00332
6-3-95
12

NORMA COVENIN

VENEZOLANA 3339:1997

PRODUCTOS LACTEOS.
RECUENTO DE
COLIFORMES TOTALES.
METODO EN PLACAS CON
PELICULAS SECAS
REHIDRATABLES DE ALTA
SENSIBILIDAD (Petrifilm®)

¢V

COVENIN




PROLOGO

La Comisién Venczolana de Normas Industriales (COVYENIN}Y, creada
en 1958, es el organismo encargado de programar y coordinar las
actividades de Normalizacidn y Calidad en el pais. Para Ilevar a cabo ¢l
trabajo de elaboracién de normas, la COVENIN constituye Comités y
Comisiones Técnicas de Normalizacidén, donde participan organizaciones
subernamentales ¥ no gubernamentales reiacionadas con un drea especifica.

La presente norma fue eclaborada bajo los lincamienios del Comité
Técnico de Normalizacién CT10 Productos Alimenticios por el Subcomité
Téenico SC3 Microhiologia de Alimentos y aprobada por la COVENIN en
su reunién No. 149 de fecha 1997/11/12,

En la claboracion de csta norma participaron las siguientes entidades:
Instituto Nacional de Higiene Rafael Rangel; Ministerio de Sanidad y
Asistencia Social (Direccién de Higiene de los Alimentos); Industria Léctea
Venczolana, C.A. INDULAC; CIEPE; Universidad Simén Bolivar USB;
Productos EFE, S.A.; BROLAB, SRL; Bristol Myers Squibb de Venezuela,
S. A, 3M  Manufaciucera Venczuela, S.A.. Alimentos Heinz, CA.:
Semitech, C.A.



NORMA VENEZOLANA
PRODUCTOS LACTEOS. RECUENTO DE

COVENIN
3339:1997

COLIFORMES TOTALES. METODO EN PLACAS
CON PELICULAS SECAS REHIDRATABLES DE
ALTA SENSIBILIDAD (Petrifilm®)

1 OBJETO

Esta Norma Venezolana establece el mélodo de ensayo
para. el recuento de coliformes 1otales en placas con
peliculas secas rehidratables de alta sensibilidad
(Petrifilm™)".

2 REFEREN

La siguiente nory
citadas en este
Norma Venezg
vigencia en e

n base a ella,
la edicién més

9 Alimentos. Identific!
stras para el andlisis microbig

O DEL ENSAYO

en inocular § ml, de la mucstru y/o
cas Petrifilm® de 62 cm? de 4rea de

iento , las cuales contienen una
de un mcd10 de cultivo adecuado.
¢ incubacidn, se determina el
nimero de niadoras de cotonias (UFC) de
coliformes

4

4.1 i : igstras (véase
norma Venezolana 1126).

4,2 Placas Petrifilm de Alts
Recuento de Coliformes.

42,1 Las placas Petrifilm® de Alta Sensibilidad para
coliformes totales, consisten en dos peliculas
rectangulares, unidas en la parte superior por uno de sus
lados. La pelfcula inferior es un papel cuadriculado
(cuadros de lcm. x lcm. cada uno) reveslido de
polietileno, la cual tiene una superficie aproximada de

62 cm® cubierta con el medio de violeta rojo bilis y un
agente gelificante soluble cn agua fria.

La pelicula superior hecha de polipropileno recubierta
con agentes gelificantes y el indicador 2,3,5, Cloruro de
Trifenil-Tetrazolj

lta Sensibilidad para
especificaciones. Las

Las placas
coliformes
placas vienen li
metdlico impermeab
dc un afio en refrigerac
deben conservarse a L
duracién es de un mes.

4.3 Ldmina pldstica difus
por los fabricantes de las placas Pe

4.4 Incubadora regulada a 35

4.5 Contador de Colonias.

Equipo de uso comiin en el

Peptonada al 0.1
n de Butterfield).

Tampén

tra segiin Norma

6.1.1 En s ldctcos con pH inferior a
6,0; ajustar e muestra liquida o la primera
dilucién de la ra s6lida a pH entre 6,6 y 7,2 con

Hidréxido de Sodio 0, N6 I N.

