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Summary

Description of a new method for the determination of the total alcaloids (theobromine
and caffeine), by ultraviolet spectrophotometry, in cocoa pastes, cocoas, chocolates, ice
cream powders and other foodstuffs. It has been found that this method gives reprodu-
cible data.
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Controle bactériologique des préparations enzymatiques
en meunerie et en boulangerie
R. Lambion, R. Christiaen et A. Veulemans

Station d’Essais et d’Analyses du Centre d’Enseignement et de Recherches pour les
Industries Alimentaires et Chimiques (C.E.R.I.A.), Bruxelles

Introduction

On attache de plus en plus d’importance a la qualité bactériologique des
farines.

Ceci résulte en partie du développement important des techniques de contrble
microbiologique et de leur application dans un nombre de plus en plus grand de
‘laboratoires qui autrefois se cantonnaient dans des contrdles chimiques, mais surtout
d’une évolution, d’une part, dans les techniques de fabrication et de commerciali-
sation et, d’autre part, dans nos connaissances quant aux risques que font courrir
les micro-organismes aux consommateurs. ‘

L’industrialisation de la production du pain pose des problémes technologi-
ques, non seulement au niveau de I’obtention de produits constants, mais aussi en
ce qui concerne leur conservabilité, c’est-a-dire leur aptitude a rester frais pen-
dant un temps suffisant pour leur commercialisation. Leur emballage s’imposait
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donc, mais la demande accrue en Belgique pour des pains coupés implique que I’on
rompt la cuirasse de protection que représente la croflite et que le pain devient,
comme la plupart des autres denrées, un produit éminemment sensible aux atta-
ques des moisissures. De plus 'occlusion d’air dans le pain au moment du décou-
page le rend également plus sensible a I’attaque des bactéries responsables du
filant.

Si les spores de bactéries ne sont pas nécessairement détruites au cours de la
cuisson, il semble par contre certain que les spores de moisissures le sont et, sui-
vant C. et M. Morean (1), le pain a la sortie du four en est exempt. Le dévelop-
pement de moisissures sur et dans le pain résulte donc d’une réinfection a partir
de l’air des ateliers qui est lui-méme contaminé par les matiéres premiéres
utilisées.

Cet intérét pour les moisissures responsables des pains moisis avant consom-
mation est accru par la conscience prise dans les milieux scientifiques du fait que
certaines de ces moisissures peuvent étre particuliérement toxiques. Ces moisis-
sures doivent donc étre surveillées non seulement parce qu’elles causent parfois
une diminution manifeste des qualités diététiques et technologiques des céréa-
les (2, 3) et des farines qui en résultent, mais aussi parce qu'on y retrouve des
genres et espéces qui peuvent avoir une incidence sanitaire importante. En effet, on
retrouve sur les céréales (4,5) des Actinomyces, des Penicillium, des Aspergillus
variés, notamment des groupes candidus, flavus, oryzae et fumigatus qui peuvent
étre dangereux soit par les dérivés toxiques parfois thermostables de leur méta-
bolisme (6), soit par eux-mémes (4). Les farines qui en résultent présentent d’ail-
leurs une richesse en moisissures au moins égale a celle des céréales dont elles
proviennent. La proportion des genres et espéces v est cependant totalement dif-
férente et C. M. Christensen et M. Coben (7) ont montré que la contamination
des farines se fait a partir des installations de la meunerie car les blés lavés sont en
général assez propres. Nous y retrouvons cependant des espéces peu rassurantes
puisque A. glaucus et A. candidus représentent 60 a4 90 °» des spores et que les
Penicillium et A. flavus sont trés fréquemment représentés (8).

Les moisissures ne sont d’ailleurs pas les seuls microorganismes dont nous
devions nous préoccuper et dans la mesure ou les pains peuvent étre réinfectés par
des moisissures, ils peuvent 1’étre aussi par des bactéries éventuellement toxiques
dont le rble a été souligne par G. M. Dack (9).

Tout concourt donc A pousser les industriels & exercer un contrble bactério-
logique de leurs farines, que ce soit au niveau de la meunerie ou de la boulangerie.

