ORDEN PRE/3844/2004, DE 18 DE NOVIEMBRE, 

POR LA QUE SE ESTABLECEN LOS MÉTODOS OFICIALES DE TOMA DE MUESTRAS EN CANALES DE CERDOS IBÉ​RICOS Y EL MÉTODO DE ANÁLISIS PARA LA DETERMINA​CIÓN DE LA COMPOSICIÓN DE ÁCIDOS GRASOS DE LOS LÍPIDOS TOTALES DEL TEJIDO ADIPOSO SUBCUTÁNEO DE CERDOS IBÉRICOS
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ADMINISTRACIÓN SANITARIA ESTATAL

ORDEN PRE/3844/2004, DE 18 DE NOVIEMBRE, POR LA QUE SE ESTABLECEN LOS MÉTODOS OFICIALES DE TOMA DE MUESTRAS EN CANALES DE CERDOS IBÉ​RICOS Y EL MÉTODO DE ANÁLISIS PARA LA DETERMINA​CIÓN DE LA COMPOSICIÓN DE ÁCIDOS GRASOS DE LOS LÍPIDOS TOTALES DEL TEJIDO ADIPOSO SUBCUTÁNEO DE CERDOS IBÉRICOS

BOE nº 283 de 24-11-2004, página 38770

VALLADOLID, noviembre 2004

ORDEN PRE/3844/2004, DE 18 DE NOVIEMBRE, POR LA QUE SE ESTABLECEN LOS MÉTODOS OFICIALES DE TOMA DE MUESTRAS EN CANALES DE CERDOS IBÉ​RICOS Y EL MÉTODO DE ANÁLISIS PARA LA DETERMINA​CIÓN DE LA COMPOSICIÓN DE ÁCIDOS GRASOS DE LOS LÍPIDOS TOTALES DEL TEJIDO ADIPOSO SUBCUTÁNEO DE CERDOS IBÉRICOS

Por Orden del Ministerio de la Presidencia de 1 de diciembre de 1981, se aprobaron los métodos oficiales de análisis de los aceites y grasas, aguas, carne y productos cárnicos, fertilizantes, productos fitosanitarios, leche y productos lácteos, productos orgánicos fertilizantes, sue​los y productos derivados de la uva y similares.
El Real Decreto 1083/2001, de 5 de octubre, modifi​cado por los Reales Decretos 144/2003, de 7 de febrero y 1781/2004, de 30 de julio, aprobó la norma de calidad para el jamón ibérico, paleta ibérica y caña de lomo ibérico, elaborados en España, siendo necesario adoptar procedi​mientos específicos para atender las condiciones refleja​das en la mencionada norma.
La presente disposición ha sido sometida a consulta de las Comunidades Autónomas y de los sectores afecta​dos, y a informe de la Comisión Interministerial para la Ordenación Alimentaria.
En su virtud, a propuesta de las Ministras de Agricul​tura, Pesca y Alimentación y de Sanidad y Consumo, dis​pongo:
Artículo único. Aprobación métodos oficiales.
Se aprueban como oficiales el método de toma de muestras en canales de cerdos ibéricos y el método analí​tico para la determinación de la composición de ácidos grasos de los lípidos totales del tejido adiposo subcutá​neo de canales de cerdos ibéricos, que figuran, respecti​vamente, en los anexos 1 y 2 de la presente Orden.
Disposición final primera. Título competencia!.
La presente Orden se dicta al amparo de lo dispuesto en el artículo 149.1.13.a y 16.a de la Constitución, que atri​buye al Estado la competencia exclusiva sobre bases y coordinación de la planificación general de la actividad económica y bases y coordinación general de la sanidad, respectivamente, por lo que lo dispuesto en la misma tiene carácter de normativa básica.
Disposición final segunda. Entrada en vigor.
La presente Orden entrará en vigor el día siguiente al de su publicación en el «Boletín Oficial del Estado».
ANEXO 1

