3.5 Solucién de tincion:

— Negro amido: 1 g.
— Solucion acuosa de acido acético al 2% (V/V): 1.000 ml [24(b)3.4].

24(b)3.6 Solucion acética de glicerol:

o~~~ o~

— Glicerol: 5 ml.
— Acido Acético glacial: 2 ml.
— Agua destilada: Hasta 100 ml.

24(b)4 Procedimiento.

24(b)4.1 Obtencion de la fraccion sérica.

Pagina 16



BOLETIN OFICIAL DEL ESTADO
LEGISLACION CONSOLIDADA

Afadir a 10 ml de leche, una gota de cuajo de titulo 1/10.000 [24(b)3.1], mezclar, incubar
a 37° C durante cinco a diez minutos y centrifugar a 3.000 r.p.m. durante diez minutos.
Tomar con cuidado el lactosuero evitando arrastrar materia grasa.

24(b)4.2 Preparacion de la curva patrén.

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

La fracciéon sérica de los patrones se obtiene siguiendo el procedimiento descrito en
24(b)4.1.

24(b)4.3 Inmunodifusion.

Depositar con la ayuda de una microjeringa, 10 pl de la fraccion sérica preparada segun
24(b)4.1 de cada uno de los patrones y de la muestra a analizar en los pocillos de una
misma placa. Dejar difundir de doce a veinticuatro horas a 37° C en una camara humeda
(estufa hermética regulada a 37° C en cuyo fondo se coloca un pliego de papel de filtro
humedecido con agua).

24(b)4.4 Tratamiento de la placa.

Lavar la placa dentro de la solucién de cloruro sédico al 9/1.000 [24(b)3.2] bajo agitacion
durante ocho a doce horas.

Llenar la placa con la solucién acuosa de glicerol al 5% V/V [24(b)3.3] y mantenerla llena
diez minutos. Depositar en la superficie de la solucién un disco de papel de filtro del mismo
didmetro que el de la placa, dejandolo deslizar hasta el fondo. Mantener el disco de papel de
filtro contra el agar mientras se elimina la soluciéon de glicerol. Verificar que no haya
presencia de burbujas de aire.

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

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

Teiiir, durante quince minutos, con la solucion de tincién 24(b)3.5.

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

Enjuagar durante cinco minutos en la solucién acética de glicerol [24(b)3.6]. Vaciar y
dejar secar.

24(b)4.5 Lectura de los resultados.

Medir los diametros de los halos con la ayuda de un doble decimetro graduado al medio
milimetro o mejor con una lupa equipada con micrometro o con un retroproyector.

24(b)5 Interpretacion de los resultados.
24(b)5.1 Curva de calibrado.

En un papel milimetrado trazar la curva, llevando en ordenadas los diametros de los
halos obtenidos con las mezclas preparadas para la curva patréon y en abscisas las raices
cuadradas de las concentraciones en leche de cabra.

24(b)5.2 Determinacién del porcentaje de leche de cabra en la muestra.

Llevar sobre la curva de calibrado el diametro medido para la muestra. Elevar al
cuadrado el dato obtenido para expresar el resultado en porcentaje de leche de cabra.

24(b)5.3 Limite de deteccion.
La técnica descrita permite detectar un 1% de leche de cabra en leche de oveja.
24(b)6 Observaciones.

24(b)6.1 Una reaccion negativa debe obligatoriamente ser confirmada por la técnica
electroforética de las proteinas del suero [24(a). Determinacion de leche de cabra en leche
de oveja (Método Electroforético)].
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24(b)6.2 En el caso de una reaccion positiva, se tendra en cuenta que el resultado
obtenido puede ser inferior al valor real, dado el efecto de un trataminto térmico efectuado en
condiciones de temperatura y/o de tiempo superiores a los fijados en 24(b)1.

24(b)7 Referencia.
Journal Officiel de la Republique Frangaise (1 de junio de 1978).

10. EXTRACCION DE LA GRASA EN MANTEQUILLA
10.1 Principio.
Separacion de las fases acuosa y grasa mediante fusion, decantacion y filtracion.
10.2 Material y aparatos.
10.2.1 Estufa de desecacion.
10.3 Procedimiento.

