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Streszczenie

W publikacji przedstawiono gléwne zasady modelowania matematycznego w mikrobiologii zywnosci.
Omowiono przykitadowe modele prognostyczne wzrostu, inaktywacji i przezywalno§ci drobnoustrojow.
Ustosunkowano si¢ takze do zastrzezen zglaszanych w stosunku do istniejacych modeli mikrobiologicz-
nych i realnych mozliwoéci ich praktycznego zastosowania.

» Wszystkie modele sq zle,

praktycznym pytaniem jest jak bardzo zle muszq byé
aby staé sig bezuiytecznymi”

Box i Draper, 1987

Wprowadzenie

Bezpieczenstwo zdrowotne zywnosci zalezy od wielu czynnikéw biologicznych
(w tym mikrobiologicznych), chemicznych, fizycznych i zywieniowych (Rys. 1). Me-
tale toksyczne, pozostatosci pestycydéw, azotany i inne zanieczyszczenia chemiczne, a
takze fizyczne sa traktowane jako potencjalne zagrozenie zdrowia, ale istnieje catko-
wita zgodno$¢, ze gldwne, najwazniejsze zagrozenia to przede wszystkim nie zbilan-
sowane Zywienie oraz skazenia mikrobiologiczne [5].

Wzrost drobnoustrojow w produkcie zywno$ciowym uwarunkowany jest sktadni-
kami odzywczymi potrzebnymi do ich rozwoju i panujacymi w zywnosci warunkami.
Na wzrost mikroorganizmoéw w zZywnosci, a tym samym na trwato$¢, wpltywa wiele
czynnikow (Rys. 2) wewnetrznych (a,, pH, potencjat redox i in.), zewnetrznych (tem-
peratura przechowywania, atmosfera gazow, wilgotno$¢ wzglgdna i in.) czy produk-
cyjnych (suszenie, dodatek substancji konserwujacych i in.) {39].
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Wiedza jaka obecnie dysponujemy, dotyczaca wzrostu, przezywalnosci i $mierci
mikroorganizmow chorobotwoérczych i saprofitycznych pochodzacych z Zzywnosci,
moze by¢ zastosowana do identyfikacji potencjalnego zagrozenia mikrobiologicznego,
w poszczegdinych produktach zywnosciowych. Celowi temu stuzy mikrobiologia pro-
gnostyczna (,,predictive microbiology”) czyli przewidywanie czy prognozowanie w
mikrobiologii. Nazwa polska - mikrobiologia prognostyczna - zaproponowana zostala
przez prof. Ilnicka-Olejniczak w 1994 r. [21].

Rys. 1. Czynniki bezpieczenstwa zdrowotnego zZywnosci.
Fig. 1.  Factors of food safety.

Mikrobiologia prognostyczna Zywnoéci jest oparta na zalozeniu, ze reakcja po-
pulacji mikroorganizméw na czynniki Srodowiskowe jest powtarzalna i Ze przez okre-
Slenie tych czynnikéw, jest mozliwe, na podstawie dokonanych w przeszloéci badan,
okreslenie potencjalnego rozwoju lub inaktywacji mikroorganizméw. W kazdym §ro-
dowisku znalez¢é mozna skoniczona liczbe czynnikéw wplywajacych na fizjologiczne
reakcje mikroorganizméw. Teoretycznie, ogromna liczba czynnikéw wptywajacych na
wzrost bakterii w zywnos$ci moze by¢ okreslona, tak Ze mozliwe jest uzyskanie specy-
ficznych informacji, dotyczacych charakterystyk wzrostu poszczeg6lnych mikroorga-
nizmé6w w kazdym produkcie Zzywno§ciowym. Jesli zostanie okreslona reakcja mikro-
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organizmOw na te czynniki, mozliwe bedzie przewidywanie ich zachowania w zywno-
sci. Modele wlaczaja takie czynniki, jak: temperatura, pH, aktywnos$¢ wody (a,,), za-
wartos¢ azotynu sodu czy kwasow organicznych oraz sklad atmosfery (tlenowa, mody-
fikowana czy prézniowa). Na podstawie zebranych w kontrolowanych warunkach
danych, formulowane sa zaleZno$ci matematyczne, okre$lajace wplyw i interakcje
poszczegdlnych zmiennych [10, 35].
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Rys.2. Wplyw réznych czynnikéw na wzrost mikroorganizméw w zywnosci. Zrédlo: [39].
Fig. 2.  Effect of various factors on microbial growth in food.

Pozwala to na wyjasnienie wielu zachowan mikroorganizméw w zywnosci, a
przez monitorowanie wymienionych parametr6w istnieje mozliwos$é okreslenia jakosci
produktu i jego stanu sanitarnego. Zrozumienie zachowania sie populacji drobno-
ustrojéw podczas procesu produkcyjnego i magazynowania, dzieki wykorzystaniu
odpowiednich zaleznosci matematycznych pomigdzy wzrostem drobnoustrojow, a
warunkami zewnetrznymi, umozliwia precyzyjne okre$lenie ich przezywalnosci i
wzrostu [11, 22, 26, 29, 35].