MÉTODO DE TOMA DE MUESTRAS EN CANALES DE CERDOS
IBÉRICOS
1.    Objeto.
2.    Definiciones.
3.    Material.
4.    Procedimiento.
4.1    Porcentaje de muestreo acta de toma de muestra.
4.2    Corte sobre canales.
4.3    Ejemplares de muestra.
4.4   Toma de muestras.
4.5   Acta de toma de muestras.
4.6    Preparación de muestras.
4.6.a)    obtención de láminas 4.6.b)    obtención de tiras
4.7    Recipientes con ejemplares de muestras y envío a laboratorio.
1. Objeto.-

Obtener  muestra   representativa   de   un lote de cerdos sacrificados para determinar en ella la composición en ácidos grasos de los lípidos totales del tejido adiposo subcutáneo mediante cromatografía en fase gaseosa o cualquier otra técnica analítica de preci​sión científicamente contrastada.
2. Definiciones.
2.1 Canal para toma de muestras: cuerpo entero del animal de la especie porcina de la raza ibérica y cruces autorizados, en su caso, después del sangrado y eviscerado, cuando dicha canal deba someterse a transformación industrial para la producción de pro​ductos   a    base   de   carne   destinados   a   consumo humano.
2.2  Espinazo: columna vertebral.
2.3 Rabadilla: zona anatómica ubicada en el extremo caudal de la columna vertebral, delimitada por la última vértebra del sacro y todas las del cóccix.
2.4 Lote de sacrificio: el conjunto de animales perte​necientes  a   una   misma   explotación   homogéneos  en cuanto factor racial, edad y alimentación, sacrificados el mismo día y en el mismo establecimiento.
Los animales deben estar identificados de acuerdo a la normativa vigente. Real Decreto 205/1996, de 9 de febrero, por el que se establece un sistema de identi​ficación y registro de los animales de las especies bovina, porcina, ovina y caprina y Real Decreto 324/ 2000, de 3 de marzo, por el que se establecen normas básicas de ordenación de las explotaciones porci​nas.
2.5 Explotación porcina: instalación o construcción, inscrita en el Registro de Explotaciones, donde se pueden realizar el conjunto de operaciones que constituyen la actividad ganadera.
2.6  Muestra: conjunto de trozos obtenidos de cada uno de los animales muestreados.
2.7 Ejemplar de muestra: de cada uno de los tro​zos  de  la  muestra  se  obtendrán  tres  láminas,  por corte  perpendicular a   la   piel,  conteniendo  piel,  la grasa  existente desde  la  piel  al  magro, y algo de magro,   opcionalmente   de  cada   lámina   se   podrán obtener tres tiras.
Cada ejemplar de muestra estará formado por el con​junto de láminas o tiras de cada uno de los trozos proce​dentes de los animales muestreados.
Cada lote de sacrificio estará constituido por tres ejemplares de muestra.
3. Material.
3.1  Equipos adecuados para personal de trabajo en industrias cárnicas/mataderos o salas de despiece.
3.2  Medio para identificación de piezas y de recipien​tes de muestras.
3.3 Recipientes asépticos para guardar muestras.
3.4  Dispositivos  de conservación y transporte  de muestras.
4. Procedimiento.
4.1    Porcentaje de muestreo:

Los porcentajes mínimos de muestreo deben ajus-
tarse a:

	N.° de lotes a muestrear
	N.° de animales por lote
	Número de análisis
	Número de muestras

	Todos
	1 a 30
	1
	Mezcla de las mues​tras del 100% de los animales del lote.

	
	De 31 a 150
	1
	Mezcla de las mues​tras de 30 anima​les mínimo más 20% restante.

	
	Más de 150
	1
	Mezcla de las mues​tras del 40 por 100 de los animales del lote.


