Orden PRE/3844/2004, de 18 de noviembre, por la que se establecen los métodos
oficiales de toma de muestras en canales de cerdos ibéricos y el método de analisis para
la determinacién de la composicion de acidos grasos de los lipidos totales del tejido
adiposo subcutianeo de cerdos ibéricos.

Por Orden del Ministerio de la Presidencia de 1 de diciembre de 1981, se aprobaron los
métodos oficiales de analisis de los aceites y grasas, aguas, carne y productos carnicos,
fertilizantes, productos fitosanitarios, leche y productos lacteos, productos organicos
fertilizantes, suelos y productos derivados de la uva y similares.

El Real Decreto 1083/2001, de 5 de octubre, modificado por los Reales Decretos 144/2003,
de 7 de febrero y 1781/2004, de 30 de julio, aprobd la norma de calidad para el jamon ibérico,
paleta ibérica y cafia de lomo ibérico, elaborados en Espafia, siendo necesario adoptar
procedimientos especificos para atender las condiciones reflejadas en la mencionada norma.
La presente disposicion ha sido sometida a consulta de las Comunidades Auténomas y de los
sectores afectados, y a informe de la Comision Interministerial para la Ordenacion
Alimentaria.

En su virtud, a propuesta de las Ministras de Agricultura, Pesca y Alimentacion y de Sanidad
y Consumo, dispongo:

Articulo Gnico. Aprobacién métodos oficiales.

Se aprueban como oficiales el método de toma de muestras en canales de cerdos ibéricos y el
método analitico para la determinacion de la composicion de acidos grasos de los lipidos
totales del tejido adiposo subcutaneo de canales de cerdos ibéricos, que figuran,
respectivamente, en los anexos 1y 2 de la presente Orden.

Disposicion final primera. Titulo competencial.

La presente Orden se dicta al amparo de lo dispuesto en el articulo 149.1.13.* y 16.* de la
Constitucion, que atribuye al Estado la competencia exclusiva sobre bases y coordinacion de
la planificacion general de la actividad econdmica y bases y coordinacion general de la
sanidad, respectivamente, por lo que lo dispuesto en la misma tiene caracter de normativa
basica.

Disposicion final segunda. Entrada en vigor.

La presente Orden entrara en vigor el dia siguiente al de su publicacion en el «Boletin Oficial
del Estado.

Madrid, 18 de noviembre de 2004.

FERNANDEZ DE LA VEGA SANZ

Exmas. Sras. Ministras de Agricultura, Pesca y Alimentacion y de Sanidad y Consumo.
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 Preparacion de muestras.

4.6.a) obtencidon de laminas
4.6.b) obtencion de tiras

4.7 Recipientes con ejemplares de muestras y envio a laboratorio.

1. Objeto.-Obtener muestra representativa de un lote de cerdos sacrificados para determinar
en ella la composicion en acidos grasos de los lipidos totales del tejido adiposo subcutaneo
mediante cromatografia en fase gaseosa o cualquier otra técnica analitica de precision
cientificamente 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 transformacion industrial para la produccion de productos a base de
carne destinados a consumo humano.

2.2 Espinazo: columna vertebral.

2.3 Rabadilla: zona anatomica ubicada en el extremo caudal de la columna vertebral,
delimitada por la ultima vértebra del sacro y todas las del coccix.

2.4 Lote de sacrificio: el conjunto de animales pertenecientes a una misma explotacion
homogéneos en cuanto factor racial, edad y alimentacion, sacrificados el mismo dia 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 identificacion 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 bésicas de ordenacion de las explotaciones
porcinas.

2.5 Explotacion porcina: instalacion o construccion, 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 trozos de la muestra se obtendran tres laminas,
por corte perpendicular a la piel, conteniendo piel, la grasa existente desde la piel al magro, y
algo de magro, opcionalmente de cada ldmina se podran obtener tres tiras.

Cada ejemplar de muestra estara formado por el conjunto de laminas o tiras de cada uno de
los trozos procedentes de los animales muestreados.

Cada lote de sacrificio estara constituido por tres ejemplares de muestra.