Tomar aproximadamente 50 g de la muestra de mantequilla en una capsula de porcelana
e introducirla en una estufa de desecacion a una temperatura entre 45° C y 50° C hasta
separacion de las fases acuosa y grasa. Separar la capa grasa por decantacion y filtrar a
través de papel de filtro seco, evitando que pase la fase acuosa, manteniendo una
temperatura de unos 40° C.

10.4 Referencias.
1. Norma Internacional FIL-IDF 32: 1965.

7. NITRATOS Y NITRITOS EN QUESOS
7.1 Principio.

Tratamiento de la muestra con agua caliente, precipitacion de la grasa y proteina y
filtracion.

Reduccién en una porcién del filtrado del nitrato a nitrito, por medio de una columna de
cadmio.

Desarrollo de una reaccién coloreada en alicuotas del filtrado no reducida, por adicion de
sulfanilamida y cloruro de N-1 naftiletilendiamina. Medicion de la absorbancia de la solucion
obtenida a 538 nm.

7.2 Material y aparatos.

7.2.1 Aparato apropiado para triturar la muestra.

7.2.2 Mezclador-homogeneizador con recipiente de vidrio de 250 y 400 ml.

7.2.3 Papel de filtro de poro medio, de 15 cm de diametro, exento de nitratos y nitritos.

7.2.4 Columna de reduccion similar a la de la figura.

7.2.5 Colorimetro fotoeléctrico o espectrofotometro que permita lecturas a una longitud
de onda de 538 nm.

7.3 Reactivos.

7.3.1 Granulos de cadmio de diametro aproximado 0,3 a 0,8 mm.

7.3.2 Solucién de sulfato de cobre (Il). Disolver 20 g de sulfato de cobre (II)
pentahidratado en agua y diluir a 1.000 ml.

7.3.3 Solucién tampén pH 9,6 a 9,7. Diluir 50 ml de &cido clorhidrico concentrado (d =
1,19 g/ml) con 600 ml de agua destilada. Después de mezclar afiadir 140 ml de solucion de
amoniaco al 25% (p/p). Diluir a 1.000 ml con agua y mezclar.

Ajustar el pH a 9,6-9,7 si es necesario.

7.3.4 Acido clorhidrico 2 N. Diluir 160 ml de &cido clorhidrico concentrado (d = 1,19 g/ml)
a 1.000 ml con agua.

7.3.5 Acido clorhidrico 0,1 N. Diluir 50 ml de la solucién 7.3.4 a 1.000 ml con agua.

7.3.6 Solucion de sulfato de zinc. Disolver 53,5 g de sulfato de zinc (ZNSQO4.7H50) en

agua y diluir a 100 ml.
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7.3.7 Solucion de ferrocianuro potasico. Disolver 17,2 g de ferrocianuro potasico (K4Fe
(CN)g.3H,0) en agua y diluir a 100 ml.

7.3.8 Solucion EDTA. Disolver 33,5 g de EDTA (Na, Cqg H44 N2 0g.2H50) en agua vy diluir
a 1.000 ml.

7.3.9 Solucién de acido clorhidrico (Sol.l). Diluir 540 ml de acido clorhidrico concentrado
(d =1,19 g/m) a 1.000 ml con agua.

7.3.10 Solucion de sulfanilamida (Sol. 11). Disolver, calentando en bafo de agua 0,5 g de
sulfanilamida (NH, Cg Hs SO, NH,) en una mezcla de 75 ml de agua y 5 ml de acido
clorhidrico concentrado (d = 1,19 g/ml). Enfriar a temperatura ambiente y diluir a 100 ml con
agua. Filtrar si es necesario.

7.3.11 Solucion de naftiletilendiamina (Sol.lll). Disolver 0,1 g de cloruro de N1
naftilendiamina (C1g H7 NHCH,. NH,. 2HCL) en agua. Diluir a 100 ml con agua. Filtrar si es
necesario.

Esta solucion se puede conservar hasta una semana en refrigerador en un recipiente
oscuro bien cerrado.

7.3.12 Solucién patrén de nitrato de sodio. Disolver en agua 0,150 g de nitrito de sodio
desecado a peso constante a 110-120 °C, diluir a 1.000 ml con agua y mezclar. En el
momento de su empleo diluir 10 ml de esta solucion con 20 ml de solucién tampén (7.3.3) y
diluir a 1.000 ml con agua. 1 ml de esta solucién final contiene 1,00 g de NO,.