Zastosowanie modelowania matematycznego w mikrobiologii Zywno$ci nie jest
nowe. Przyktadem moze by¢ obliczanie opormosci cieplnej mikroorganizmow i czaséw
procesow cieplnego utrwalania zywnosci (pasteryzacja, sterylizacja). Prace w dziedzi-
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nie termobakteriologii zostaty zapoczatkowane juz w 1895 roku przez Russela, ktory
wyizolowal z konserwowanego groszku bakterie powodujace psucie si¢ konserw i
zaproponowatl przedluzenie czasu sterylizacji. Teoretyczne podwaliny produkcji kon-
serw tworzyl Bigelow, ktory w latach 1917 — 1921 wyznaczyt oporno$¢ cieplng prze-
trwalnikow i obliczyl niezbedne parametry sterylizacji. Dalsze prace w tej dziedzinie
byty prowadzone przez Esty’ego, Meyer’a, Ball’a i znacznie pdzniej Stumbo i dopro-
wadzily do dobrego poznania procesow cieplnego wyjatawiania, tak ze konserwy
wytwarzane przemystowo staly si¢ produktem o najmniejszym chyba prawdopodo-
bienstwie wystapienia zatrucia bakteryjnego [36]. Modele cieplnej inaktywacji mikro-
organizmoéw byly prekursorami mikrobiologii prognostyczne;.

Modelowanie matematyczne bylo i jest takze szeroko stosowane w przemysle
fermentacyjnym [11, 18].

Ponowne zainteresowanie prognozowaniem w mikrobiologii, w ostatnich latach
spowodowane bylo miedzy innymi coraz wigkszym zainteresowaniem Zywnoscia
chlodzong, jak najmniej przetworzona i precyzyjnym wyznaczaniem jej okresu trwato-
$ci, rozwojem kombinowanych metod utrwalania Zywnos$ci czy rozwojem komputery-
zacji, ale przyczyna najwazniejsza, byla potrzeba zapewnienia odpowiedniej jakosci 1
bezpieczenstwa mikrobiologicznego w produkcji zywnosci. Obecnie jest to najinten-
sywniej rozwijajaca sie subdyscyplina mikrobiologii Zzywnosci. Kierunek rozwoju tej
nowej dziedziny mikrobiologii, ustalony zostat po raz pierwszy na konferencji zorga-
nizowanej pod auspicjami Towarzystwa Mikrobiologii Przemystowej (Society for In-
dustrial Microbiology), 12-15 kwietnia 1992 roku w Tampie na Florydzie. Zgroma-
dzita ona mikrobiologdéw, technologow zywnosci, matematykow i statystykow z 15
krajow.

Zasady mikrobiologii prognostycznej

Zazwyczaj modelowanie opiera si¢ na technikach regresji liniowej i nieliniowej i
dane dotyczace wzrostu oraz parametry modelu dopasowywane sa do rownania przy
uzyciu roznych algorytméw [32]. Wszystkie modele musza by¢ upraszczane, gdyz
reprezentuja skomplikowany i1 rozbudowany kompleks biochemicznych proceséw za-
chodzacych podczas wzrostu komorki 1 nie sa w stanie przewidzie¢ wszystkich inte-
rakcji, jakie zachodza pomigdzy komoérka mikroorganizmu, a czynnikami $rodowiska
w produkcie [24]. Musza by¢ one uproszczone do rozsadnej liczby wyjsciowych para-
metroéw. Parametry te musza by¢ fatwo mierzalne podczas wzrostu (np. temperatura
czy pH) albo znane przed rozpoczg¢ciem do$wiadczenia (np. poziom NaCl, zawarto§é
biatek czy thuszczu). Model musi by¢ jednoczeénie na tyle zlozony aby dokladnie
przewidywac 1 na tyle prosty, aby by¢ uzytecznym, co sprawia, Zze zaden model nie jest
najlepszy w przypadku réznych sytuacji [7, 43].
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W 1983 roku na sympozjum Society for Applied Bacteriology komisja zloZzona z
trzydziestu ekspertdow z dziedziny mikrobiologii Zywnosci stwierdzita, ze oszacowanie
przydatno$ci do spozycia produktéw spozywczych przy zastosowaniu komputerowych
programow wzrostu bakterii ma 80% szansg¢ wykorzystania na szeroka skalg do 1993
roku, czego jednak nie osiagnigto. Od tego czasu w pracach zwiazanych z opracowy-
waniem modeli prognostycznych bierze udzial wielu naukowcow. Wiekszo$é funduszy
byla wykorzystywana na prowadzenie badan glownie w USA i Wielkiej Brytanii, a
takze w Australii i innych krajach Europy.

Modele prognostyczne moga by¢ ogblnie podzielone na :
¢ modele wzrostu mikroorganizméw,
¢ modele inaktywacji,

* modele zbiorcze.