3. Material.

3.1 Equipos adecuados para personal de trabajo en industrias carnicas/mataderos o salas de
despiece.

3.2 Medio para identificacion de piezas y de recipientes de muestras.

3.3 Recipientes asépticos para guardar muestras.

3.4 Dispositivos de conservacion y transporte de muestras.

4. Procedimiento.

4.1 Porcentaje de muestreo:
Los porcentajes minimos de muestreo deben ajustarse a:



N.° de lotes a muestrear

N.° de animales por lote

Numero de analisis

Numero de muestras

Todos

1a30

1

Mezcla de las muestras del 100% de los animales del lote.

De 31 a 150

1

Mezcla de las muestras de 30 animales minimo mas 20% restante.
Mas de 150

1

Mezcla de las muestras 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 cortara en la
rabadilla (2.3), aproximadamente a 10 cm del rabo siguiendo la linea del espinazo (2.2) (Fig.
1), un trozo de 3 por 3 cm o un trozo de tamafio 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 extraidos segun el apartado 2.7.

4.4 Toma de muestra: Se realizara por triplicado, registrando adecuadamente la trazabilidad,
identidad e inviolabilidad de las mismas.

4.5 Acta de toma de muestras: La persona responsable de la toma de muestra levantara acta
por triplicado, de las actuaciones y verificaciones realizadas (ganadero y explotacion de
origen, Guia Sanitaria, identificacion de jamones, paletas, lomos y n° de identificacion de las
bolsas de muestras), en presencia de los interesados o de sus representantes.

El acta debera estar firmada, al menos, por un responsable de la industria y por el responsable
de la toma de muestra.

En el control oficial, la toma de muestras se realizara conforme a lo establecido en Real
Decreto 1945/83, de 22 de junio, por el que se regulan las infracciones y sanciones en materia
de defensa del consumidor y de la produccién agroalimentaria, y por la autoridad que tenga la
competencia en el ambito de control de la calidad

4.6 Preparacion de ejemplares de muestra:

a) Obtencion de laminas: de cada trozo sacado de cada animal del muestreo (Fig. 2), se
obtendra por corte perpendicular a la piel y al magro, como minimo tres laminas o lonchas en
el centro del trozo, de al menos 6 mm de espesor, conteniendo todos los acimulos grasos
desde piel a magro (Fig 3).

b) Obtencion de tiras: opcionalmente, del centro de cada lamina (Fig.3) se cortaran
conservando piel y magro como minimo tres tiras de 2 a 5 mm de ancho (Fig.4) (sera funcion
del nimero de muestras del lote). Cada una de las tiras obtenidas de cada lamina se



introduciran en recipientes (3.2) identificados de forma diferente, que contendran, 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 envio a laboratorio para
el/los correspondientes analisis.

ANEXO 2

Meétodo de analisis para la determinacion de la composicion de acidos grasos de los lipidos
totales del tejido adiposo subcutaneo de cerdos ibéricos

(Cromatografia gaseosa)

1. Principio.-La alimentacion que reciben los cerdos durante su cria y cebo determina en gran
medida la composicion de la grasa depositada en sus tejidos (adiposo y muscular).

A partir de la muestra representativa del lote de sacrificio, extraccion a temperatura ambiente
con disolvente o con horno microondas, de los lipidos totales. Obtencion de los ésteres
metilicos de los 4cidos grasos por reaccion con una solucion de hidroxido de potasio y su
posterior analisis por cromatografia gas-liquido.

El presente método es aplicable a la determinacion de la composicion de acidos grasos de los
lipidos totales en el tejido adiposo subcutaneo de cerdos ibéricos mediante cromatografia de
gases.

