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NORMA VENEIOLANA COVENIN

ALIMENTOS 1126-89
[DENTIFICACION Y PREPARACION DE ira. REVISION
MUEBTRAS PARAR EL ANALISBIS
MICROBIOLOGICD

1 NORMAS COVENIN A CONSULTAR

Esta norma es completa.

2 OBJETD Y CAMPO DE APLICACION

Esta Norma Venezolana contempla el procedimiento a sequir para la identificacion y
preparacion aseptica de las muestras destinadas al andlisis microbicldgico a fin
de asegurar la obtencion de resultados valederps, confiables y reproducibles vy

proteger tanto & las nuestras como al personal de laboratorio de posibles
contaminaciones,

3  EQUIPD E INSTRUMENTOS

. | Licuadora de dos velocidades o velocidad simple con control reostatico, que
opere a una velocidad na menor de 8,000 r.p.m.y no mayor de 45.000 r.p.nm.

3.2 Homogeneizador mecanico (STOMACHER), que opere a 230 r.p.m., con una
capacidad de 400 ml,

3.3 darra metélica o de vidrio, de 250 ml a 1000 ml de capacidad, provista de
tapay debidamente esterilizadas.

3.4 Bolsas de polietileno de paredes delgadas y fondo sellado de 18 cm X 30 ca X
230 Gy debidamente esterilizadas.

3.5 Balanza de 2.000 g de capacidad y una apreciacié6n de 0,1 Q.
3.6 Envases apropiados esteériles, para contener las muestras,
. Frascos con capacidad para contener 90,99 y 450 ml de diluente.

3.8 Instrumentos para preparar las muestras: cuchillos, espatulas, tenedores,
pinzas, tijeras, cucharas y otros, debidamente esterilizados.

3.9 Pipetas graduadas estériles, de 1, 2, 5, 10 y 1{ mnl.

3.10 Tubos de ensayp estériles de 16 mm X 160 mm, 1B am X 180 em, 20 mm X 200 am
u ptros apropiados.



3.11 Autoclave. horizontal o vertical.

3e.1:2 Horna de aire caliente de temperatura regulable (entre 160 - 180 Ty
3.13 Retrigerador.

3.14 Bafio de agua.

3.15 Termometro.

4 MEDIOS DE CULTIVD

4,1 DILUENTESE (Vease anexo 1)

4.1.1 Solucion tampon fosfato a pH 7,2 (Solucion de Butterfield).

q.4.2 Agua peptonads al 0,1%.

NOTA: Fara el caso de algunos microoroanisscs o alimentos especificos donde sea

necesarip utilizar otros diluentes, se consultaran las normas respectivas.

S  MATERIAL A ENSAYAR

El material a ensayar consiste en una muestra representativa del alimento (Ver
bibliografia inciso d).

& PROCEDIMIENTD

6.1 IDENTIFICACION DE LA MUESTRA

6.1.1 Al llegar la muestra al laboratorio debera anotarse la fecha de liegada vy
asignarse un numero para el andlisis, a tin de proceder posteriormente a su debioa
identificacion tomando nota oe los aspectos siguientes:

6.1.1.1 Condiciones en que se recibio la muestra, tales como:

&) Temperatura ten caso de gue la muestra requiera refrigeracion o congelacion).

b) Aspecto externo del envase (s1 estd roto, oestapado, cierre no hermetico, s
presenta oxidacion, bombaje, abolladuras, etc.).

t£) Aspecto externo del producto, en casoc de que este pueda ser observado.
b.8,1.2 La muestra debera estar acompamada de la siguiente 1nformacion:
a) Fecha de toma de la muestrs

b) Nombre y tipo de producto

[}



C) Marca comercial

4} Fabricante v/0 distribuidor.

e) Numero del lote de tabricacion.
fi Contenido neto del envase.

o) Ingredientes

h) Fecha de fabricacion v/oc vencimiento.

1} Cualquier otra informacion gue sirva de orientacion para el analisis
microbiologico, ejemplo: diagrama de flujo del proceso u otra.

6.1.2 Conservacion de la muestra previo a su analisis,

6.1.2.1 l.as muestras deberan ser analizadas lo mas pronto posible una ver
recibidas en el laboratorio,

G.1.2.2 Si el analisis debe ser postergado se almacenan las muestrac congel adas
a - 20 °C. Las muestras refrigeradas se deben almacenar entre U - 4,4°C por no
mas de 34 nhoras.

Bt 243 Ern el rcaso de muestras no perecederas, estas deberan almacenarse a
temperatura ambiente en un lugar seco y +resco.

f.1v3 Cuando se proceda & hacer el an&lisis debp tomarse nota del aspecto oe la

muestra: coler, olor, consistencia, textura. Debe evitarse la evaluscion del
sabor de la muestra.