7.3.13 Solucién patron de nitrato de potasio. Disolver en agua 1,468 g de nitrato de
potasio desecado a peso constante a 110-120 °C y diluir a 1.000 ml con agua. En el
momento de su empleo diluir 5 ml de la solucion tampén (7.3.3) y diluir a 1.000 ml con agua.
1 ml de esta solucién final contiene 4,5 g de NOs.

7.4 Procedimiento.
7.4.1 Preparacion de la columna de cadmio.

7.4.1.1 Llevar los granulos de cadmio (aproximadamente 40-60 g para cada columna) a
un erlenmeyer de 250 ml. Afadir suficiente solucion de acido clorhidrico 2 N (7.3.4) para
cubrir el cadmio. Agitar durante unos minutos.

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

Afadir la solucion de sulfato de cobre (ll) (aproximadamente 2,5 ml por g de cadmio) y
agitar durante un minuto.

Decantar la solucién y lavar el cadmio cuprizado inmediatamente con agua, teniendo
cuidado de que el cadmio esté cubierto con agua en todo momento. Terminar el lavado
cuando el agua esté exenta de cobre precipitado.

7.4.1.2 Llenar la columna con agua (ver figura) y llevar el cadmio cuprizado a la misma,
con la minima exposicion al aire. La altura del cadmio debe ser de 15 a 20 centimetros. Se
debe evitar que queden atrapadas burbujas de aire entre los granulos de cadmio y que el
nivel del liquido quede por debajo de la parte superior del cadmio.

7.4.1.3 Acondicionar la columna haciendo pasar una mezcla de 750 ml de agua, 225 ml
de solucion patrén de nitrato de potasio (7.3.1.2), 20 ml de solucién tampén (7.3.3) y 20 ml
de solucién EDTA (7.3.8) a un flujo no superior a 6 mil/min.

Lavar la columna con 50 ml de agua.

7.4.2 Comprobacion de la capacidad de reduccién de la columna.

7.4.2.1 Pipetear 20 ml de solucién patron de nitrato de potasio (7.3.1.2) y llevarlos al
depdsito superior de la columna. Afadir inmediatamente 5 ml de soluciéon tampén (7.3.3).
Eluir a un flujo no superior a 6 ml/min y recoger el eluido en un matraz aforado de 100 ml.
Cuando el depésito se ha vaciado casi completamente, lavar las paredes del mismo con 15
ml de agua y repetir esta operacion con otros 15 ml de agua. Cuando esta segunda porcién
de agua ha pasado a la columna, llenar completamente el depdsito con agua y eluir con la
maxima velocidad de flujo posible.

Cuando se hayan recogido casi 100 ml retirar el matraz, completar hasta el aforo y
mezclar bien.
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7.4.2.2 Pipetear 10 ml del eluido a un matraz aforado de 100 ml. Afadir agua hasta un
volumen aproximado de 60 ml y proceder de la forma especificada en (7.4.8).

Si la concentracion de nitrito en el eluido determinada a partir de la curva de calibracidn
(7.4.9) esta por debajo de 0,63 g de NO, por ml (95 por 100 del valor tedrico), se debe
degenerar la columna, 100 por 100 del rendimiento corresponde a 0,66 g de nitritos por ml.

7.4.3 Regeneracion de la columna: La columna se debe regenerar cada dia después de
su empleo, o mas frecuentemente si se observa una pérdida de eficacia, de la siguiente
manera: Afiadir 5 ml de la solucion EDTA (7.3.8) y 2 ml de &cido clorhidrico 0,1 N (7.3.5) a
100 ml de agua. Pasar la mezcla a través de la columna a un flujo aproximado de 10 ml/min.
Cuando el depdsito se ha vaciado, lavar la columna con agua, soluciéon de HCI 0,1 N y agua
sucesivamente.

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

7.4.4 Preparacién de la muestra: Antes del analisis quitar la corteza o la capa superficial,
de modo que se obtenga una muestra representativa del queso tal y como se consume
habitualmente. Triturar la muestra con un triturador u otro aparato apropiado y mezclar
cuidadosamente, evitando las pérdidas por evaporacion.