2. Material y aparatos.

2.1 Material auxiliar adecuado.

2.2 Matraz de 125 mL con boca esmerilada.

2.3 Embudos de filtracion y medio filtrante.

2.4 Bolsas estériles/asépticas (80 y/o 400 mL) para homogeneizador con o sin filtro y
resistentes al disolvente.

2.5 Recipientes para microondas.

2.6 Tubos de ensayo de 5 mL y 10 mL.

2.7 Rotavapor unido a una bomba de vacio y bafio de agua.

2.8 Bomba de vacio.

2.9 Centrifuga.

2.10 Cromatografo de gases con columna capilar, inyector de division de flujo y detector de
ionizacion de llama.

2.11 Columna capilar con fase estacionaria polar o muy polar.

2.12 Micropipetas.

2.13 Microjeringa para cromatografia de gases.

2.14 Dosificadores.

2.15 Homogeneizador de palas.

2.16 Balanza analitica con precision de 0,001 g.

2.17 Horno de microondas.

2.18 Picadora.

3. Reactivos.

3.1 Hidréxido de potasio en lentejas, calidad PA.

3.2 Metanol absoluto (99.8%) calidad PA.

3.3 Solucién metanolica de hidroxido de potasio 2M: disolver, enfriando, 11,2 g de hidréxido
de potasio (3.1) en 100 mL de metanol (3.2). Enfriar a temperatura ambiente.

3.4 Eter dietilico calidad PA, exento de peroxidos y de residuos.

Nota: El éter dietilico es altamente inflamable y puede dar lugar a la formacion de peroxidos
explosivos.



3.5. I}—hexano, calidad PA
3.6. Eter de petroleo calidad, PA
3.7. n-heptano, calidad PA

4. Procedimiento.

4.1 Preparacion de la muestra en el laboratorio.

4.1.1 Obtencion de tiras: cuando el ejemplar de muestra esté constituido por laminas, de cada
una de las laminas recibidas, se cortara en el centro una tira de 2 a 5 mm, conservando piel y
magro.

4.1.2 Picado/trituracion y homogeneizacion de tiras: a las tiras obtenidas, se les eliminara
unicamente la piel y el magro, y se trituraran/picaran (2.18) y homogeneizaran antes de iniciar
la obtencion de lipidos totales.

4.2 Obtencion de lipidos totales:
4.2.1 A temperatura ambiente con disolvente.

Pesar, aproximadamente, 50 g de la muestra picada y homogeneizada. Introducirla en una
bolsa de plastico estéril/aséptica, resistente al disolvente (2.4) y adicionar de 50 a 80 mL de
éter dietilico (3.4). La bolsa se introduce en homogeneizador de palas (2.15) y se activade 2 a
4 minutos. Transcurrido el tiempo de obtencidn de lipidos totales, el contenido de la bolsa se
filtra (2.3) a un matraz (2.2) para separar el extracto del residuo sélido (tejido conectivo). El
matraz con el extracto se lleva a rotavapor, bajo vacio, con bafio calefactor entre 40 °C-50 °C
(2.7) hasta eliminacion del disolvente. De los lipidos totales contenidos en el matraz, una
alicuota se trasvasa a viales o tubos de ensayo de 5 mL, minimo (2.5) para almacenar y
conservar, en su caso, en congelador a una temperatura inferior a -10 °C. La otra alicuota se
destina a la preparacion de los ésteres metilicos (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 recipiente, con la muestra se introduce en el horno microondas (2.17) y se
procede a la fusion de la grasa.

Una vez realizada ésta, filtrar si fuera necesario, y trasvasar una alicuota del liquido obtenido
a viales o tubos de ensayo de 5 mL, minimo, (2.6) para almacenar y conservar, en su caso, en
congelador a una temperatura inferior a -10 °C. La otra alicuota se destina a la preparacion de
los ésteres metilicos (4.3).

Las condiciones operativas, orientativas, de la extraccion 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 extraccion: de 9 a 12.

Potencia de funcionamiento: Aproximadamente entre 200 y 250 watios (Descongelacion).
Tiempo de funcionamiento: de 8 a 9 minutos.

4.3. Preparacion de los ésteres metilicos.
En tubo de ensayo de 10 mL (2.6), pesar con precision de £0,01g, 0,20 g de los lipidos totales

obtenidos seglin 4.2.1 6 4.2.2. Afiadir 4 mL de disolvente (3.5 6 3.6 6 3.7) y agitar
suavemente hasta disolucion de la grasa. A continuacién adicionar 0,2 mL de disolucién 2M



de KOH en metanol (3.3). Agitar suavemente para favorecer la reaccion. Dejar en reposo 30
minutos hasta clarificacion total. Decantar la capa superior que es la que contiene los ésteres
metilicos. Mantener la solucion en el frigorifico hasta el analisis cromatografico. No
almacenar la soluciéon mas de 12 horas. A continuacion, con ayuda de una microjeringa (2.13)
tomar como minimo 0,5 ?L de la fase superior (disolucion de los ésteres metilicos) e inyectar
en el cromatografo de gases (2.10).