4.2 Corte sobre canales: de la canal de cada animal del muestreo (2.1) se cortará en la rabadilla (2.3), aproxi​madamente a 10 cm del rabo siguiendo la línea del espi​nazo (2.2) (Fig. 1), un trozo de 3 por 3 cm o un trozo de tamaño no superior a 5 por 5 cm. El trozo obtenido debe contener la piel, la grasa existente desde la piel al magro, y algo de magro Fig. 2 y Fig.3.
4.3 Ejemplares de muestra: los ejemplares extraídos según el apartado 2.7.
4.4 Toma  de  muestra:  Se  realizará  por triplicado, registrando adecuadamente la trazabilidad, identidad e inviolabilidad de las mismas.
4.5 Acta de toma de muestras: La persona responsa​ble de la toma de muestra levantará acta por triplicado, de las actuaciones y verificaciones realizadas (ganadero y explotación de origen. Guía Sanitaria, identificación de jamones, paletas, lomos y n° de identificación de las bol​sas de muestras), en presencia de los interesados o de sus representantes.
El acta deberá estar firmada, al menos, por un respon​sable de la industria y por el responsable de la toma de muestra.
En el control oficial, la toma de muestras se realizará conforme a lo establecido en Real Decreto 1945/83, de 22 de junio, por el que se regulan las infracciones y sancio​nes en materia de defensa del consumidory de la produc​ción agroalimentaria, y por la autoridad que tenga la competencia en el ámbito de control de la calidad
4.6 Preparación de ejemplares de muestra:
a) Obtención de láminas: de cada trozo sacado de cada animal del muestreo (Fig. 2), se obtendrá por corte perpendicular a la piel y al magro, como mínimo tres láminas o lonchas en el centro del trozo, de al menos 6 mm de espesor, conteniendo todos los acúmulos grasos desde piel a magro (Fig 3).
b) Obtención de tiras: opcionalmente, del centro de cada lámina (Fig.3) se cortarán conservando piel y magro como mínimo tres tiras de 2 a 5 mm de ancho (Fig.4) (será función del número de muestras del lote). Cada una de las tiras obtenidas de cada lámina se introducirán en reci​pientes (3.2) identificados de forma diferente, que conten​drán, cada uno de ellos, la muestra representativa del lote de sacrificio.
4.7 Los ejemplares de muestra contenidos en los recipientes cerrados, identificados y precintados se deben conservar y almacenar adecuadamente hasta su envío a laboratorio para el/los correspondientes análisis.
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ANEXO 2

Método de análisis para la determinación de la com​posición de ácidos grasos de los lípidos totales del tejido    adiposo    subcutáneo    de    cerdos    ibéricos (Cromatografía gaseosa)
1.    Principio.-

