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2.2

NOEMA VENEZOLANA COVENIN
LECHE ¥ FRODUCTOS DERIVADOS. 939-76
METODO DE EN3AY(: REDUCCION

DEL AZUL DE METILENO

ALCANCE

Esta norma coentempla el método a emplear para medir
indiscretamente la densidad microbiana de una
miestra de leche cruda mediante la determinacidn
del tiempo de reduccidn del azul de metileno.

NORMAS COVENIN A CONSULTAR

COVENIN 938 Leche y sus Derivados. Métodos para
la toma de muestras de leche ¥y
productos licteos.

COVENIN 1126  Microbioclegila de Alimentos.
Preparacidn v codificacidn de las
muestras para el Andlisis

Microbioldgico. (%)

{*)} En elaboracidn.

PRINCIFIO DEL ENSAYO

El método consiste en medir el tiempo que tarda una
mezcla de leche y azul de metileno en ser
decolorada (de azul a blanco); ¥y se basa en la
capacidad que tienen algunos micreoorganismos, de
utilizar el oxlgeno disuvelte en la mezcla,
provocando un descenso de potencial de d&xido
reduceidn vy en consecuencia la decoloracion del
indicador (azul de metileno).

EQUIPO DE ENSAYO

APARATOS

Cuchardn o pipeta de 10 mililitros de capacidad

(10 em?}. |
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4.1.3

4.1.7

4.1.8

£.1.9

4'1!1[’

4.2

4.2.1

fa2.la1

4.2.1.2

4.2.1.3

N

Bureta o pipeta con graduacidn de un mililitre

{1 cm™).

Tubos de ensayo de 150 mm de longitud por 15 a
18 mm de didmetro internec, graduados para 10 ml.

Tapones de goma u otro material apropiade, que
puedan ser esterilizados.

Gradilla de metal de alambre  para tubos de

ENSAYO.

Bafio de Marla Control automitico de temperatura,
graduado a 36°C + 1°C.

Bafio de agua helada o refrigerador, rtegulado a una
temperatura entre 0 C v 4,4°C.

Fraseco color Ambar con tapdn de goma o tapa de

rosca, de 250 ml de capacidad.

Reloj de laboraterio.

Termdmetro con escala graduada de -5°C a 50°C  con
una apreciacidn de 0,1°C.

REACTIVOS

Solucidn de azul de metilemo, preparada de la
piguiente manera:

S¢ miden 200 + 2?2 wl de agua caliente previamente
eaterilizada en autoelave, o hervida.

Se disuelven en el agua 8,8 mg de tiocianato de
azul de metileno.

Se conserva esta sclucidn en envase estdril al
resguarde de la luz ¥ en lugar fresco, por un
periodo no mayor de una semana.

Esta solucidn debe prepararse y manipularse con las
mayores precauciones para evitar su contaminacidn.

Se transvasa a un envase estéril mas pequefio,
fnicamente el volumen necesario para realizar la
prueba del dia; si de éste volumen sobra alguna
porcidn, se descarta.
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7.2

7.3

T4

.?-5

MATERIAL A ENSAYAR

El material a ensayar consiste en una muestra de
leche cruda (10 ml) tomada segdn la norma
COVENIN 938 y codificada y preparada segin la norma
COVENIN 1126.

CONDICIONES DE ENSAYO

La muestra debe ser analizada dentro de un periodo
no mayor de 36 h desde el momento del ordefio.

La muestra a analizar debe mantenerse a una

temperatura entre 0°C y 4,4°C hasta el momento de
realizarse la prueba.

FROCEDIMIENTO

Se ddentifican todos los tubos que se vayan a
utilizar.

S¢e ecoloea 1| ml de la solucidn de azul de metileno
{4.2.1) en cada tubo de ensaye, vy a continuacidn se
afiaden 10 ml de leche. Se coloca a cada tubo un
tapdn de goma o tapa de rosca.

Se invierte el tubo suavemente por tres veces, ¥ s
incuba la muestrz en Bafio Marla a una temperatura
de 36 °C + 1 C. La muestra debe alcanzar esta
temperatura en un lapsc no mayor de 10 min.

Cuando se vaya a analizar un mayor ndmeroc de
miestras, una vez preparada la mezecla segin el
punto 7.2, debe evitarse una exposicidn prolongada
de las mismaz a la aceidn de la luz {especlalmente
la luz solar directa).

Se c¢olocan los tubos en un bafio de agua helada,
para mantenerlos a wuna temperatura entre 0°C ¥
4.4 °C, hasta completar un lote o gradilla. h
continuacidn, se sigue el procedimiento como se
indica en el punte 7.3.

Para werificar la temperatura de la muestra, en
cada gradilla debe colocarse un termbmetro dentro
de un tube de ensayo control, que contenga
solamente 10 ml de leche.
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Tef.l

Ta6.2

T.6.3

8.2

8.3

Ba.d

8.5

Para controlar el inicio y la culminacibn de 1la
decoloracidn, deben incluirse dos tubos control
preparados de la manera siguiente:

Tube 1: Se coloca 1 ml de agua y 10 ml de leche
del mismo tipo que se usa como wmuestra y  se
mezclan.

Tubo 2: Se coloca 1 ml de solucidn de azul de
metileno ¥ 10 ml de leche del mismo tipo que se usa
como muestra ¥ se mezclan.

Una wvez preparados dichos tubos, se sumergen en
agua hirviendo durante un perlodo ne menor de
3 min.

Se colocan los tubos en el Bafe Marla junto con las
miestras a examinar.

EXFPRESION DE LOS RESULTADOS

Los resultades se expresan de acuerdo al tiempo que
tarda la muestra en decolorarse.

En adelante se designard abreviadamente al "Tiempo
de Reduccidn del Azul de Metilene" con las siglas
"TRAM"-

Se considerari que un tubo esti decolorade cuando
por lo menos las 4/5 partes de su contenideo cambie
a color blanco.

La primera lectura se hace al cabo de 30 min.

5i durante este perlodo se decolora la muestra, se
anota la lectura como TRAM 30 min, procediendo a
retirar dicha muestra del bafio Maria.

Las lecturas subsecuentes deben realizarse a
intervalos sucesivos de una hora.

Cada wvez que se efectda wna lectura, si no ha
comenzado la decoloracidén, el tubo debe invertirse
una wvez ¥ colocarse de nuevo en el bafie. 51 ha
comenzado la decoloracidn se dejs el tubo en el
bafio Maria, sin invertirlo.

Los resultados se anotan como tiempo de reduccidn
en intervalos de horas completas, desde la triple
inversidn inicial de los tubos hasta el momento
cuando se nota la decoloracidn en mis de las 4&/5
partes del contenido.




Ejemplo: 5i el color desaparece entre las lecturas
1,5 y 2,5 horas, se reporta el resultado como TRAM
2 h. B8i el color desaparece entre las lecturas 2,5
¥ 3,5 h, reportar el resultado como TRAM 3 h.
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