La muestra asi preparada se conservara en un recipiente cerrado hasta el momento del
analisis, que se realizara tan pronto como sea posible. Si el retraso es inevitable se deben
tomar todas las precauciones para asegurar la conservacion de la muestra y para prevenir la
condensacion de humedad en la superficie interior del recipiente.

7.4.5 Extraccién y desproteinizacion: Pesar con precision de 1 mg, 10 g de muestra y
llevarlos al recipiente de vidrio del mezclador homogeneizador. Afadir gradualmente 164 ml
de agua a 50-55° C. Mezclar hasta que el queso esté bien suspendido. Afadir en el siguiente
orden: 6 ml de solucion de sulfato de zinc (7.3.6), 6 ml de solucion de ferrocianuro potasico
(7.3.7) y 20 ml de solucion tampoén (7.3.3) a la suspensién de queso, agitando
cuidadosamente después de cada adicion. Después de tres minutos filtrar a través del papel
de filtro, recogiendo el filtrado en un erlenmeyer de 250 ml.

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

7.4.6 Reduccién de nitrato a nitrito: Pipetear 20 ml del filtrado obtenido en el apartado
anterior y operar de la misma forma que en el apartado (7.4.2.1).

7.4.7 Preparacion de la solucion para la determinacion de nitrito en la muestra: Pipetear
20 ml del filtrado del apartado 7.4.5 en un matraz aforado de 100 ml y completar con agua.
Mezclar bien.

7.4.8 Determinacion colorimétrica: Pipetear alicuotas iguales dependiendo del contenido
probable en nitritos, de la solucidén 7.4.7 y del eluido del apartado 7.4.6 en matraces aforados
de 100 ml. Afadir agua hasta un volumen aproximado de 60 ml. Aiadir 5 ml de solucion |
(7.4.9) y 5 ml de la solucion 1l (7.3.10). Mezclar cuidadosamente y dejar reposar la solucion
durante cinco minutos a temperatura ambiente protegiéndola de la luz solar directa.

Anadir 2 ml de solucién lll. Mezclar cuidadosamente y dejar reposar cinco minutos a
temperatura ambiente al abrigo de la luz solar directa. Completar hasta 100 ml con agua y
mezclar bien. Medir en el plazo de quince minutos la absorbancia de la solucion frente al
ensayo en blanco (7.4.10) a una longitud de onda de 538 nm.

7.4.9 Curva de calibracién: Pipetear 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16 y 20 ml de la solucion patrén
de nitrito de sodio (7.3.11.) en matraces aforados de 100 ml. Afadir agua hasta un volumen
aproximado de 60 ml. Llevar a cabo el procedimiento descrito en (7.4.8). Representar las
absorbancias obtenidas frente a las concentraciones de nitrito, en microgramos por mililitro.

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

7.5 Calculo.

7.5.1 Contenido en nitritos:
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100.000 X c;

Contenido en NO, (mg/Kg) = XV

Siendo:

m = Peso en gramos de la muestra.

¢4 = Concentraciéon en microgramos de NO, por ml, obtenidos a partir de la curva de
calibracion, correspondiente a la absorbancia de la solucién obtenida usando el filtrado
diluido (7.4.7).

V = Volumen en ml de la alicuota tomada en (7.4.8) sobre el filtrado diluido (7.4.7).

7.5.2 Contenido en nitrato:

'100.000 X c; X T

Conterudo en NO; (mg/Kg) = 135 ( Y —NOz)

Siendo:

m = Peso en gramos de la muestra.

¢, = Concentracion en microgramos de NO, por ml, obtenidos a partir de la curva de
calibracion, correspondiente a la absorbancia de la soluciéon obtenida del eluido de la
columna.

V = Volumen en ml de la alicuota tomada del eluido.

r = 100/rendimiento de la columna.

7.6 Referencias.
1. Norma Internacional L FIL-IDF 84 A: 1984.

8. DETERMINACION DE LECHE DE VACA EN QUESO DE OVEJA 0 DE CABRA
(METODO ELECTROFORETICO)

8.1 Principio.

La fraccidn sérica de la muestra se extrae por adicién de solucion tampoén a pH 4,6 y
posterior centrifugacion.