L’International Association for Cereal Chemistry a organisé un groupe
d’étude des méthodes microbiologiques (n® 20) dont le Dr. G. Spicher du Bun-
desforschungsanstalt fiir Getreideverarbeitung & Detmold est le Président et qui
s'attache actuellement 2 la standardisation des milieux et méthodes de numéra-
tion des bactéries sporulées ou non et des moisissures sur les céréales. Son étude (10)
des différentes méthodes de numération permet déja de se rendre compte de I'im-
portance d’une standardisation et d’une description détaillée des techniques.
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De son c6té, notre laboratoire fait depuis 2 ans systématiquement la numé-
ration du nombre de moisissures sur quelque mille farines par an.

A cette occasion, il nous est apparu que, si dans la plupart des cas on peut
établir une corrélation significative entre le nombre de moisissures ou de thermo-
philes et le filth-test ou la propreté relative de la meunerie, comme Thatcher,
Coutu et Stevens 'ont montré (8), dans d’autres cas le nombre de moisissures
présentes dans les farines était systématiquement plus élevé que ne I'auraient laissé
prévoir d’autres déterminations.

Nous nous sommes donc intéressés aux produits améliorants susceptibles d’étre
ajoutés en meunerie A la farine, et en particulier aux préparations enzymatiques.

Déja en 1950, Conn, Johnson et Miller (11) ont comparé des préparations
commerciales d’origine fungique ou bactérienne avec de la farine de blé malté,
non seulement du point de vue de leur activité enzymatique (amylasique et pro-
téinasique), mais aussi en ce qui concerne leur teneur en spores aérobies, parmi
lesquelles se retrouvent en principe les bactéries responsables du filant du pain,
suivant la technique de I’A.A.C.C. (12), qui semble cependant ne pouvoir donner
que des indications présomptives (13). Les chiffres sont cependant significatifs et
les voici dans le tableau ci-dessous.

Tableau 1
(d’apres J. F. Conn, ]. A. Jobnson et B. S. Miller)

Spores par gramme de farine
Spores par gramme supplémentée pour avoir la
méme activité enzymatique

Farine de blé malté 2100 5
Rhozyme-S (fongique) 405 000 8
Maltase-20 (fongique) 1 000 000 0,1
Diastase-29 (fongique) 2500 23

De leur c6té en 1961, J. R. Fleming, ]. A. Johnson et B.S. Miller (14) propo-
sent de faire un effort vers la production de farines de blé malté sans moisissures
par ’emploi d’inhibiteurs pendant la germination tels que la formaldéhyde a la
concentration de 0,05 %o dans I’eau de trempage pendant 1 a 6 heures.

Matériel et méthodes

Parmi les farines de malt utilisées en Belgique, nous pouvons avoir des fari-
nes provenant de malt soit d’orge, soit de blé, soit de seigle.

Ces farines sont comparées a un certain nombre de préparations enzymati-
ques commerciales que nous caractérisons par leur pouvoir a-amylasique en unités

SKB (15).
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1. Détermination du nombre de moisissures: est faite suivant deux méthodes
différentes. )

La premiére, dite de PA.G.M.B., parce que mise au point pour I’Association
Générale des Meuniers Belges, peut étre considérée comme une méthode rapide
et simple. Elle n’exige pas en effet la préparation de dilutions a cause des temps
et températures d’incubation, qui ne permettent le développement que des moisis-
sures a croissance rapide et relativement thermophiles. Ces moisissures sont
d’ailleurs considérées pratiquement comme potentiellement plus dangereuses pour
la réinfection des pains en boulangerie.

En voici le mode opératoire:

Prélévement — peser un Erlenmeyer de 250 ml & large ouverture + 5 a 10 billes
de verre de 8 mm de diameétre, stériles mais sans farine

— vy introduire rapidement 5 a 10 g de farine,
— peser a nouveau ’Erlenmeyer -+ la farine.

Mise en suspension — ajouter stérilement une quantité d’eau physiologique
stérile telle qu'on obtienne une suspension a 20 %, Agiter sans mouiller le bou-
chon jusqu’a ce qu’il n’y ait plus de grumeau.

Ensemencement — prélever 1 ml de surnageant, aprés un repos de 157; le placer
dans une boilte stérile. Verser dessus le contenu d’un tube de malt agar fondu et
refroidi 4 47—48 ° C. Mélanger soigneusement en évitant de mouiller les bords
de la bofte. Laisser solidifier. Faire cette opération en double.