La alimentación que reciben los cerdos durante su cría y cebo determina en gran medida la com​posición de la grasa depositada en sus tejidos (adiposo y muscular).
A partir de la muestra representativa del lote de sacri​ficio, extracción a temperatura ambiente con disolvente o con horno microondas, de los lípidos totales. Obtención de los esteres metílicos de los ácidos grasos por reacción con una solución de hidróxido de potasio y su posterior análisis por cromatografía gas-líquido.
El presente método es aplicable a la determinación de la composición de ácidos grasos de los lípidos totales en el tejido adiposo subcutáneo de cerdos ibéricos mediante cromatografía de gases.
2. Material y aparatos.
2.1  Material auxiliar adecuado.
2.2  Matraz de 125 mL con boca esmerilada.
2.3  Embudos de filtración y medio filtrante.
2.4  Bolsas estériles/asépticas (80 y/o 400 mL)    para homogeneizador con o sin filtro y resistentes al disol​vente.
2.5    Recipientes para microondas.
2.6    Tubos de ensayo de 5 mL y 10 mL.
2.7    Rotavapor unido a una bomba de vacío y baño de agua.
2.8    Bomba de vacío.
2.9    Centrífuga.
2.10 Cromatógrafo de gases con columna capilar, inyector de división de flujo y detector de ionización de llama.
2.11    Columna capilar con fase estacionaria polar o muy polar.
2.12    Micropipetas.
2.13    Microjeringa para cromatografía de gases.
2.14    Dosificadores.
2.15    Homogeneizador de palas.
2.16    Balanza analítica con precisión de 0,001 g.
2.17    Horno de microondas.
2.18    Picadora.
3.    Reactivos.
3.1    Hidróxido de potasio en lentejas, calidad PA.
3.2    Metanol absoluto (99.8%) calidad PA.
3.3   Solución metanólica de hidróxido de potasio 2M: disolver, enfriando, 11,2 g de hidróxido de potasio (3.1) en 100 mL de metanol (3.2). Enfriar a temperatura ambiente.
3.4    Éter dietílico calidad PA, exento de peróxidos y de residuos.
Nota: El éter dietílico es altamente inflamable y puede dar lugar a la formación de peróxidos explosivos.
3.5.    n-hexano, calidad PA
3.6.    Éter de petróleo calidad, PA
3.7.    n-heptano, calidad PA
4.    Procedimiento.
4.1     Preparación de la muestra en el laboratorio.
4.1.1 Obtención de tiras: cuando el ejemplar de muestra esté constituido por láminas, de cada una de las láminas recibidas, se cortará en el centro una tira de 2 a 5 mm, conservando piel y magro.
4.1.2 Picado/trituración y homogeneización de tiras: a las tiras obtenidas, se les eliminará únicamente la piel y el magro, y se triturarán/picarán (2.18) y homogeneiza-rán antes de iniciar la obtención de lípidos totales.
4.2    Obtención de lípidos totales:
4.2.1 A temperatura ambiente con disolvente. Pesar, aproximadamente, 50 g de la muestra picada y homogeneizada. Introducirla en una bolsa de plástico estéril/aséptica, resistente al disolvente (2.4) y adicionar de 50 a 80 mL de éter dietílico (3.4). La bolsa se introduce en homogeneizador de palas (2.15) y se activa de 2 a 4 minutos. Transcurrido el tiempo de obtención de lípidos totales, el contenido de la bolsa se filtra (2.3) aun matraz (2.2) para separar el extracto del residuo sólido (tejido conectivo). El matraz con el extracto se lleva a rotavapor, bajo vacío, con baño calefactor entre 40 °C-50 °C (2.7) hasta eliminación del disolvente. De los lípidos totales contenidos en el matraz, una alícuota se trasvasa a viales o tubos de ensayo de 5 mL, mínimo (2.5) para almacenar y conservar, en su caso, en congelador a una temperatura inferior a -10 °C. La otra alícuota se destina a la prepara​ción de los esteres metílicos (4.3).
4.2.2    En horno de microondas.
Pesar, aproximadamente, 5 g de la muestra picada y homogeneizada en un recipiente adecuado (2.5). El reci​piente, con la muestra se introduce en el horno microon​das (2.17) y se procede a la fusión de la grasa.
Una vez realizada ésta, filtrar si fuera necesario, y tras​vasar una alícuota del líquido obtenido a viales o tubos de ensayo de 5 mL, mínimo, (2.6) para almacenar y conser​var, en su caso, en congelador a una temperatura inferior a -10 °C. La otra alícuota se destina a la preparación de los esteres metílicos (4.3).