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

Las p lactoglobulinas de leche de vaca presentan una mayor movilidad electroforética de
las a lactoalbuminas y las p lactoglobulinas de la leche de oveja y de la leche de cabra.

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

8.2 Material y aparatos.

8.2.1 Material de uso corriente en laboratorio.
8.2.2 Microjeringa.

8.2.3 pH metro.

8.2.4 Centrifuga.

8.2.5 Equipo de electroforesis.

8.2.6 Fuente de alimentacion.

8.2.7 Densitometro.

8.3 Reactivos.
8.3.1 Reactivos para la obtencion de la fraccién sérica.

8.3.1.1 Solucién de acido acético al 10 por 100.
8.3.1.2 Solucién de acetato sédico 1 N.

8.3.2 Reactivos para la electroforesis.
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8.3.2.1 Tampdn de los geles pH 8,9.

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

8.3.2.2 Solucién de acrilamida bisacrilamida (T = 9,4 por 100, C = 4,2).

— Acrilamida: 9 g.
— N N’ metilenbisacrilamida: 0,4 g.
— Tampon de los geles: 100 ml.

8.3.2.3 Tampdn de los electrodos pH 8,3.

— Trisidroximetil aminometano: 1,2 g.
— Glicina: 5,8 g.
— Agua destilada: Hasta 2.000 ml.

8.3.2.4 Solucién de persulfato amonico al 10 por 100 (este reactivo debe prepararse
cada semana).

8.3.2.5 NNN'N’ tetrametiletilendiamina (TEMED).

8.3.2.6 Solucién de azul de bromofenol al 1/1.000.

8.3.2.7 Solucién de glicerol al 40 por 100.

8.3.3 Reactivos para la tincion.
8.3.3.1 Tincion con azul coomassie R-250.
8.3.3.1.1 Solucion fijadora.

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

8.3.3.1.2 Solucién decolorante.

— Etanol: 500 ml.
— Acido acético glacial: 160 ml.
— Agua destilada: Hasta 2.000 ml.

8.3.3.1.3 Solucién de tincion.

— Azul coomassie brillante R-250: 0,46 g.
— Solucion decolorante (8.3.3.1.2): 400 ml.

8.3.3.2 Tincién con azul coomassie G-250.
8.3.3.2.1 Solucion unica de fijacién y tincidn.

— Azul coomassie G-250: 1 g.

— Agua destilada: 500 ml.

— Solucion de acido sulfurico 2 N: 500 ml.
— Solucion de hidroxido potasico 10 N.

— Acido tricloroacético.

Disolver el azul de coomassie G-250 en agua destilada y afadir la soluciéon de acido
sulfurico 2 N. Mezclar bien agitando durante una hora y filtrar por papel Whatman numero 1.
Medir el volumen de filtrado y afiadir 1/9 de este volumen de la solucion de hidroxido
potasico 10 N. AAadir acido tricloroacético a esta disolucion hasta que la concentracion final
sea del 12 por 100. Esta solucion de tefido es estable durante varios meses si el pH se
mantiene por debajo de 1. Se puede utilizar varias veces pero es conveniente filtrarla antes
de cada uso.

8.4 Procedimiento.

8.4.1 Obtencion de la fraccién soluble a pH 4,6.
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Pesar 15 g de queso previamente triturado, anadir 5 ml de soluciéon de acido acético al
10 por 100 (8.3.1.1) y 5 ml de solucién de acetato sédico 1 N (8.3.1.2), homogeneizar y
comprobar con pH metro que el pH de la mezcla es exactamente 4,6. Centrifugar a 3.000
r.p.m. durante diez minutos y filtrar el sobrenadante a través de un papel de filtro de
velocidad media.

8.4.2 Preparacion de la curva patrén.

Dependiendo del tipo de muestra que se desea analizar, partir de patrones de quesos
puros de oveja o de cabra y de vaca, asi como patrones de quesos de mezcla de vaca en
oveja o de vaca en cabra, en concentraciones del 5 por 100, 10 por 100 y 20 por 100. La
leche utilizada para la fabricacion de estos quesos patrén podra ser cruda o pasteurizada, en
este ultimo caso la leche debera ser pasteurizada a una temperatura maxima de 74 °C
durante un tiempo maximo de treinta segundos.

