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Avant-propos

L'ISO (Organisation internationale de normalisation) est une fédération
mondiale d'organismes nationaux de normalisation (comités membres de
1"S0). L'élaboration des Normes internationales est en général confiée aux
comités techniques de I'ISO. Chaque comité membre intéressé par une
étude a le droit de faire partie du comité technique créé a cet effet. Les
organisations internationales, gouvernementales et non gouvernemen-
tales, en liaison avec I'ISO participent également aux travaux. L'ISO colla-
bore étroitement avec la Commission électrotechnigue internationale (CEl)
en ce qui concerne la normalisation électrotechnique.

Les projets de Normes internationales adoptés par les comités techniques
sont soumis aux comités membres pour vote. Leur publication comme
Normes internationales requiert l'approbation de 75 % au_moins_des co-
mités membres votants.

La Norme internationale ISO 10718 a été €laboréel parle comité technigue
ISO/TC 87, Liege.
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NORME INTERNATIONALE

ISO 10718:1993(F)

Bouchons en liege — Dénombrement des unités
formant colonie de levures, moisissures et bactéries
capables de se développer dans un milieu alcoolique

1 Domaine d'application

La présente Norme internationale prescrit une mé-
thode pour le dénombrement des unités formant co-
lonie de levures, moisissures et bactéries qui peuvent
exister dans les bouchons de lidge et qui, dans cer-
taines conditions, peuvent se développer dans june
solution alcoolique.

La présente Norme internationale est‘applicable’aux
bouchons qui ont été soumis a un processus
d‘hygiénisation® et qui sont emballés dans des<em-
ballages hermétiques appropriés,

2 Référence normative

La norme suivante contient des dispositions qui, par
suite de la référence qui en est faite, constituent des
dispositions valables pour la présente Norme interna-
tionale. Au moment de la publication, I'édition indi-
quée était en vigueur. Toute norme est sujette &
révision et les parties prenantes des accords fondés
sur la présente Norme internationale sont invitées a
rechercher la possibilit¢ d'appliquer !'édition la plus
récente de la norme indiquée ci-aprés. Les membres
de la CEl et de I''ISO possédent le registre des Nor-
mes internationales en vigueur a un moment donné.

ISO 7218:1985, Microbiologie — Directives générales
pour les examens microbiologiques.

3 Principe

Comptage direct des colonies de micro-organismes
vivants (levures, moisissures et bactéries) dévelop-
pées dans un milieu de culture approprié, en utilisant
la technique de filtration sur membrane.

1) Les agents pour I'hygiénisation doivent étre admis par I'OMS.

2) Ce produit est commercialement disponible.

4 Réactifs et milieu de culture

4.1 WLN?2, ayant la composition suivante.

Extraityde Bactofevure 4049
Bacto casitone 509
Bacto dextrose 50,0g
Monophosphate de potassium 0,55 ¢
Chlorure de potassium 0,125¢g
Chlorure de calcium 0,125 g
Sulfate de magnésium 0,125 g
Chlorure ferrique 0,0025¢
Sulfate' de manganése 0,0025¢
Bacto-agar 2009
Bacto-bromocresol green 0,022 ¢
Eau, g.s.p. 1 000 ml
NOTE 1 Ce produit est trés hygroscopique. La bou-
teille doit &tre hermétiqguement fermée et conservée en
un emplacement froid et sec.

4.2 Bouillon d'extrait de malt (solution de rin-
cage)?, de pH 6,2 et ayant la composition suivante.

Extrait de Bacto levure 30¢g
Extrait de malt, Difco 3049
Bacto peptone 509
Bacto dextrose 100g

4.3 Acide tartrique.

4.4 Ethanol, de qualité spectrométrique.
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5 Appareillage

Matériel courant de laboratoire {voir ISO 7218) et
5.1 Systéme de filtration par le vide.

5.2 Membranes stériles, ayant une porosité de

0,45 um.

6 Echantillonnage

De chaque lot, prélever au hasard 0,25 % des embal-
lages hermétiques avec un minimum de trois, mais
ne dépassant pas dix emballages. De chaque embal-
lage, prendre huit bouchons et les grouper quatre par
quatre.

7 Détermination
7.1 Préparer le bouillon d'extrait de malt (4.2).

7.2 Ajuster le pH a 4,0 en ajoutant {'acide tartrique
(4.3).

7.3 Stériliser en autoclave a 11212C)++ °C./isous
une pression de 15 psi pendant 15 min.

7.4 LlLaisser refroidir, et ajouter aseptiquement de
I'éthanol (4.4) en gquantité suffisante pour porter le ti-
tre alcoométrique & 8 % (V/V).

7.5 Répartir aseptiquement cette solution en flacons
stériles de 250 ml {deux flacons par emballage plus
un), & raison de 100 ml par flacon.

7.6 Préparer le milieu WLN {4.1) et le répartir en
boites de Pétri stériles (deux boites par emballage
plus une).

7.7 Prélever aseptiquement les bouchons dans les
emballages a raison de huit bouchons pour chacun,
et les introduire quatre par quatre dans les fioles, en
veillant, & ce que les bouchons soient entiérement
immergeés.

7.8 Agiter lentement chaque fiole jusqu'a I'élimi-
nation des bulles d'air. Incuber a 25 °C + 1 °C pen-
dant 24 h.

7.9 Aprés cette période, extraire aseptiquement les
bouchons et filtrer (5.1) rapidement le contenu des
fioles sur membranes (5.2).

Incuber les membranes dans le milieu WLN (7.6)

pendant 5 jours a 25 °C + 1 °C.

7.10 Compter les colonies chaque 24 h et identifier
éventuellement les micro-organismes d'aprés leur
morphologie.

8 Résultats

Le nombre d'unités formant colonies de micro-
organismes par bouchon est donné par

N

4

oU N est le nombre total de colonies compté sur une
bofte de Pétri.

9 Essai a blanc
Lel contenu d'un flacon supplémentaire sans immer-
sion de bouchaon, filtré et traité sur milieu WLN (7.6)

dans'les ‘/mémes conditions, permet de contrbler la
bonne exécution de I'essai.

10/ 'Rapport d'essai

Le rapport d'essai doit contenir les indications sui-
vantes:

a) référence a la présente Norme internationale;

b) tous renseignements nécessaires a l'identification
complete de |'échantillon;

¢) résultats obtenus;

d) toutes conditions opératoires non prévues dans la
présente Norme internationale ou toutes opé-
rations facultatives;

e) tous incidents éventuels susceptibles d'avoir agi
sur les résultats.
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