6.2  PREPARACION DE LA MUESTKRA

6.2.1 Condiciones generales

6.2.1.1 El si1tio donde se realizara el anadlisis microbiolegico debera reunir las
condiciones de asepsia indispensables. El material y equipo a utilizar deben
estar convenientemente preparados, identificadps y 11Stos para su uso.

6.2.1.2 Cuando se abra el recipiente con la nuestra debe evitarse cualguier tipo
de contaminaclon.

NOTA: Si np se dispone Oe cabinas especiales., deben abrirse primero los productos
que se supone tienen meNor Carga microblana {pasteurizados, precocidos) vy por
dltimo 1los crudos © desecados. Esto es con 1a +finalidad de prevenir 1la
contaminacion del area de trabajo v asi evitar contaminaciones cruzadas.

6.2.1.3 Las latas, jarras vy otros recipientes cerrados deberan lavaree Yy BBCarse;
gesinfectar el area de preparaclon de la muestra mediante aloun agente adecuado
tal como el alcohel oe 70° , el cual se elimina a la llama (¢lameadol. No &g
deben flamear aguellos envases o empagues gue puedan dakarse y/o explotar,

NOTA: En caso oe que se requieran conodiciones de asepsia Mas eBstrictas {prueba
del deterioro microbiologico) deben utilizarse ademés otros desintectantes, tales
como el alconol vedado (2 % de yodo) v compuecstos cerivados He amonio Cuaternario.

ol



Deben wutilizarse cabinas especiales (flujo laminar). 81 no se Oispone de estas,
deberan utilizarse areas desinfectadas y protegidas de 1as corrientes de aire.

6.2.1.4 Cuando el producto esté envuelto en carten, papel celofan, papel
aluminio v cualguier otro material de empague similar, este debera limpiarse con
una tela o esponja humedecida con un agente desinfectante (alcohol de 70° 1 para
eliminar lia contamipacion superficial vy el polvo. Debe darse una atencion
especial al area de abertura del empacue o envase.

bu2. 1.8 Dehe tomarse una muestra representativa del alimento.
8.3 TRATAMIENTO DE LA RMUESTRA SEGUN SU ESTADOD FISICOD

[ | Si se trata de alimentos liguidos o material que {fluya libremente,
envasados en recipientes pequenos, debe agitarse por 25 veces naciendo um  anoulo
de 45° con el brazo o por rotacion del recipiente hasta que el contenido sea
homogéneo. En el caso de que los recipientes sean grandes y de gificil manejo se
deben tomar amuestras representativas y trasvasarlas asepticamente a Eenvases
esteriles mas pequefos.

Baded 51 la muestra est& congelada, se deja descongelar en su recipiente
criginal to en el cual se recibi6 en ei laboratorio! por un pericde de !5 wminutos
& 45° en bano de agua mezclando continuamente o I8 horas entre 2 v 5°C.

51 la muestra congelada puede trabajarse tacileente (e). un helado) se procede sin
descongelar.

6.3.3 5i el material es s6lido deben tomarse porcicnes de diferentes sitioes del
producto para Tener una muestra representativa.

6.3.4 Cuando se tenga un material de dificil manejo debe colocarse en un
recipiente grande y esteri:l, romperse en peguesnns trozos usando metodos adecuados
ba)o condiciones asepticas y de alli se toma una muestra, la cual se transfiere a
un recipiente esteril.

6:3.3 51 el contenido del envase es heterpgeneo, se prepara una mezcla homogenes
de todo su contenido o se analizan porciones separadas del mismo dependiendoc del
proposito del ensavyon.

NOTA: En casc de alimentos gue presenten una cupierta natural (huevos, opstras,
etc), 1la modificacion en la preparacion de la muestra se especificaré en la norma
particular.

6.4 HOMOGENEIZACION Y PREPARACION DE LAS DILUCIDNES

6.4.1 Muestras solidas
R Se pesan 10, 25 o 50g + 0,1 de ia muestra en una jarra, frasco apropiado
0 en bolsas de polietileno, esteriles, previamente tarados.