La fraccion soluble de los patrones se obtiene siguiendo el procedimiento descrito en
8.4.1.

8.4.3 Inmediatamente antes de su aplicaciéon en gel mezclar.

— Un volumen de la fraccién soluble obtenida segun 8.4.1.
— Un volumen de la solucion de glicerol al 40 por 100 (8.3.2.7).
— Medio volumen de la solucién azul de bromofenol al 1/1.000 (8.3.2.6).

8.4.4 Preparacion del gel de poliacrilamida.

Preparar el gel laminar de espesor comprendido entre 0,5 mm y 1 mm. Para 50 ml de la
solucién de acrilamida-bisacrilamida, anadir 0,5 ml de soluciéon de persulfato aménico al 10
por 100 (8.3.2.4), desairear en un kitasato mediante vacio y afadir como agente
polimerizante 50 ml de TEMED (8.3.2.5).

8.4.5 Electroforesis.

Colocar el gel en el aparato de electroforesis y llenar las camaras de los electrodos con
el tampoén pH 8,3 (8.3.2.3).

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

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

8.4.6 Métodos de tincion.
8.4.6.1 Tincion con azul coomassie R-250.
Una vez completada la electroforesis, introducir el gel sucesivamente en:

1.° La solucién fijadora (8.3.3.1.1): Una hora.

2.° La solucion decolorante (8.3.3.1.2): Diez minutos.

3.° La solucién de tincién (8.3.1.3): Doce horas.

4.° La solucion decolorante (8.3.3.1.2), que se renovara con frecuencia, hasta eliminar el
fondo.

8.4.6.2 Tincion con azul coomassie G-250.
Una vez completada la electroforesis, introducir el gel sucesivamente en:

1.° La solucién de fijacién/tincion (8.3.3.2.1): Doce horas.
2.° Agua destilada, que se renovara con frecuencia: Una hora.

8.5 Interpretacion de resultados.
8.5.1 Identificaciéon de las bandas.

En el diagrama se observa el orden de las bandas de las proteinas de menor a mayor
movilidad electroforética en cada una de las especies:
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Diagrama clectrolorélico de las proleinas de
sucro de: 1) Leche de vaca, 2) Leche de
cabra, 3) Leche de oveja

A) Seroalbimina (BSA).

B) B Lactoglobulina de cabra.

C) @ Lactoalbumina (cabra y ovT‘c

D) a Lactoalbimina de vaca y B
buling dc oveja.

E) P Lacioglobulina B de vaca.

F) B Lactoglobulina A de vaca.

8.5.2 Densitometria.

Medir la intensidad de las bandas con densitémetro a una longitud de onda de 560 nm si
se utiliza coomassie R-250 en la tinciéon y de 600 nm si se utiliza el método del coomassie
G-250.

8.5.3 Cuantificacion.

Como se puede observar en el diagrama, las 8 lactoglobulinas A y B en leche de vaca
presentan una mayor movilidad electroforética que las de las otras dos especies. Al
aumentar el porcentaje de leche de vaca presente en la muestra, aumenta la intensidad de
las bandas correspondientes a dichas B lactoglobulinas y por tanto aumenta la altura de los
picos obtenidos en el densitograma.

Medir las alturas de los picos de las 8 lactoglobulinas A y B de leche de vaca y del pico
de la seroalbumina (BSA). A partir de los datos obtenidos para los patrones, resulta la recta
de regresion y = ax + b, donde

altura p 1g A + altura p 1g B

y= altura BSA

x = Porcentaje de leche de vaca

El porcentaje de leche de vaca en la muestra se determina sustituyendo en la recta de
regresion calculada con los patrones, el valor

altura plg A+ altura plg B
BSA

obtenido para la muestra.
8.6 Expresion de resultados.
Expresar el contenido en leche de vaca segun los siguientes intervalos:

— Menor del 5 por 100.
—Entre el 5y el 10 por 100.
— Entre el 10 y el 20 por 100.
— Mayor del 20 por 100.
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Siendo el limite de deteccidn practico del 3 por 100 en leche de vaca, en queso de oveja
0 en queso de cabra.