Incubation — incuber la boite retournée a 37 © C pendant 42 a 48 H. Lecture
et conclusion — compter le nombre de colonies qui se sont développées et ex-
primer par gramme de farine (= nombre de colonies x 5).

La deuxiéme, que nous avons mise au point, et que nous appellerons C.E.R.L.A.,
permet de faire la numération de toutes les spores et cellules revivifiables de
moisissures.

En voici le mode opératoire:

Environ 10 g du produit a analyser sont prélevés stérilement dans un Erlen-
meyer stérile contenant des billes de verre et mis en suspension dans de [’eau
physiologique de fagon a obtenir une suspension a 10 % L’on homogénéise par
agitation manuelle (au moins 1 minute).

Aprés environ une heure de régénération, I’on homogénéise a nouveau et pré-
leve un aliquot sans laisser décanter. L’on effectue une série de dilutions (101,
102, 10-*) (1 ml de la premiere suspension + 9 ml d’eau physiologique et ainsi
de suite).

L’on mélange ensuite en double, dans des boltes de Pétri stériles 1 ml de la
série des dilutions avec 15 ml de malt agar stérile, amené a pH 4,5 avec une
solution d’acide lactique stérilisée sur filtre G 5 et refroidie a environ 50 ° C.
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Apres solidification de I’agar, les boltes de Pétri sont incubées, retournées, a
30°C et 'on compte le nombre de colonies développées apres 4 jours d’incu-
bation.

Cette méthode ne différe d’ailleurs pratiquement pas de celle donnée dans les
Cereal Laboratory Methods de I’A.A.C.C. (16). Les caractéristiques principales
sont reprises dans le tableau 2.

Tablean 2
A.G. M. B. A A Q€. C.E.R.LA.
Mise en suspension H,O physiologique | Sable + H,O ro- Billes de verre
(9 %0 NaCl + binet ou tamponnée | -+ H,O physiolo-
0,5 %0 peptones) Suspension 10 %/ gique
Suspension 20 %o ou 1% Suspension 10 %o
Agitation minimum 1 minute 25 fois 1 minute
Régénération 15 min. repos — 1 heure repos
Prélévement surnageant suspension homogeéne
Milieu de culture Malt agar Malt agar pH 4,5
Incubation
Température 379G 329G 1 i
Durée 48 h. 72 h. 96 h.

Alors qu’on peut s’attendre a une concordance relativement bonne entre les
méthodes A.A.C.C. et C.E.R.I.A,, celle entre A.G.M.B. et C.E.R.I.A. est trés aléa-
toire car elle dépend essentiellement des genres de moisissures qui se trouvent dans
les produits analysés. Les Aspergillus et Penicillium ont par exemple rarement le
temps de se développer dans la méthode A.G.M.B., alors que les Mucorales
donnent des colonies bien visibles. L’analyse comparative de 40 farines environ
d’origines variées montre que la méthode C.E.R.I.A. donne des résultats 40 a 150
fois plus élevés que celle de ’A.G.M.B.

2. Dénombrement des mésophiles aérobies revivifiables

Ce dénombrement se fait sur milieu aux tryptone — extrait de viande et de
levure — lait peptonisé — glucose — agar, décrit dans le livre de D. A. A. Mossel,
J. Béchet et R. Lambion (17) aux pages 143 et 144.

3. Dénombrement des Enterobacteriaceae et E. coli

Les Enterobacteriaceae revivifiables sont dénombrés approximativement par
la méthode dite de dilution dans des tubes au vert-brillant glucosé suivant le
mode opératoire décrit dans le méme livre p. 156—157 (17) en faisant
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5 tubes de milieu double concentration avec 10 ml de suspension a 10 %o,
5 tubes de milieu simple concentration avec 1 ml de suspension a 10 % et
5 tubes de milieu simple concentration avec 1 ml de suspension a 1 %o,

Le nombre le plus probable est ensuite calculé a partir de la table des MPN
(Most Probable Number).

La numération des E. coli se fait a partir des tubes Enterobacteriaceae positifs
par le test de MacKenzie (18) qui considére comme E. coli les souches montrant
une production d’indole sur milieu tryptoné et production de gaz sur milieu vert
brillant sans glucose apres 48 h. a 44 ° C.

