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salt in the rice, growth and cereulide production might still occur locally, while according 
to calculations it should not be possible. There are also differences observed between 
cereulide production in liquid media or on solid medium (32). As well, the cultures do 
not necessarily have to reach 109 cells before reaching stationary phase, since this level 
in the stationary phase might be lower due to nutrient limitations in the food product. 
Many factors affect the final level of microorganisms able to produce cereulide, and the 
growth phase allowing cereulide production might be different for different species. Our 
results do however show that for the investigated strain cereulide is produced in the 
stationary phase. If this holds for the other strains as well, it may be assumed that it 
is very unlikely that actively growing cultures are able to produce cereulide in a food 
product, and that foods will be showing signs of spoilage before B. cereus cultures have 
reached stationary phase. This in turn would mean that the presence of cereulide in foods 
does indicate serious abuse of the food product, since bacterial cells need temperatures 
higher than refrigerator temperatures to multiply, and they need considerable time to 
reach stationary phase and at least 10 hours should have passed once reaching stationary 
phase before cereulide production starts. These conditions do usually not occur in foods 
produced using good hygienic practices and with HACCP in place. The reported cases are 
indeed often related to catering events for large groups (11, 29), where food is prepared at 
least one day before consumption, warmed and presented au-bain-marie for prolonged 
times. Prevention of emetic toxin food poisoning outbreaks should therefore focus on 
good hygienic practices for food caterers, and the current maximum level of 105 cells of B. 
cereus per gram food product could still be adhered to in order to consider a product to 
be safe, especially since many strains of B. cereus can also cause toxico-infections.

Conclusions and future perspectives
The results described in this thesis provide insight into the ability of gamma models 
to describe microbial behaviour in food products, and into the possibility of B. cereus 
F4810/72 to produce cereulide in aw altered broth. The selection criteria for single 
hurdle models proposed in this thesis can be used for future validation of the gamma 
hypothesis. The use of criteria is considered the best way forward for objective testing 
of the hypothesis without driving model creation due to the use of non-optimal models. 
Consequently, literature data used for validation of the gamma hypothesis can be retested 
using the criteria for model selection and if necessary other model combinations. This 
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might be useful for food industries and food safety professionals in government and 
academia, since knowledge of occurrence of synergy can contribute to the management 
of food safety. It would also be interesting to repeat the gamma hypothesis validation 
study with equal test conditions but another microorganism, to test if the set criteria for 
model selection do also apply for those cases. Additionally, the effect of inoculation levels 
on the gamma hypothesis can be investigated, since low inoculation levels, as occuring in 
foods, might show different behaviour towards applied hurdles, which might in turn affect 
the conclusion about the validity of the hypothesis. Also the development of new models 
which are better able to describe for example the phenomenon of cliff edges should be 
considered. The selection or development of models describing real life situations will 
prevent that fail-dangerous predictions about microbial growth and resulting product 
safety are made. The use of a cereulide standard for quantification puproses will allow 
making risk assessments with less uncertainty on the presence of cereulide in a food 
product and about the toxic dose. Together with the knowledge about the time to onset 
of cereulide production this can be used to more specifically target measures to prevent 
cereulide production in food and to evaluate the current criteria for presence of B. cereus 
in food products.
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Summary

Consumers expect safe food within the given shelf life. To ensure food stability and safety, 
several growth limiting factors, referred to as hurdles, are used. When a combination of 
hurdles is used, generally, the intensity of the hurdles may be lower compared to the 
intensity of those hurdles when used individually to achieve the same effect. There are 
two opposite views of how antimicrobial factors combine; there are interactive effects 
between hurdles (synergy), or there are combined effects which are multiplicative (gamma 
hypothesis). For food safety management, it is important to understand if combinations 
are synergistic or not, to avoid making fail-dangerous or overly fail-safe predictions. 
Therefore, one aim of this PhD project was to validate the gamma hypothesis for specific 
combinations of hurdles commonly used in food production. Since the relationship 
between growth and toxin production of B. cereus is little understood, a second aim was 
to investigate the production of emetic toxin in more detail. Several new lines of research 
were set-up to deliver on these aims.
 To test the gamma hypothesis, large data sets regarding the effects of individual 
and combined hurdles on the maximum specific growth rate (µmax) had to be established. 