Las condiciones operativas, orientativas, de la extrac​ción con horno microondas son las siguientes:
Cantidad de muestra por recipiente: 5 g
Potencia del horno microondas: al menos 700 w y 2450 MHz, con plato giratorio para que el calentamiento de la muestra sea homogéneo.
N.°de recipientes en cada proceso de extracción: de 9 a 12.
Potencia de funcionamiento: Aproximadamente entre 200 y 250 watios (Descongelación).
Tiempo de funcionamiento: de 8 a 9 minutos.
4.3.    Preparación de los esteres metílicos.
En tubo de ensayo de 10 mL (2.6), pesar con precisión de ±0,01g, 0,20 g de los lípidos totales obtenidos según 4.2.1 ó 4.2.2. Añadir 4 mL de disolvente (3.5 ó 3.6 ó 3.7) y agitar suavemente hasta disolución de la grasa. A conti​nuación adicionar 0,2 mL de disolución 2M de KOH en metanol (3.3). Agitar suavemente para favorecer la reac​ción. Dejar en reposo 30 minutos hasta clarificación total. Decantar la capa superior que es la que contiene los este​res metílicos. Mantener la solución en el frigorífico hasta el análisis cromatográfico. No almacenar la solución más de 12 horas. A continuación, con ayuda de una microje​ringa (2.13) tomar como mínimo 0,5 |jL de la fase superior (disolución de los esteres metílicos) e inyectar en el cro​matógrafo de gases (2.10).
Nota: si transcurridos los 30 minutos no se obtuvo la clarifi​cación total, centrifugar (2.9) hasta conseguirla, por ejemplo 30 segundos a 2000 r.p.m.
4.4. Cromatografía en fase gaseosa de los esteres metílicos.
A modo de orientación, las condiciones operativas podrían ser las siguientes:
Columna Capilar.
Fase estacionaria: polar o muy polar.
Flujo de gas portador: dependiendo del diámetro inte​rior de la columna.
T.a Horno: desde un mínimo de 160 °C.
T.a Inyector: mínimo 230 °C.
T.a Detector (FID): mínimo 250 °C.
Relación de división de flujo: adecuada para la separa​ción requerida.
Estas condiciones operativas deberán permitir una resolución de los ácidos aráquico y linolénico de, al menos, 1,5.
5.    Expresión de resultados.
Se efectuará como % de área de los picos de los siguientes ácidos grasos:
C120    Acido Láurico.
C140     Acido Mirístico.
C160     Acido Palmítico.
C161      Acido Palmitoleico (incluidos isómeros).
C170     Acido Margárico.
C171     Acido Margaroleico.
C180     Acido Esteárico.
C181     Acido Oleico (incluidos isómeros).
C182     Acido Linoleico (incluidos isómeros).
C183     Acido Linolénico (incluidos isómeros).
C200     Acido Aráquico.
C201    Acido Gadoleico.
El total de áreas individuales de tales componentes debe ser el 100%. Cálculo:
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A modo de orientación, ver cromatograma de referen​cia, para la identificación de los picos. Figura adjunta.

6.    Fiabilidad.-Repetibilidad: Precisión bajo condicio​nes de repetibilidad.
Condiciones de repetibilidad: condiciones bajo las que se obtienen resultados independientes, con el mismo método, sobre idénticas muestras, en el mismo laborato​rio, por el mismo operador, y utilizando los mismos equi​pos de medición, durante un corto intervalo de tiempo.
Reproducibilidad: Precisión bajo condiciones de reproducibilidad.
Condiciones de reproducibilidad: condiciones bajo las cuales los resultados se obtienen con el mismo método sobre muestras idénticas, en laboratorios diferentes, con operadores distintos y utilizando equipos diferentes.
Resultados de un estudio interlaboratorios:
VerTabla adjunta.
7.    Referencias.-Norma UNE-EN ISO 5508:1990
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Resultados del estudio interlaboratorios realizado por el Grupo de Trabajo para la Normalizacién de laToma de Muestras
y Anélisis de Grasa de Cerdo Ibérico (Determinacién de la Calidad del Cerdo Ibérico) en mayo de 2000.