Nota: si transcurridos los 30 minutos no se obtuvo la clarificacion total, centrifugar (2.9) hasta
conseguirla, por ejemplo 30 segundos a 2000 r.p.m.

4.4. Cromatografia en fase gaseosa de los ésteres metilicos.
A modo de orientacion, las condiciones operativas podrian ser las siguientes:

Columna Capilar.

Fase estacionaria: polar o muy polar.

Flujo de gas portador: dependiendo del diametro interior de la columna.
T.* Horno: desde un minimo de 160 °C.

T.* Inyector: minimo 230 °C.

T.? Detector (FID): minimo 250 °C.

Relacion de division de flujo: adecuada para la separacion requerida.

Estas condiciones operativas deberan permitir una resolucion de los acidos araquico y
linolénico de, al menos, 1,5.
5. Expresion de resultados.

Se efectuara como % de area de los picos de los siguientes acidos grasos:

C12:0 Acido Léurico.

C14:0 Acido Miristico.

C16:0 Acido Palmitico.

C16:1 Acido Palmitoleico (incluidos isomeros).
C17:0 Acido Margarico.

C17:1 Acido Margaroleico.

C18:0 Acido Estearico.

C18:1 Acido Oleico (incluidos isémeros).
C18:2 Acido Linoleico (incluidos isomeros).
C18:3 Acido Linolénico (incluidos isomeros).
C20:0 Acido Araquico.

C20:1 Acido Gadoleico.

El total de 4reas individuales de tales componentes debe ser el 100%.
Calculo:

Area Xi

% Xi=

x 100

Area total



A modo de orientacion, ver cromatograma de referencia, para la identificacion de los picos,
Figura adjunta.

6. Fiabilidad.-Repetibilidad: Precision bajo condiciones de repetibilidad.

Condiciones de repetibilidad: condiciones bajo las que se obtienen resultados independientes,
con el mismo método, sobre idénticas muestras, en el mismo laboratorio, por el mismo
operador, y utilizando los mismos equipos de medicion, durante un corto intervalo de tiempo.
Reproducibilidad: Precision 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:

Ver Tabla adjunta.

7. Referencias.-Norma UNE-EN ISO 5508:1990

TABLA

Resultados del estudio interlaboratorios realizado por el Grupo de Trabajo para la
Normalizacion de la Toma de Muestras y Analisis de Grasa de Cerdo Ibérico (Determinacion
de la Calidad del Cerdo Ibérico) en mayo de 2000.

Ac. Graso (%)