Modele wzrostu drobnoustrojow

Drobnoustroje rozwijaja si¢ w srodowisku zgodnie z krzywa wzrostu, w ktorej po
fazie przygotowawczej, nastepuje faza wzrostu logarytmicznego, a nastgpnic faza
wzrostu stacjonarnego i ostatnia — faza zamierania. Reakcje populacji bakteryjnej okre-
$la si¢ dla potrzeb mikrobiologii prognostycznej jako zmiang czasu trwania lag fazy,
czasu generacji, czasu potrzebnego do osiagniecia danej gestosci lub jako wspodtczyn-
nik szybko$ci wlasciwej wzrostu. W ostatnich latach powstalo wiele modeli pierwot-
nych do opisu krzywych wzrostu mikroorganizméw, zaréwno w systemach modelo-
wych, jak i w zywnoS$ci. Modele te pozwolily na obiektywne wyrazenie krzywych
wzrostu w postaci wzoréw matematycznych. Szczegodlnie istotne byto wykorzystanie
roznorodnych zalezno$ci sigmoidalnych, takich jak krzywe logistyczne i Gompertz’a
[11]. Réwnanie Gompertz’a jest najczesciej uzywanym modelem pierwszorzgdowym
dla opisu wzrostu mikrobiologicznego [1].

Wzér Gompertz’a jest czteroparametrowa funkcja opisujaca asymetryczng krzywa
sigmoidalna [9]:

—B(1-M))
L =A+Cé*
gdzie:

L, — log liczby bakterii w czasie t (w godz.) [log(cfu/ml)],

A — asymptotyczny log liczby bakterii przy niecoznaczonym spadku czasu (w

przyblizeniu odpowiada log poczatkowej ilosci bakterii) [log(cfu/ml)],

C - asymptotyczna wielko$¢ wzrostu, ktéra nastgpuje przy nieoznaczonym wzro-

scie czasu (ilos¢ log cykli wzrostu) [log/(cfu/ml)],

M —czas, w ktorym absolutna szybko$¢ wzrostu jest maksymalna [h],

B — relatywna szybko§¢ wzrostu w czasie M [{log(cfu/ml)}/h].
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Cztery parametry tego wzrostu moga zosta¢ matematycznie przyrownane do cha-
rakterystyk kultur mikrobiologicznych znanych mikrobiologom:
Wyktadnicza szybko$¢ wzrostu:

u = BC/e [{log(cfu/ml))}/h]
Czas generacji:
GT = (log2)e/BC [h]
Czas trwania lag fazy:
A=M—(1/B) [h]
Maksymalna ggsto$¢ populacji:
MPD = A + C [log(cfu/ml)]

W zwiazku z tym, wzér Gompertz’a moze by¢ przeksztalcony uzywajac parame-
tréw szybko$ci wzrostu i czasu trwania lag fazy, gdzie wlasnie czas trwania lag fazy
jest niezmiernie wazny dla catego cyklu zyciowego komorki, gdyz jest to proces prze-
mian adaptacyjnych komorki bakteryjnej przystosowujacej si¢ do nowych warunkow
$rodowiska [4, 16, 45]. Wzor Gompertz’a moze by¢ stosowany we wspolpracy z od-
powiednim, przystosowanym do krzywych, oprogramowaniem (Food MicroModel czy
Pathogen Modeling Program) [25].

Sprawa znacznie trudniejsza jest prognozowanie wzrostu drobnoustrojow w rze-
czywistym produkcie zywno$ciowym, poniewaz jego dynamika zalezy od wielu
zmiennych, takich jak: charakter jakosciowy 1 ilosciowy poczatkowe) mikroflory pro-
duktu, temperatura, pH, aktywno$¢ wody, dostgpnoé¢ tlenu, poziom CO,, stgzenie
substancji konserwujacych, zawarto§¢ witamin i aminokwaséw egzogennych [38].
Dodatkowo, na kinetyke wzrostu mikroorganizméw maja wplyw: kwasowos¢, wilgot-
no$¢, dostepnos$¢ sktadnikéw odzywczych, obecno§é substancji antymikrobiologicz-
nych [9, 25].

Réznorodne modele, opracowane dla opisu wzrostu bakterii pochodzacych z
zywno$ci, moga by¢ sklasyfikowane w dwoch gléwnych grupach: modele oparte na
prawdopodobienstwie i modele kinetyczne. Wybor metody zalezy od typu branej pod
uwage bakterii i wplywu jej wzrostu na bezpieczenstwo produktu. Modele oparte na
prawdopodobiefistwie sa zwykle stosowane w przypadku bakterii przetrwalnikujacych,
szczegOlnie Clostridium botulinum, w przypadku ktdrych nawet najmniejszy wzrost
jest niebezpieczny. Modele kinetyczne opracowywano czgsciej dla nie przetrwalniku-
jacych patogenow, szczegdlnie tych ktore staja si¢ niebezpieczne dopiero po przekro-
czeniu pewnego progu wzrostu [10].