4. Dénombrement des aérobies sporulés

8 ml de la suspension & 10 % sont répartis dans 4 tubes contenant environ
15 ml de milieu pour dénombrement total additionné de 1 %o d’amidon. Les tubes
sont portés au bain-marie bouillant pendant 15 minutes puis refroidis vers 55 ° C
et coulés en boites de Pétri. Les comptages se font aprés 5 jours d’incubation
2% 300,

Résultats et discussion
1. Moisissures

Le tableau 3 donne les teneurs en moisissures de 16 farines de malt analysées
en 1965 suivant la méthode A.G.M.B. Les deux farines brunes sont d’origine
etrangére et de nature inconnue mais il est fort probable qu’il s’agit d’un malt
fort touraillé, ce qui explique a la fois un faible pouvoir diastasique et le petit
nombre de moisissures.

Tablean 3
Nature Extromen . Mayenne e e iy
Céréale inconnue 265 a 18300 4323 173 000
(10 échantillons)
Froment 2100 2100 80 000
Orge (3 échantillons) 1775 2 2525 2175 87 000
Brune (2 échantillons) 48 a 120 84 3 360

N’ayant pas le pouvoir diastasique Windish-Kolbach de tous ces échantillons,
il n’a pas été possible de ramener I’apport moyen par kg de farine a un pouv01r
diastasique constant. La variation dans I"apport en moisissures qui en résulte n’est
cependant pas plus élevée que celle existant d’un échantillon a lautre.

Cet apport est beaucoup plus important que celui dfi aux préparations enzy-
matiques ainsi que le montre le tableau 4.
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Tableau 4

Activité enaymatique | DOSEETEcONIce | R LA, | e i
Amylases:
1 5000 SKB 10 g 30 30 3
2 4 000 SKB e 100 190 3,8
3 500 SKB 16 g 35 60 9,6
4 5000 SKB 10 g < 3 50 5,0
5 1000 SKB 100 g 35 40 40,0
6 350—380 SKB 100 g 840 000 —_ 840 000
7 350—380 SKB 100 g 155 000 360 000 360 000
Protéase:
31,000 HU/g 25 g < 10 10 0,25

Ces chiffres confirment trés bien ceux de J. F. Conn et al. (11) et on peut
par conséquent estimer que ’emploi de préparations enzymatiques commerciales
ne peut pas avoir d’influence sur la teneur finale de la farine en moisissures.

Il faut cependant attirer l’attention des utilisateurs sur l’existence de pré-
parations qui non seulement n’ont pas une activité aq-amylasique bien grande, mais
encore représentent une contamination cette fois-ci trés significative. En effet les
préparations 6 et 7 qui sont de méme origine, mais ont été analysées a 6 mois
d’intervalle provoquent une contamination beaucoup plus importante que des
farines de malt.

Les farines belges, dont les teneurs en moisissures se situent actuellement aux
environs de 500 par gramme, ce qui semble nettement plus propre que celles ana-
lysées par C. M. Christensen et M. Cohen entre 1946 et 1949 aux USA (7)
verront leur population doubler avec les préparations 6 et 7, tandis qu’elles passe-
raient avec les plus mauvaises farines de malt a 680 moisissures par gramme.

2. Propreté bactériologique

Tableau 5
Préparations Mésophiles Entero MPN K. coli Aérobies
enzymatiques aérobies par g par 10 g par 10 g sporulés par g
1 590 000 <2 <2 9 600
2 4 000 45 < 2 8
5, 14 600 4 <2 5
+ 890 000 49 <2 4 000
5 23 200 2 <2 700
7 25 600 000 = 2400 49 500
Protéase 5 600 000 2 <2 125 000




Alors que les producteurs d’amylases fungiques peuvent s’arranger pour ob-
tenir des préparations presqu’exemptes de moisissures, il ne semble pas qu’ils se
soient soucié fortement de la population totale qui est trés variable. Or comme
dans toute préparation a usage alimentaire, il serait souhaitable que cette popu-
lation soit inférieure a 10%/g. En effet des meuneries propres peuvent aussi pro-
duire des farines contenant moins de 10° microorganismes/g. Il est fort probable
d’ailleurs que c’est la charge qui est cause de cette grande variabilité.

Les résultats obtenus pour les Enterobacteriaceae et E. coli sont satisfaisants,
sauf encore une fois pour la préparation 7 qui est a rejeter.