Chapter 2 of this thesis therefore provides an overview and comparison of methods 
which can be used for quick and reliable generation of growth data and estimation of 
growth parameters. The plate count method was compared to two optical density (OD)
methods, namely, the 2-fold dilution (2FD) method and the relative rate to detection (RRD) 
method. The plate count method and both OD-methods gave comparable estimates and 
µmax-values derived by the 2FD method and by the RRD method were of the same order 
of magnitude. Some marked differences between the two OD-approaches were apparent 
as well, since the 2FD method allowed for the derivation of values for lag time (λ) from 
the data, and this was not possible with the RRD method. However, the RRD method 
gave many more data points per experiment and in particular also gave more data points 
close to the growth boundary. It was shown that all three proposed methods can be used 
for parameter estimation, but that the RRD method was best to use for the validation/
falsification of the gamma hypothesis. 
 The use of the 2FD method revealed an increase in λ at near growth boundary 
conditions. Little insight exists in the processes occurring in the cell during the lag phase 
and specifically it is unclear which parameters are responsible for the start of the growth 
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phase. Chapter 3 therefore studied the physiological parameters in B. cereus cells upon 
exposure to near-growth-boundary acid stress and identified markers for the transition 
between lag phase and growth, using fluorescent probes combined with flow cytometry. 
Determination of cell counts and optical density revealed lag phases of 1, 2 and 5 h, in 
cultures shifted to pH 7, pH 5.3 (set with lactic acid) and pH 4.9 (set with sulfuric acid), 
respectively. ATP levels were constant during the lag phase and increased after the onset 
of growth, while the percentage of PI-stained cells and cells with a significant membrane 
potential decreased during the lag phase. The activity of the electron transfer chain 
and esterases were generally low during the lag phase and increased after the onset 
of growth, which allows for assessment of transition between lag phase and growth 
phase. Our results showed that, independent of the duration of the lag phase, the same 
processes in the cells could be observed under different growth conditions.
 Chapters 4 and 5 tested the validity of the gamma hypothesis for combinations 
of pH and undissociated acid and for combinations of pH and water activity (aw) lowering 
solutes. The undissociated acids tested were acetic acid, lactic acid, propionic acid 
and formic acid, and the aw lowering solutes tested were sodium chloride, potassium 
chloride and glucose. Models describing the effect of the hurdles on µmax were selected 
from literature and fitted to the experimental data. Based on a predefined set of criteria 
the best model was selected, which was the model of Rosso et al. for pH dependency 
and the model of Luong et al. for undissociated acid and aw lowering solute. The pre-set 
criteria were: 1) the mean square error value for the model fit should be below 0.01, 
ensuring a high level of fit; 2) the standard deviations for individual model parameters 
should be smaller than the parameter estimates themselves, since standard deviations 
higher than the respective parameter estimates indicate large variation, and 3) the model 
parameters should preferably have biological meaning or at least be interpretable. The 
gamma model was found to have good predictive performance for combinations of 
pH and undissociated acids, and the performance was less when a synergy factor was 
included in the model. For combinations of pH and aw lowering solutes, however, neither 
the gamma model nor one of the synergy models had a good predictive performance. 
The gamma hypothesis could therefore not be validated nor rejected in the latter case. 
It is considered important to define pre-set criteria before commencing experimentation 
for model validation/falsification, since such a systematic approach is required to be 
confident in the correctness of the individual components of the combined (synergy) 
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models. When non-optimal models to describe single hurdle effects are combined into a 
gamma model, this might drive creation of synergy models. In effect poorer performance 
of the individual hurdles would be accepted, resulting in a bias towards synergy factor 
models. 
 The B. cereus strain used in this research was an emetic toxin producing strain. 
However, the emetic toxin cereulide was not commercially available at the onset of the 
work, which effects the accurate quantification of this compound since to that point the 
structurally similar compound valinomycin was the only available alternative to make 
calibration curves. Chapter 6 describes a new chemical synthesis route for cereulide 
production, which makes sufficient amounts of the appropriate reference material 
available to deploy as a standard for accurate cereulide quantification by LC-MS, as done 
in Chapter 7. The new synthesis route consisted of 10 steps and had an overall yield of 
28.5 %; an improvement compared to the yield of synthesis routes used by others before. 
The synthetic cereulide showed biological activity towards boar semen and HEp2-cells. 
Recovery experiments undertaken with acetonitrile on cereulide-spiked foods showed 
recovery rates close to 100 % over a wide concentration range. Using this new cereulide 
avoids the use of valinomycin, which underestimates the cereulide content by 10%. The 
effect of addition of salt on growth and cereulide production was determined in BHI using 
the cereulide standard. From the data obtained it was concluded that the time to onset of 
cereulide production was dependent on the growth parameters μmax and λ of the culture. 