28 Danuta Kolozyn-Krajewska, Malgorzata Jalosinska-Pierkowska

Modele kinetyczne sg zalezno$ciami czasowo-temperaturowymi. Przy konstrukcji
tego typu modeli stosuje sig¢ zwykle dwa rodzaje postgpowania:

e badanie szybko$ci wzrostu mikroorganizméw co jest nastepnie wykorzystywane
do prognozowania opartego na wyktadniczym wzroscie populacji,

e dopasowywanie funkcji sigmoidalnych do obserwowanej krzywej wzrostu popula-
¢ji i modelowanie wplywu czynnikow $rodowiska na warto$¢ parametréw tej
krzywej.

W obu przypadkach konstrukcja modeli jest dokonywana przez okreslenie wzro-
stu pewnej liczby mikroorganizméw, przy poszczegéinych poziomach kombinacji
czynnikow, tak aby uzyskiwaé informacje dotyczace czasu generacji, dhugoéci lag fa-
zy, szybkosci wzrostu i maksymalne) gestosci populacji.

Wiéréd modeli kinetycznych wyrdznia sig cztery gldwne rodzaje: modele
Belehradek’a lub modele ,pierwiastka kwadratowego”, modele Arrhenius’a, modele
Davey’ego (zmodyfikowane modele Arrhenius’a), modele wielomianowe lub ,,po-
wierzchni odpowiedzi”.

Przyktadem modelu opartego na wzorze Bélehradek’a jest zalezno$§¢ Ratkow-
sky’ego okreslajaca wpltyw temperatury na wzrost mikroorganizméow [10, 11]:

(k)** =b(T - Trin)
gdzie:
k — wspoleczynnik szybkosci wzrostu mikroorganizméw,
b — wspoélczynnik estymowany (nachylenie linii regresji),
T — temperatura inkubacji [K],
Tmin — Zanotowana minimalna temperatura wzrostu [K].

Podstawa modeli Arrhenius’a stosowanych w prognostycznej mikrobiologii Zyw-
nosci jest klasyczny wzor Arrhenius’a:

Ink=InA-E/RT
gdzie (w przypadku zastosowania do wzrostu mikroorganizméw):
k — wspdlczynnik szybkosci wzrostu mikroorganizméw,
A — parametr do okre$lenia,
R —stata gazowa (8,314 J K '-mol™),
T — temperatura inkubac;ji [K],
E. — energia aktywacji.

Modelowanie wplywu temperatury przy wykorzystaniu prostego wzoru Arrhe-
nius’a jest odpowiednie tylko w zakresie temperatury wzrostu organizméw. Modyfika-
cje tego wzoru zwigzane byly z rozszerzeniem zastosowania dla niskich i wysokich
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temperatur. Powstalo wiele modeli opartych na wzorze Arrhenius’a, z ktorych najbar-
dziej znanymi sa: nie-liniowy wzor Arrheniusa-Schoolfielda i liniowy wzoér Arrheniu-
sa-Davey'a [10, 11].

Davey [13] zmodyfikowal typowy wzoér Arrhenius’a do modelowania wplywu
temperatury i aktywnosci wody na wzrost mikroorganizméw:

In(k) = Co+ C//T + Co/T* + C3 2,+C4a,,°
gdzie:
k — wspolczynnik szybkoéci wzrostu mikroorganizméw,
T — temperatura inkubacji [K],
a,, — aktywnos¢ wody,
Co, Ci, C3, C31 C4 — wspdtczynniki do wyznaczenia.

Ten sam wzor moze by¢ takze zastosowany do modelowania lacznego wptywu
temperatury i pH [14].

W przypadku bardziej skomplikowanych zalezno$ci wigkszej liczby parametréw,
stosowane sa wzory wielomianowe ("powierzchni odpowiedzi") opisujace wplyw i
interakcje zmiennych eksperymentalnych [10]. W modelach tego typu wykorzystywa-
ne sa takze znane funkcje matematyczne np. logistyczna i Gompertz'a [35].

Modele prawdopodobienstwa wzrostu mikroorganizmow oparte sa w wigkszos$ci
na zaloZeniach Hauschild'a [20], ktdry oszacowal prawdopodobiefistwo, ze pojedynczy
przetrwalnik Clostridium botulinum rozwinie sig i b¢dzie produkowal toksyny w zyw-
nosci. Zalozenie to bierze pod uwagg silny wplyw, jaki na kietkowanie przetrwalnikow
bakterii wywieraja warunki kultury bakteryjnej.

P=(nn/q)s
gdzie:
P — prawdopodobienstwo wytworzenia toksyny botulinowe;j,
n — liczba probek w grupie doswiadczalnej,
q — liczba prébek nietoksycznych,
s — liczba przetrwalnikow Clostridium botulinum w 1 probcee.

Na podstawie obliczonego prawdopodobienistwa P mozna obliczy¢ warto$¢ log
1/P, odpowiadajaca logarytmowi liczby przetrwalnikéw niezbgdnych do wytworzenia
w produkcie toksyny botulinowe;.