Ac. Graso (%) ~ipo de L n m Sr r RSDr Sr R RSDr
C12.o grasa 1" 10 0,06 0,01 0,02 10,29 0,01 0,02 15,01
Cpo bellota | 11 n 007 | 001 | o001 | 695 [ 001 | 003 | 1673
C1z:o recebo 1 7 0,07 0,00 0,00 0,00 0,01 0,03 13,12
coe pienso | M 11 008 | 001 | 002 |109 | 001 | 004 1712
co grasa 1 9 119 | 001 | 003 | 08 | 009 | 025 752
Cie bellota 1 11 1,35 | 003 | 008 | 201 010 | 027 715
clo recebo | 11 10 140 | 002 | 005 | 114 | 009 | 024 6,20
Cree pienso 1 11 143 | 003 | 008 | 1.9 | 012 | 033 8,16
Cre grasa 1 11 |2002 | 013 | 037 | 065 | 053 | 147 2,63
Croo bellota 1 11 | 2064 | 020 | 05 | 09 | 043 | 121 2,10
Cloo recebo | 1 N | 2176 | 018 | 050 | 08 | 049 | 137 2,24
cle pienso | 1 1N |2449 | 019 | 052 | 075 | 071 | 199 2,90
C1e:1 grasa 1" 1" 1,71 0,02 0,05 1,03 0,10 0,28 5,86
co bellota | 11 1 247 | 002 | 007 | 09 | 013 | 035 5,04
Cror recebo | 11 1 215 | 002 | 006 | 099 | 009 | 0726 4,30
co pienso | 11 10 201 | 002 | 005 | o091 011 | 031 5,56
con grasa 1 11 035 | 001 0,04 | 381 003 | 010 9,81
C17:o bellota 1" 1" 0,33 0,01 0,04 4,02 0,03 0,09 9,89
cre recebo | 11 10 035 | 001 | 002 | 213 | 003 | 009 8,87
C,.,:0 pienso 1" 1" 0,35 0,01 0,02 2,42 0,04 0N 11,40
C17:1 grasa 1 1" 0,31 0,02 0,05 5,95 0,03 0,07 8,21
c bellota | 1M 10 035 | 002 | 005 | 509 |: 0,03 | 008 775
C":1 recebo 1" 10 0,33 0,01 0,03 3,27 0,03 0,08 8,97
C17:1 pienso 1" 10 0,30 0,01 0,02 2,68 0,03 0,09 10,82
C1s:o grasa 1 1 9,73 0,03 0,10 0,35 - 0,15 0,42 1,62
Cooo bellota | 11 1 872 | 007 | o019 | 079 | o021 | o059 2,43
o recebo | 11 "N |.1012 | 006 | 016 | 055 | 032 | 090 3.17
C1s:o pienso " " 14,16 0,09 0,24 0,60 0,61 1,72 4,33
C1a:1 grasa " 1n 54,96 0,15 0,41 0,27 - 0,59 1,64 1,07
C1a£1 bellota 1" 1 54,96 0,17 0,47 0,31 0,48 1,34 0,87
con recebo | 11 1N |5180 | 017 | 048 | 033 | 078 | 217 1,50
c pienso | 11 n | 4718 | o042 | 035 | 026 | 090 | 251 1.90
co grasa 1 1 918 | 006 | 017 | 068 | 016 | 044 1.72
Cro bellota 1 10 829 | 005 | 013 | 057 | 027 | 0y7 3,30
Cw:z recebo 1" 1" 9,569 0,04 0,10 0,36 0,28 0,79 2,95
sz pienso 1" " 7,63 0,04 on 0,60 0,42 1,17 5,49
ce grasa 1 9 055 | 001 | 003 | 194 | 005 | 0714 9,33
ce bellota | 11 1 094 | 003 | 009 | 33 | 009 | 026 9,87
Cov recebo | 1 10 076 | 003 | 009 | 420 | 005 | 014 6,73
oo pienso | M 1 050 | 001 | 004 | 256 | 007 | 019 | 1318
Coo grasa 1 10 020 | 001 | 002 | 376 | o002 | 005 9,03
Coo bellota | 11 10 018 | 001 | 003 | 599 | 002 | 007 | 1346
Coo recebo | 1M 11 018 | 001 | 004 | 727 | 003 | 007 | 1442
cor pienso | M 1 025 | 002 | 005 | 778 | 003 | 000 | 1274
cor grasa 1 1 170 | 004 | om | 220 [ omn | 032 6,62
co bellota | 11 10 168 | 003 | 007 | 151 | 014 | 00 8,45
co recebo | 11 1 142 | 002 | 005 | 126 | 008 | 022 5,62
con pienso | M 1 147 | 003 | 008 | 200 [ 01 | 030 729

L: n° de laboratorios participantes

n: n° de resultados aceptados

m: media

Sr: desviacién tipica de la repetibilidad

r: repetibilidad

RSDr: desviacion tipica relativa de la repetibilidad
S, desviacién tipica de la reproducibilidad

R: reproducibilidad

RSD,: desviacion tipica relativa de la reproducibilidad
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