6.1.2 No utilizar diluentes que contengan citratos
{aumcntan la fucrza i6nica cn la placa hasta un punto
donde se inhibe ¢l crecimicnto bacteriano, y ademds
limitan ¢l crecimiento debido a la quelacién de cationes
metdlicos divaleates) o Tiosulfatoe de Sodio (crea un
ambiente reducido en la placa que inhibe ¢l crecimiento

“! Petifilm™ Es el nombre comercial de un proxucto suministrado por 3M Manufacturera Venezuela, S.A (Microbiology Division),
Se da esia informacién para facilitar a los usuarios la utilizacién de esta Norma Venezolana y no significa una recomendacién del
producte por parte de COVENIN. Se puede emplear productos equivalentes si se muesira que conducen a iguales resultados.”




bacteriano}. Esto no s¢ aprecia en ¢l agar comiin debido
a un efecto de dilucién inherente al volumen del agar
empleado).

6.1.3 Se recomiendan las siguientes diluciones

especificas para una méxima sensibilidad.

6.1.3.1 Crema de¢ leche, leche condensada, leche
achocolatada, quese Cotiage y productos relacionados:
preparar dilucién 1:5 (24.5 g/ 99 ml. diluente).

6.1.3.2 Crema agria y Dips: proceder igual que en
6.1.3.1. Después de diluir, ajustar el pH.

6.1.3.3 Mantequilla, margarin
dilucién 1:10 (11 g/ 99 m
entre 40°C y 45°C).

preparar
recalentado

eta, leche at 2%, lec
ocular direclamente sin

productos ldcteos diferente
lizaran las diluciones convenien

e Coliformes Totales.

placa Petrifilm®
a superficie plana,

previamente

licula superior y con una pipeta
nte a la placa, vertir 5 ml. de
en el centro del cireulo que
ado, ubicado en la pelfcula

6.2.2
colocada
la muestra
contienc el
inferior

© mantequilla y
a de la fase

Nota 2: En el ¢
margarina, tomar la
acuosa.

6.2.3  Deslizar con cuidado
ia inferior, tratando de no formar burfilijas

6.24 Inmediatamente después, distribuir el inoculo
sobre el drea del medio de cultivo deshidratado usando
una ldmina pldstica difusora, realizando una suave
presién sobre el soporte del aplicador hasta que la
muestra alcance Jos bordes del clrculo

6.2.5 Retirar la ldmipa pldstica difusora con un
movimiento rdpido hacia arriba, evitando giros ©
deslizamientos horizontales. Dejar la placa en reposo
entre 2 y 5 minutos, para permitir la solidificacién del

agente gelificante

2

6.2.6 Incubar las placas Petrifilm® de Ala
Sensibilidad para coliformes tolales durante 24 horas
+/- 2 hr a 35°C +/- 1°C, en posicién horizental, con la
pelicula transparente hacia arriba sin invertir. Se pueden
colocar varias placas, una sobre otra, en columnas que
na excedan de 20 unidades

6.2,7 Lectura de las placas: Finalizado el periodo de
incubacién, con ayuda de un contador de colonias,
contar las placas donde s¢ hayan obtenido entre 15 y 150
colonias. Las colonias Upicas de coliformes totales son
de color rojo, asociadas 2 una o mds burbujas de gas. Las
colonias rojas no asociadas a gas no se cuenlan como
coliformes totales.

7 : ULTADOS

7.1 El recuds
Petrifilm® de Alta S¢
es la suma de las colonias

expresa de
0, siempre

T2 El recuento de colifol
la siguiente manera, segiin el |
que se hayan realizado las diluc
anterioridad

721 UFC/g. 6 ml para: cremi
condensada, qucso Cottage, crema
yogurt, helados, yogurt congelado, y

UFCx2 cxpresado por
uilla, margarina y quesos

x0,2 expresado por g
he al 2%, leche al 1%

se sicmbra

ias es superior a 150
haga un estimado del
as colonias en 5 cuadros,
to, y multipliquelo por 62 para
timado de colonias por placa

promedie el vi
obtener el recue

Nota 3: La sensibilidad de este método segin la dilucién
utilizada es la siguiente

Dilucién 1:10 = 2 UFC/g. 6 ml.
Dilucién 1:5 = | UFC/g. 6 ml.
Dilucién 1:1 = 0,2 UFC/g. d ml.



8 INFORME

El informe debe contencr Jo siguiente:

8.1 Fecha de realizacién del ensayo.

8.2 Identificacién completa de la muestra

8.3 Resultado del andlisis realizado

8.4 Nimero y titulo de la Norma Venezolana

COVENIN consultada

8.5 Nombre del analisia

8.6 Observaciones
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