W wielu doS§wiadczeniach badano wplyw i interakcje szeregu zmiennych na
prawdopodobienstwo kietkowania i wzrostu Clostridium botulinum [17, 28, 42]. Do
modelowania indywidualnego udzialu zmiennych, wykorzystano réznorodne formy
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analizy regresji, dostarczajace szeregu wzoroéw matematycznych, ktére moga stuzy¢ do
przewidywania zachowan bakterii w zywnosci.

Przyktadowym modelem opisujacym zalezno$¢ wplywu temperatury, wielkosci
inoculum 1 stgzenia solanki w gotowanym migsie indyka jest model sformutowany
przez Geonigeorgisa i wsp. [10]:

log LP = 0.625 + 6.71 (1/T ) + 0.0005 (IT) - 0.033(T) + 0.102(B) - 0.102 (1)
gdzie:

LP - czas lag fazy do toksynogenezy [dni],

T — temperatura [K],

I - wielkoéé inokulum [cm’],

B — stgzenie solanki [%].

Inny model zostal sporzadzony dla czasu i relatywnej szybkosci kietkowania [44]:

Py =P, /(1+e) "
gdzie:
P, — prawdopodobienstwo wzrostu w czasie t,
T — czas [dni],
Prax — maksymalne prawdopodobienstwo po catkowitym czasie przechowywania,
k — stata szybko$é [dni],
T — czas do punktu $rodkowego funkcji — Py, /2 [dni].

Modele inaktywacji drobnoustrojow

Proces cieplnej inaktywacji drobnoustrojow zostat do§¢ dobrze poznany i opisa-
ny, takze w postaci modeli matematycznych. Niszczenie populacji komérek pod
wplywem wysokiej temperatury jest procesem uzaleznionym od czasu ogrzewania. W
czasie dziatania stalej, letalnej temperatury nastgpuje ich obumieranie, w duzym zakre-

sie wediug prawidet reakcji pierwszego rzgdu, zaproponowanej juz w 1908 roku przez
Chick’a [33]:

Y
dt

gdzie:

N — liczba komoérek przezywajacych ogrzewanie w czasie t,

k — wspoélczynnik proporcjonalnosci,

-dN/dt — szybkos$¢ inaktywacji.

Oznacza to, ze w jednakowych jednostkach czasu inaktywacji ulega ta sama czg&¢
pozostatych przy zyciu komoérek. Nazywane jest to zwykle logarytmicznym porzad-
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kiem obumierania [37]. Na tych zaloZeniach oparte sa modele cieplnej inaktywacji
mikroorganizméw [26].

Ze wzglgdu na wzrost produkcji zywnoS$ci pasteryzowanej, potrzebne sa badania
w celu zrozumienia biochemii tego procesu i stworzenia odpowiednich modeli de-
strukcji cieplnej mikroorganizméw, w tym szczegdlnie patogendw [46].

Obok stosunkowo duzej liczby opracowan dotyczacych modeli cieplnej inakty-
wacji mikroorganizméw, istnieja, choé¢ w zdecydowanej mniejszosci, modele zwiazane
z inaktywacja nietermiczng. Dotycza one np. wptywu pH, aktywno$ci wody czy obec-
nosci §rodkdw antymikrobiologicznych [10], np. model inaktywacji Listeria monocy-
togenes w srodowisku o pH < 5,3 nastawionym za pomoca HCI:

t,p= m(pH - pHo)

gdzie:
tep— czas osiagnigcia ,,4-D” (10%) inaktywaciji,
m— nachylenie linii regresji,
pHo — pH natychmiastowej inaktywacji otrzymane przez ekstrapolacje linii regre-

sjidlat=0.
W cytowanej pracy otrzymano wartosci: m = 197,3 i pH, = 2,67.

Modele zbiorcze i programy komputerowe

Przedstawione powyzej rodzaje modelowania nie obejmuja catoédci zjawisk. Zda-
rza si¢ bowiem, ze na przykltad mikroorganizmy zaczynaja si¢ rozwijaé po krotkiej lag
fazie. W innych przypadkach moga zgina¢ lub przechodza przedhuzony okres przygo-
towawczy, ewentualnie powodujacy wzrost, ale po poczatkowym spadku liczby komo-
rek. W takim przypadku zaprezentowane powyzej rodzaje modeli, nie przedstawia
prawdziwej populacji. W mikrobiologii Zywnosci duze znaczenie maja modele zbior-
cze, zawierajace trzy rodzaje dynamiki populacji (tj wzrost, przezywalnos¢ i $mierc
drobnoustrojow).

Przykiadem takiego modelu jest model Jones’a i wsp., [23] dla Yersinia entero-
colitica. Danymi wyj$ciowymi do opracowania tego ostatniego modelu byt cykl zycia
mikroorganizmow, ktory moze byé podzielony na dwie fazy:

I — organizméw niedojrzatych, nie zdolnych do podziatu,

C — komorek dojrzatych.