8.7 Referencias

8.7.1 Ramos, M.; Juarez, M. (1986): «Chromatographie, electrophoretic and
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9. DETERMINACION DE LECHE DE CABRA EN QUESO DE OVEJA (METODO
ELECTROFORETICO)

9.1 Principio.

La fraccidon sérica de la muestra se extrae por adicidén de solucion tampoén a pH 4,6 y
posterior centrifugacion.

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

La B lactoglobulina de leche de cabra presenta una menor movilidad electroforética que
la a lactoalbumina y la B lactoglobulina de la leche de oveja.

9.2 Material y aparatos.

9.2.1 Material de uso corriente en laboratorio.
9.2.2 Microjeringa.

9.2.3 pH metro.

9.2.4 Centrifuga.

9.2.5 Equipo de electroforesis.

9.2.6 Fuente de alimentacion.

9.2.7 Densitdmetro.

9.3 Reactivos.

9.3.1 Reactivos para la obtencion de la fraccion sérica.
9.3.1.1 Solucién de acido acético al 10 por 100.
9.3.1.2 Soluciéon de acetato sodico 1 N.

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

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

9.3.2.2 Solucién de acrilamida disacrilamida (T = 9,4 por 100, C = 4,2).

— Acrilamida: 9 g.
— N N’ Metilenbisacrilamida: 0,4 g.
— Tampon de los geles: 100 ml.

9.3.2.3 Tampodn de los electrodos pH 8,3.

— Trishidroximetil aminometano: 1,2 g.
— Glicina: 5,8 g.
— Agua destilada: Hasta 2.000 ml.
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9.3.2.4 Solucién de persulfato amonico al 10 por 100 (este reactivo debe prepararse
cada semana).

9.3.2.5 NNN'N’ Tetrametiletilendiamina (TEMED).

9.3.2.6 Solucién de azul de bromofenol al 1/1.000.

9.3.2.7 Solucién de glicerol al 40 por 100.

9.3.3 Reactivos para la tincion.
9.3.3.1 Tincion con azul coomassie R-250.
9.3.3.1.1 Solucidn fijadora.

— Acido sulfosalicilico: 17,3 g.
— Acido tricloroacético: 57,3 g.
— Agua destilada: Hasta 500 ml.

9.3.3.1.2 Solucién decolorante.

— Etanol: 500 ml.
— Acido acético glacial: 160 ml.
— Agua destilada: Hasta 2.000 ml.

9.3.3.1.3 Solucién de tincion.

— Azul coomassie brillante R-250: 0,46 g.
— Solucion decolorante (9.3.3.1.2): 400 ml.

9.3.3.2 Tincién con azul coomassie G-250.
9.3.3.2.1 Solucion unica de fijacién y tincion.

— Azul coomassie G-250: 1 g.

— Agua destilada: 500 ml.

— Solucion de acido sulfurico 2N: 500 ml.
— Solucion de hidréxido potasico: 10 N.
— Acido tricloroacético.

Disolver al azul de coomassie G-250 en agua destilada y afadir la solucién del acido
sulfurico 2N. Mezclar bien, agitando durante una hora, y filtrar por papel Whatman nimero 1.
Medir el volumen de filtrado y anadir 1/9 de este volumen de la solucién de hidréxico
potasico 10 N. AAadir acido tricloroacético a esta disolucion hasta que la concentracion final
sea del 12 por 100. Esta solucion de tenido es estable durante varios meses si el pH se
mantiene por debajo de 1. Se puede utilizar varias veces pero es conveniente filtrarla antes
de cada uso.

9.4 Procedimiento.
9.4.1 Obtencion de la fraccién soluble a pH 4,6.

Pesar 15 g de queso previamente triturado, anadir 5 ml de soluciéon de acido acético al
10 por 100 (9.3.1.1) y 5 ml de solucion (9.3.1.2), homogeneizar y comprobar con pH metro
que el pH de la mezcla es exactamente 4,6. Centrifugar a 3.000 r.p.m. durante diez minutos
y filtrar el sobrante a través de un papel de filtro de velocidad media.

9.4.2 Preparacion de la curva patrén.

Partir de patrones de quesos puros de oveja y de cabra, asi como de patrones de
quesos de mezcla de cabra en oveja, en concentraciones del 5 por 100, 10 por 100 y 20 por
100. La leche utilizada para la fabricacion de estos quesos patron podra ser cruda o
pasterizada, en este ultimo caso la leche debera ser pasterizada a una temperatura maxima
de 74° C durante un tiempo maximo de treinta segundos.