Tipo de muestra

L

n

Sr

RSDr

Sr

RSDr
C12:0
grasa
11

10

0,06



0,01
0,02
10,29
0,01
0,02
15,01
C12:0
bellota
11

11
0,07
0,01
0,01
6,95
0,01
0,03
16,73
C12:0
recebo
11

7

0,07
0,00
0,00
0,00
0,01

0,03



13,12
C12:0
pienso
11

11
0,08
0,01
0,02
10,90
0,01
0,04
17,12
C14:0
grasa
11

9

1,19
0,01
0,03
0,86
0,09
0,25
7,52
Cl14:0
bellota
11

11

1,35



0,03
0,08
2,01
0,10
0,27
7,15
C14:0
recebo
11

10
1,40
0,02
0,05
1,14
0,09
0,24
6,20
C14:0
pienso
11

11
1,43
0,03
0,08
1,95
0,12

0,33



8,16
C16:0
grasa
11

11
20,02
0,13
0,37
0,65
0,53
1,47
2,63
C16:0
bellota
11

11
20,64
0,20
0,56
0,96
0,43
1,21
2,10
C16:0
recebo
11

11

21,76



0,18
0,50
0,82
0,49
1,37
2,24
C16:0
pienso
11

11
24,49
0,19
0,52
0,75
0,71
1,99
2,90
Cle6:1
grasa
11

11
1,71
0,02
0,05
1,03
0,10

0,28



5,86
Clé:1
bellota
11

11
2,47
0,02
0,07
0,99
0,13
0,35
5,04
Clé6:1
recebo
11

11
2,15
0,02
0,06
0,99
0,09
0,26
4,30
Cl6:1
pienso
11

10

2,01



0,02
0,05
0,91
0,11
0,31
5,56
C17:0
grasa
11

11
0,35
0,01
0,04
3,81
0,03
0,10
9,81
C17:0
bellota
11

11
0,33
0,01
0,04
4,02
0,03

0,09



9,89
C17:0
recebo
11

10
0,35
0,01
0,02
2,13
0,03
0,09
8,87
C17:0
pienso
11

11
0,35
0,01
0,02
2,42
0,04
0,11
11,40
Cl17:1
grasa
11

11

0,31



0,02
0,05
5,95
0,03
0,07
8,21
C17:1
bellota
11

10
0,35
0,02
0,05
5,09
0,03
0,08
7,75
C17:1
recebo
11

10
0,33
0,01
0,03
3,27
0,03

0,08



8,97
C17:1
pienso
11

10
0,30
0,01
0,02
2,68
0,03
0,09
10,82
C18:0
grasa
11

11
9,73
0,03
0,10
0,35
0,15
0,42
1,52
C18:0
bellota
11

11

8,72



0,07
0,19
0,79
0,21
0,59
2,43
C18:0
recebo
11

11
10,12
0,06
0,16
0,55
0,32
0,90
3,17
C18:0
pienso
11

11
14,16
0,09
0,24
0,60
0,61

1,72



4,33
C18:1
grasa
11

11
54,96
0,15
0,41
0,27
0,59
1,64
1,07
C18:1
bellota
11

11
54,96
0,17
0,47
0,31
0,48
1,34
0,87
C18:1
recebo
11

11

51,80



0,17
0,48
0,33
0,78
2,17
1,50
C18:1
pienso
11

11
47,18
0,12
0,35
0,26
0,90
2,51
1,90
C18:2
grasa
11

11
9,18
0,06
0,17
0,68
0,16

0,44



1,72
C18:2
bellota
11

10
8,29
0,05
0,13
0,57
0,27
0,77
3,30
C18:2
recebo
11

11
9,59
0,04
0,10
0,36
0,28
0,79
2,95
C18:2
pienso
11

11

7,63



0,04
0,11
0,50
0,42
1,17
5,49
C18:3
grasa

11

0,55
0,01
0,03
1,94
0,05
0,14
9,33
C18:3
bellota
11

11
0,94
0,03
0,09
3,30
0,09

0,26



9,87
C18:3
recebo
11

10
0,76
0,03
0,09
4,20
0,05
0,14
6,73
C18:3
pienso
11

11
0,50
0,01
0,04
2,56
0,07
0,19
13,18
C20:0
grasa
11

10

0,20



0,01
0,02
3,76
0,02
0,05
9,03
C20:0
bellota
11

10
0,18
0,01
0,03
5,99
0,02
0,07
13,46
C20:0
recebo
11

11
0,18
0,01
0,04
7,27
0,03

0,07



14,42
C20:0
pienso
11

11
0,25
0,02
0,05
7,78
0,03
0,09
12,74
C20:1
grasa
11

11
1,70
0,04
0,11
2,29
0,11
0,32
6,62
C20:1
bellota
11

10

1,68



0,03
0,07
1,51
0,14
0,40
8,45
C20:1
recebo
11

11
1,42
0,02
0,05
1,26
0,08
0,22
5,62
C20:1
pienso
11

11
1,47
0,03
0,08
2,00
0,11

0,30



7,29

L: n° de laboratorios participantes

n: n° de resultados aceptados

m: media

Sr: desviacion tipica de la repetibilidad

r: repetibilidad

RSDr: desviacion tipica relativa de la repetibilidad
SR: desviacion tipica de la reproducibilidad

R: reproducibilidad

RSDR: desviacion tipica relativa de la reproducibilidad