Szybkos¢ zmian catkowitej populacji mikroorganizméw zostata przedstawiona w
postaci wzoru:

%?ucca) =, (1) + c(t)or
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gdzie:
N(t) - catkowita populacja drobnoustrojow w czasie t,
uc — funkcja szybkosci $mierci komoérek dojrzatych,
W — funkcja szybkosci $mierci komoérek niedojrzatych,
o — szybko$¢ podziatu komérek,
C(t) — liczba komorek dojrzatych w czasie t,
I(t) — liczba komorek niedojrzalych w czasie t.

Natomiast Griffiths i Phillips [19] przewidywali okres trwatoéci mleka pastery-
zowanego w roznych, stalych temperaturach przechowywania przy zastosowaniu row-
nania pierwiastka kwadratowego.

Szeroko zakrojone prace nad tego typu modelami zostaly podjete m.in. w Wiel-
kiej Brytanii [23, 41]. Przeprowadzono badania nad konstrukcja modeli matematycz-
nych dla bakterii patogennych: Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Bacillus subti-
lis, Campylobacter spp., Clostridium botulinum, Escherichia coli, Listeria monocyto-
genes, Salmonella spp., Staphylococcus aureus i Yersinia enterocolitica. Prowadzone
przez wiele oSrodkow w Wielkiej Brytanii prace doprowadzity do skonstruowania
modeli, ktoére postuzyly do napisania programu komputerowego "Food Micro Model".
Pozwala on na natychmiastowe okre$lenie stanu mikrobiologicznego (w zakresie po-
wyzej wymienionych gatunkéw drobnoustrojéw chorobotworczych) produktow w
zaleznosci od srodowiska i warunkéw przechowywania. Rozwazanymi parametrami
sq: temperatura przechowywania, stgzenie soli, pH, aktywno$¢ wody, zawarto$¢ kwasu
mlekowego, CO,, zawartos¢ azotynu sodu lub innych konserwantow.

Innym znanym modelem jest ,,Pathogen Modeling Program”, skonstruowany w
USA. Zawiera on modele wzrostu 8 bakterii patogennych, modele czasu trwania lag
fazy (Clostridium botulinum) oraz modele inaktywacji i przezywalnosci podczas prze-
chowywania (Listeria monocytogenes, Salmonella spp., i Staphylococcus aureus)..

Oba komputerowe modele umozliwiaja przewidywanie np. bezpiecznego okresu
przydatnosci do spozycia, przez okreslenie gatunkow bakterii, ktore zostana zinakty-
wowane, przetrwaja lub bgda sig rozwija¢ w znanych warunkach.

Natomiast w 1998 roku zesp6t Wijtzes’a [44] stworzyl system decyzyjny wspie-
rajacy projektowanie produkcji zywnosci (Food Design Support System - FDSS). Po-
zwala on na symulacj¢ produkcji Zywnoéci, przy czym brane sa pod uwagg rozne pa-
rametry (pH, temperatura, a,, sktad atmosfery), mikroorganizmy, procesy (z kilkoma
»wbudowanymi” operacjami jednostkowymi np. mieszaniem czy obrobka cieplng) oraz
lancuchy dystrybucji.
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Prognozowanie okresu przydatnosci do spozycia

Modele prognostyczne mozna wykorzystaé do obliczania czasu przydatnosci do
spozycia roznych produktoéw, zaré6wno nowych jak i o zmodyfikowanej technologii
oraz tradycyjnych, gwarantujac im lepsze i bezpieczniejsze wykorzystanie. Powszech-
nym problemem jest na przyklad wlasciwe oszacowanie czasu przydatnosci do spozy-
cia zywnosci, ktdra czgsto jest przechowywana w sklepie przez dtuzszy czas i okreSle-
nie odpowiednich warunkéw przechowywania, gwarantujacych jej bezpieczenstwo
zdrowotne [31].

Pierwsze modele przechowalnicze dotyczyly kontroli psucia si¢ ryb. Badania byty
przeprowadzone w stacji badawczej Torry w Wielkiej Brytani i zakonczyly si¢ opubli-
kowaniem w roku 1964 modelu, okre$lajacego wpltyw dzialania temperatury na szyb-
kosé psucia si¢ ryb. Badania te byly nastgpnie kontynuowane przez Olle’a w CSIRO i
Nixona z Nowozelandzkiej Komisji Przetworstwa Rybnego w 1973 roku, ktoérzy wy-
kazali podobiefnstwo zalezno$ci wielu proceséw psucia (wlaczajac wzrost bakterii) od
temperatury. To z kolei pozwolito Daudowi i wsp. w 1978 roku skonstruowa¢ model
zepsucia kurczakow [35].