La fraccion soluble de los patrones se obtiene siguiendo el procedimiento descrito en
9.4.1.

9.4.3 Inmediatamente antes de su aplicacion en el gel mezclar.

— 1 volumen de la fraccién soluble obtenida segun 9.4.1.
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— 1 volumen de la solucién de glicerol al 40 por 100 (9.3.2.7).
— % volumen de la solucién azul de bromofenol al 1/1.000 (9.3.2.6).

9.4 .4 Preparacion del gel de poliacrilamida.

Preparar el gel laminar de espesor comprendido entre 0,5 mm y 1 mm. Para 50 ml de la
solucién de acrilamida-bisacrilamida, anadir 0,5 ml de solucién de persulfato aménico al 10
por 100 (9.3.2.4), desairear en un Kitasato mediante vacio y afadir como agente
polimerizante 50 de TEMED (9.3.2.5).

9.4.5. Electroforesis

Colocar el gel en el aparato de electroforesis y llenar las camaras de los electrodos con
el tampoén pH 8,3 (9.3.2.3).

Aplicar con microjeringa en cada uno de los pocillos del gel un volumen comprendido
entre 10 y 20 de las soluciones obtenidas segun 9.4.3, tanto de la muestra como de los
patrones.

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

9.4.6 Métodos de tincion
9.4.6.1 Tincidn con azul coomassie R-250
Una vez completada la electroforesis, introducir el gel sucesivamente en:

1.° La solucién fijadora (9.3.3.1.1): Una hora.

2.° La solucion decolorante (9.3.3.1.2): Diez minutos.

3.° La solucién de tincién (9.3.3.1.3): Doce horas.

4.° La solucion decolorante (9.3.3.1.2), que se renovara con frecuencia, hasta eliminar el
fondo.

9.4.6.2 Tincion con azul coomassie G-250
Una vez completada la electroforesis, introducir el gel sucesivamente en:

1.° La solucién de fijacién/tincion (9.3.3.2.1): Doce horas.
2.° Agua destilada, que se renovara con frecuencia: Una hora.

9.5 Interpretacion de resultados
9.5.1 Identificaciéon de las bandas.

En el diagrama se observa el orden de las bandas de las proteinas de menor a mayor
movilidad electroforética en la leche de cabra y en la leche de oveja.
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2) Leche de oveja

A} Scroalbumina (BSA).

B) B Lactoglobuling d¢ cabra.

C) a Lacloalbumina {cabra vy
oveya).

D) B Lacioglobulina dc oveja.

9.5.2 Densitometria.

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

9.5.3 Cuantificacién

Como se puede observar en el diagrama, la 3 lactoglobulina de leche de cabra presenta
una menor movilidad electroforética que la a lactoalbumina y la 8 lactoglobulina de oveja. Al
aumentar el porcentaje de leche de cabra presente en la muestra, aumenta la intensidad de
la banda correspondiente a la 3 lactoglobulina de la leche de cabra y, por tanto, aumenta la
altura del pico obtenido en el densitograma.

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

y= altura p 1g cabra
altura BSA

x = Porcentaje de leche de cabra

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

altura p 1g cabra
BSA

obtenido para la muestra.
9.6 Expresion de resultados
Expresar el contenido en leche de cabra segun los siguientes intervalos:

— Menor del 5 por 100.
—Entre el 5y el 10 por 100.
— Entre el 10 y el 20 por 100.
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— Mayor del 20 por 100.
Siendo el limite de deteccion practico del 3 por 100 de leche de cabra en queso de oveja.
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Este texto consolidado no tiene valor juridico.

Pagina 29



	Real Decreto 1533/1991, de 18 de octubre, por el que se aprueban los métodos oficiales de análisis de leche y productos lácteos.
	[Preámbulo]
	[Articulos]
	Artículo 1.
	Artículo 2.

	[Disposiciones adicionales]
	Disposición adicional.

	[Disposiciones derogatorias]
	Disposición derogatoria.

	[Firma]
	ANEXO. MÉTODOS OFICIALES DE ANÁLISIS DE LECHE Y PRODUCTOS LÁCTEOS