Quant aux aérobies sporulés, les préparations 2 et 3 en sont particuliérement
exemptes. Les autres préparations en apportent une quantité comparable par 100 g
de farine (Tableau 6), mais qui nous parait dangereuse, car il ne faut pas oublier
que parmi ces sporulés, nous pouvons retrouver des responsables du filant.

Tablean 6
Microorganismes apportés dans 100 g de farine

Mésophiles Aérobies
aérobies sporulés
1 5900 96
2 8 —
3 230 —
4 8 900 40
5 2 300 70
7 2 560 000 50
Protéase 140 000 315
Conclusions

Les industries de la meunerie et de la boulangerie doivent se préoccuper de
plus en plus de la propreté bactériologique de leurs matiéres premiéres.

Sur la base des travaux antérieurs et des quelques résultats actuels, nous pou-
vons tirer les conclusions suivantes:

1. En ce qui concerne les moisissures, qui présentent un danger technologique
et éventuellement hygiénique, les meuneries arrivent facilement a produire des
farines contenant moins de 1,000 moisissures/g. Si elles faisaient un effort parti-
culier, les farines devraient pouvoir avoir la méme teneur que celle des blés aprés
lavage, c’est-a-dire aux environs de 200 a 300/g.

2. A ce niveau, les farines de malt représentent une contamination importante
et il y a donc lieu de promouvoir I'obtention de farines de malt plus propres, par
exemple en employant des inhibiteurs.
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3. L’apport en moisissures des préparations enzymatiques est négligeable,
sauf dans deux cas, ce qui implique la nécessité d’en effectuer régulierement le
A
controle.

4, Par contre, les préparations enzymatiques doivent faire ’objet de soins plus
grands en ce qui concerne la population totale et leur teneur en aérobies sporulés.

5. En ce qui concerne les techniques de numération, en particulier pour les
moisissures, étant donné leur grande diversité, il est difficile de trouver un milieu
qui permette le développement de tous les genres. Il serait peut-étre souhaitable,
ainsi que 'ont souligné C. Moreau, M. Moreaun et ]. Pelbate (19) d’en augmenter
la pression osmotique par addition de saccharose dans le cas ou 'on veut obtenir
une idée aussi exacte que possible de toute la mycoflore, mais on ne doit cepen-
dant jamais perdre de vue l'utilité pratique des déterminations. L’emploi de tech-
niques et de milieux sélectifs comme c’est le cas pour la méthode A.G.M.B. ne
sont donc pas nécessairement a rejeter, s’ils sont bien adaptés A la résolution de
problémes particuliers.

Résume

Les préparations enzymatiques commerciales utilisées en Belgique pour ajuster leur
teneur en ¢-amylase sont examinées pour voir leur incidence sur la teneur finale en
moisissures, en mésophiles aérobies, en Enterobacteriaceae, en E. coli et en aérobies
sporulés des farines.

Alors qu’une seule préparation sur 6 fait augmenter de fagon significative la teneur
en moisissures et en bactéries des farines, deux autres ont une teneur en mésophiles
aérobies trop élevée, tandis qu’une troisiéme contient seulement un peu trop de sporulés.

Les farines de céréales maltées devraient étre aussi plus propres.

Enfin les techniques et milieux de numération de la mycoflore sont discutés.

Zusammenfassung

Die in Belgien verwendeten enzymatischen Priaparate auf der Basis von Pilz- oder
Bakterien-g-Amylasen werden bakteriologisch untersucht im Hinblick auf ihren Einfluf}
auf den Gehalt der Mehle an Schimmelpilzen, mesophilen Aerobiern, Enterobacteriaceen,
Escherichia coli und aeroben Sporenbildnern.

Von den 6 untersuchten Produkten bewirkte nur ein Priparat eine deutliche Erhéhung
des Gehaltes der Mehle an Schimmelpilzen und anderen Keimen, zwei weitere Produkte
hatten einen erhdhten Gehalt an mesophilen Aerobiern, wahrenddem ein Priparat etwas
zu viel Sporenbildner enthielt.

Malzmehle sollten ebenfalls bakteriologisch etwas reiner sein.

Zum Schlufl werden die Nihrboden und die Technik des Auszihlens der Keime dis-
kutiert.
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Summary

Bacteriological examination of commercial enzymatic products used in Beigium for

treating flour (adjustment of their g-amylase content).

It is stressed that malted flour should be cleaner.
The techniques and culture media used for the mold and bacterial plate count are

described.

.

12
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