W celu umozliwienia przewidywania okresu trwato$ci, nalezy skonstruowaé hub
zastosowac istniejacy model wzrostu, jak na przyktad wymieniony juz wczesniej mo-
del Gompertz’a, Arrheniusa czy pierwiastka kwadratowego, w zaleznosci od tego,
jakie parametry wzrostu brane sa pod uwagg (czas trwania lag fazy, wspolczynnik
szybkoéci wzrostu czy czas generacji). Nast¢pnie trzeba dopasowaé model do wia-
snych danych, najcze$ciej zebranych przy zastosowaniu tradycyjnych metod mikro-
biologicznych np. metody posiewu ptytkowego, mierzenia ggstoSci populacji itp. Sa to
tzw. ,.challenge test” czyli szacowanie okresu trwatosci produktu w tych samych wa-
runkach, jakie panuja podczas dystrybucji czy przechowywania, na podstawie liczby
mikroorganizmow wyznaczajacych poziom akceptowalny lub zepsucia. Jesli nast¢puja
jakjes zmiany w procesie technologicznym produktu, testy sa powtarzane. Poza tym sa
one dosy¢ drogie i zajmuja duzo czasu. Nie daja tez szczegdtowej informacji na temat
wptywu kontrolowanych parametréw na wzrost mikroorganizméw. Jak do tej pory
jednak, modele prognostyczne nie zastapily catkowicie ,,challenge test”, lecz sa stoso-
wane rownolegle [2, 12, 41].

Model musi uwzglgdnia¢ mierzone Srodowiskowe wskazniki wzrostu (pH, tempe-
raturg, a, itp.), sa to tzw. zmienne modelu. Przez ekstrapolacje mozna prognozowaé
wzrost w warunkach, ktore nie byly pierwotnie badane [34). Praktycznie, najczgsciej
uzywane sg modele z jedng lub dwiema zmiennymi, chociaz stosuje si¢ tez modele
wieloparametrowe, nazywane modelami powierzchni odpowiedzi.

Modelujac okres trwalosci, bierze si¢ gtéwnie pod uwagg wzrost mikroorgani-
zmOw oraz zmiany sensoryczne np. uwzgledniajac technik¢ analizy ryzyka Weibull’a
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(metoda graficzna, nazywana roéwniez procedurg maksymalnego prawdopodobien-
stwa), natomiast, jak do tej pory, w modelowaniu nie uwzglegdnia si¢ chemicznej de-
gradacji sktadnikéw odzywczych np. oksydacji lipidow [6].

Przy prognozowaniu okresu trwaloéci napotyka sig na wiele probleméw. Jednym
z nich jest poczatkowy poziom zakazenia produktu. Od niego zalezy bowiem w duzym
stopniu okres przydatnosci do spozycia, a najcze$ciej nie jest on kontrolowany w ruty-
nowych badaniach. Przy prognozowaniu bierze si¢ wigc pod uwagg maksymalny, po-
czatkowy poziom zanieczyszczenia badanego produktu, ktéry moze byé dalej wyko-
rzystany w analizie ryzyka i przy wyznaczaniu krytycznych punktéw kontrolnych w
systemie HACCP}Z?] Nastgpnym problemem jest koficowa liczba mikroorganizmow,
ktora wyznacza koniec okresu przydatnosci do spozycia. W przypadku wielu produk-
tow jest to zakazenie na poziomie 10°~107 kom./g, spowodowane najczgsciej wzrostem
mikroflory saprofityczne;j.

Jednakze, w wielu produktach liczba mikroorganizméw nie moze by¢ wskazni-
kiem zepsucia. W takich przypadkach, psucie sig produktu spowodowane wzrostem
mikroorganizmow moze by¢ lepiej oszacowane przy zastosowaniu innych indykato-
row, na przyklad zmian jakosci sensorycznej. Je§li w produkcie istnieje prawdopodo-
bienstwo obecnosci patogenu produkujacego toksyny, za koniec okresu trwatosci
przyjmuje sig czas krotszy niz czas potrzebny do wyprodukowania toksyny [3].

Zazwyczaj okres trwato$ci wyznaczony przy uzyciu metod mikrobiologii progno-
stycznej jest nieco krotszy, niz rzeczywisty. Jest to wlasnie ten margines bezpieczen-
stwa, ktory uwzgledniajg wszystkie modele prognostyczne.

Modele matematyczne moga by¢ takze zastosowane w celu przewidywania
wplywu réznych kombinacji czasowo-temperaturowych, jakie zachodza podczas pro-

dukcji, przechowywania i dystrybucji, na czas trwania okresu przydatno$ci do spozycia
[30].

Wady modeli prognostycznych

Gléwnym zastrzezeniem zglaszanym do modeli prognostycznych jest fakt
uwzgledniania zbyt matej liczby czynnikéw decydujacych o rozwoju, przezywalnosci
lub inaktywacji mikroorganizméw. Z drugiej strony nalezy jednak ograniczac¢ liczbg
determinantow, gdyz uwzglednienie zbyt duzej ich liczby bardzo skomplikowaloby, a
moze wrgez uniemozliwito modelowanie. Nalezy unikaé sytuacji gdy modele stang sig
za skomplikowane i co za tym idzie trudne do wykorzystania.