6.4.1.2 Se anaden 90, 225 o 450 al de diluente respectivamente (sclucion tampon

fosfato o agua peptonada al 0,1 % ).



b.4.1.3 Se homogeneiza por no mas de Z minutos a2 BOOU r.p.d.. Debe esperarse 2
- 3 minutos nhasta que desaparezca la espuma formada. En el caso oe emplearse un
homogeneizador mecanico (5tomacher) se agita la muestra por un tiempo o0& 60
segundos,

NOTA 1: En el caso ce alimentos sélidos cuya flora micropiana esta limitada a la
superficie (mani, nueces, almendras, pasas, aceitunas sin deshuesar U otros) se
pesan 50 g y se awnaden S50 ml del diluente, se agita vigorosamente 50 veces en un
angulo de 45° , Cada ml de la solucian de enjuague sera eguivalente a 1 g de

muestra.

NOTA 2: Cuando se analicen alimentos con alto contenido de grasa (mayor de 20%) o
pelvos gque formen grumos, pueden anadirse al diluente. agentes humectantes tales
cemo el tergitol 7 anionico (1 % psv) para facilitar la emulsiticacian (E):

Quesos, crema de leche, manteguilla, chorizo, albuminal.

NOTA 3: Se recomienda tomar siempre que sea posible, la mayor cantidad de muestra
(30 g) & fin de obtener resultados mas coniiables.

6.4,2 HMuestras liguidas

g.4.2.1 Se miden con unaz pipeta (0 u !f ml de la muestra vy se transféieren a un
trasco de dilucion que contenga 90 o 99 ml respectivamente ge ogiluente ttampon

fosfato o agua peptonadal. En Bl caso de muestras muy viscosas (Ejt Chicha,
laraves, leche condensada, vogurt, crema de leche, pulpas de +rutas) éstas deben
pesarse, En el caso de muestras liquidas con elevada cantidad de gas (retrescos,

malta, agua mineral gasificada) deben trasvasarse a un recipiente esteril v apitar
por rotacien durante 13-30 minutos hasta que liberen el gas,

b.4,2.2 La muestra se agita luego 25 veces, bien sea por un movigiento del brazo
en un anogulo de 45° o por rotacidn del recipiente en diterentes sentidos.

NOTA: La honogeneizacion de la muestra, bien sea selida o liquida en la forma
antes descrita, corresponde a la primera diiucion (107 ).

6.4.2.3 A partir de la primera dilucion obtenida en 6.4.2.) v 6.4,2.2 se procede
de inmediato a preparar las diluciones necesarias de la sigulente +orma:

6.4.2.3.1 Se mide | sl de la dilucion 10 vy se transfiere a un tubo gue contenga
9 ml de diluente o 10 u 11 ml de la dilucion 10~ y se transfiere & un frasco de
dilucien aque contenga 90 o 99 ml respectivamente de diluente para obtener la
dilucioen 1072

Se agita el tuoo o frasco utilizade 25 veces, bien sea por un movimiento del brazo
en un angulo de 45°0 por rotacion del recipiente en diferentes sentidos,

6.4.2.3.2 5e repite este procecimiento 3 fin de obtener las otras diluciones
necesarias para el analisis (107 ), (10 etc. o aquellas gue segun la
experiencia necesite el alimento o microorganismo cbjeto de andlisis,

NOTA: La 1noculacidn del medio se debe llevar a cabo dentro de Los 20 minutos
siguientes & la preparacion de las diluciones.
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FORMULA Y PREPARACIDN DE LOS DILUENIES REQUERIDDS PARA LA

1.1.1 Férmula

Fosfato diacido oe potasio (KHp PO )ueevrvnivesrnerinnsnas, 34 g
Agua destilada .i.vvivecenscirannvrrrorronrnsernssereensCoSefe 1000 al

l.1.2  Freparacion:

Be disueive 21 fosfato ociacido de potasio en 500 =] de agua destilada, se ajusta a
pH 7,2 con aproximadamente 175 ml de NaOH IN. Se diluve a | litro, =e esteriliza a
121°C por 15 minutos y se almacena bajo refrigeracion.

l.2  Solucion ge trabajo

Se diluye 1,25 ml de solucion madre hasta { litro con agua destilada. 5e reparte
la solucion en frascos o tubos de dilucion adecuadaos. Se esteraliza a 121°C por
19 minutos.

Z.  Agua peptonada al 0,1 %

2.1 Formula

Peptona ..covivunrrosnvuncurrovramnesrornsnansensrneansners 1,0 @
Agia Bestilala wueovevvesanliiieamsis ieesner sy dvenaes. 1000 mi

2.2 Preparaciom

Se disuelve la peptona en el agua destilada v se ajusta el pH del medio de manera
que despues de la esterilizacion sea de 7,0 *+ 0,1. Ge distribuye en porciaones
adecuadas en lps frascoe o tubps de dilucién y se esteriliza z 121 °C por 15§
minutos, teniendo en cuenta las perdicas por evaporacion que pcurren durante la
esterilizacion,
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