Drugim powaznym zastrzezeniem w stosunku do mikrobiologii prognostycznej
jest zastosowanie pozywek mikrobiologicznych (najczeSciej ptynnych) w celu uzyska-
nia danych do konstrukcji modelu oraz stosowanie czystych kultur mikroorganizmoéw,
co oznacza brak mikroflory konkurencyjnej. Opracowane w ten sposoéb modele s na-
stepnie ,,dopasowywane” do danych na podstawie ktoérych zdsta{y skonstruowane. W



ZALOZENIA, ZASADY I PRZYSZEOSC PROGNOZOWANIA MIKROBIOLOGICZNEGO 35

zwiazku z tym zdarza sig, ze brak jest zadowalajacej walidacji do wynikéw innych
badan szczegodlnie konkretnych produktow zywnosciowych.

Zastrzezenia budzi takze fakt, Ze modele tworzone sa gtownie w przypadku mi-
kroflory patogennej, a'tylko niewielka ich liczby dotyczy zepsucia produktow. Wiaze
si¢ z tym takze brak modeli dla grup drobnoustrojow np. ogolnej liczby drozdzy i ple-
$ni, ogdlnej liczby psychrotrofow itp. ’

MozliwoSci zastosowania i przyszlo$¢ mikrobiologii prognostycznej

Wsrod: mozliwosci zastosowania mikrobiologicznych modeli prognostycznych

wymieni¢ nalezy: \

e przewidywanie okresu przydatnosci do spozycia,

e prognozowanie bezpieczefistwa mikrobiologicznego produktdw przy zmianie skta-
du lub technologii produkcji,

e obiektywna oceng konsekwencji ewentualnych niezgodnosci w procesie produk-
cyjnym i przechowywaniu Zywnosci,

e baze dla tworzenia przewodnikow, norm, kryteriow,

e wyznaczanie limitéw krytycznych parametrow w krytycznych punktach kontrol-
nych w systemie HACCP,

¢ narzedzie edukacyjne dla pracownikéw przemyshu i handlu.

Mowiac o przysziosci mikrobiologii prognostycznej nalezy zwrdcié uwage na ko-
niecznos$¢ wspolpracy migdzynarodowej, ktora, przez poroOwnanie i zestawienie wyni-
kéw, umozliwi uzyskanie bardziej wszechstronnych i lepiej dopasowanych modeli.
Umozliwi to takze powstanie zunifikowanego systemu modeli, mozliwych do wyko-
rzystania w migdzynarodowym handlu i legislacji.

Przewiduje si¢ powstawanie modeli zbiorczych do prognozowania wzrostu, prze-
zywalnosci 1 inaktywacji drobnoustrojow patogennych w celu zapobiegania zatruciom
i zakazeniom pokarmowym, a takze konstruowanie modeli ,,zepsucia” produktow
zywnosciowych. W tym drugim przypadku istnieje konieczno$¢ potaczenia i okresle-
nia zalezno$ci migdzy wzrostem mikroorganizméw i ich aktywnoscia a wplywem
drobnoustrojow na zmiany sensoryczne produktow.

Mikrobiologia prognostyczna staje si¢ samodzielna dyscypling naukowa wyrosta
z mikrobiologii Zywnosci, o wiasnych prawach i jeszcze nie do konca przewidzianej
przysztosci. Przyszty rozwoj modelowania prognostycznego bedzie zalezat od innych
nauk i dyscyplin, giownie matematyki, statystyki, programowania komputerowego,
inZynierii stosowanej, fizjologii mikroorganizméw, a takze od stosowanych oprogra-
mowan 1 zastosowania systemow eksperckich.

Przewiduje si¢ wzrost mozliwo§ci zastosowania modeli prognostycznych przez
przemyst spozywczy. Mikrobiologia prognostyczna moze sta¢ si¢ bardzo istotnym
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narzedziem w projektowaniu nowych wyrob6éw, pozwalajac na oszacowanie potencjal-

"nych zagrozen i zaproponowanie metod utrwalenia, a takze okreslenie mozliwosci i
warunkdw przechowywania. Prognozowanie mikrobiologiczne umozliwi efektywne
zaplanowanie procesu technologicznego w celu uzyskania produktu bezpiecznego pod
wzglgdem mikrobiologicznym. Modele matematyczne znajda takze zastosowanie w
systemach zapewnienia jakoS$ci (glownie bezpieczefistwa) w ,,biznesie” zywnosciowym
(np. HACCP, GMP, GHP), na wszystkich etapach procesu wytwarzania, od momentu
produkcji surowcoéw, przez ich przetwarzanie, do momentu dystrybucji i konsumpcji
gotowych wyrobdow.
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ASSUMPTIONS, PRINCIPLES AND FUTURE OF PREDICTIVE FOOD MICROBIOLOGY

{

Main principles of mathematical modelling in food microbiology were presented in the paper. Exam-
ples of predictive models of growth, inactivation and survival of microorganisms were discussed. Attitude
towards microbiological model limitations and realistic possibilities of their practical application was
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