Cereulide production was found to start at least 10 hours after the culture had reached 
stationary phase. For the tested strain of emetic B. cereus, thus, cereulide production 
seemed not to be related to the level of cells.
 In conclusion, the RRD method and the criteria for model selection as proposed 
can be used for future validation of the gamma hypothesis. The gamma hypothesis could 
not be validated nor rejected for all combinations evaluated here, but the criteria for 
model selection can be used to re-test available data from literature with other test 
organisms, other hurdle combinations and other models. The use of a cereulide standard 
contributes to food safety since it will allow making good assessments regarding the level 
of cereulide present in food products. Knowledge about the processes in the cell during 
lag phase and initiating the onset of growth can play an important role in the prevention 
of outgrowth and subsequent cereulide production, and the information gathered in this 
thesis in this regard may support further studies.
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Samenvatting

Consumenten verwachten dat voedsel veilig is totdat het de houdbaarheidsdatum 
heeft bereikt. Om er voor te zorgen dat er geen micro-organismen in het product gaan 
groeien of groei voldoende te beperken, worden groeilimiterende factoren gebruikt, 
zogenaamde ‘horden’. In plaats van één factor kan ook een combinatie van factoren 
worden gebruikt, wat bijvoorbeeld kan resulteren in het gebruik van lagere concentraties 
toevoegingen (additieven). Er zijn twee opvattingen over de werking van combinaties van 
factoren. De eerste aanname is dat er interactie optreedt tussen de factoren (synergie), 
en de andere hypothese is dat er geen interactie is en dat het effect van de factoren een 
vermenigvuldiging van de enkelvoudige effecten is (gammahypothese). In dit proefschrift 
is de gammahypothese nader bestudeerd voor het toxineproducerende micro-organisme 
Bacillus cereus F4810/72. Tevens is het effect van zout als additief op de toxineproductie 
onderzocht.
 Voor dit onderzoek waren veel gegevens (data) nodig over het effect van 
additieven op de groeisnelheid (µmax) van het micro-organisme. Hoofdstuk 2 van dit 
proefschrift geeft een overzicht en vergelijking van methoden die gebruikt kunnen 
worden om snel en betrouwbaar groeidata te kunnen genereren. De uitplaatmethode 
is vergeleken met twee methoden gebaseerd op metingen van de optische dichtheid 
(OD) van het groeimedium; de tweevoudige verdunnings (2FD) methode en de relatieve 
snelheid tot detectie (RRD) methode. De uitplaatmethode geeft vergelijkbare resultaten 
met beide OD-methoden en de schattingen van de µmax-waarden van de 2FD-methode en 
de RRD methode hebben dezelfde ordegrootte. Verschillen tussen beide OD-methoden 
zijn dat bij de 2FD-methode zowel µmax als de lagfase (λ) worden geschat en bij de RRD-
methode alleen µmax, en dat de RRD-methode meer datapunten geeft en vooral ook meer 
datapunten rond de groeigrens. Dit onderzoek toont aan dat alle drie de methoden 
gebruikt kunnen worden om datapunten te verkrijgen, maar dat voor het testen van de 
gammahypothese het beste gebruik kan worden gemaakt van de RRD-methode.
 Het gebruik van de 2FD-methode liet zien dat de lagfase toeneemt wanneer B. 
cereus gekweekt wordt vlakbij zijn groeigrens. De processen die zich afspelen in de cel 
tijdens de lagfase en die er voor zorgen dat B. cereus uiteindelijk gaat groeien waren 
tot dusver onbekend. Hoofdstuk 3 bestudeert de processen in de cellen wanneer ze 
worden blootgesteld aan zuurstress in niveaus vlakbij de groeigrens en identificeert 
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welke veranderingen in processen kunnen aantonen of cellen zich in de lagfase of in de 
groeifase bevinden. De processen in de cel zijn bestudeerd met fluorescente labels en 
"flow cytometry". De toevoeging van melkzuur tot een pH van 5.3 en de toevoeging van 
zwavelzuur tot een pH van 4.9 resulteerde in een toename van de lagfase tot respectievelijk 
2 uur en 5 uur, ten opzichte van de cellen die bij neutrale pH (pH 7) waren gekweekt 
en een lagfase van 1 uur hadden. Het ATP-niveau in de cultuur was constant tijdens de 
lagfase en nam toe tijdens de groeifase, terwijl het percentage cellen met een beschadigd 
celmembraan afnam tijdens de lagfase. De activiteit van de elektronenoverdrachtsketen 
en esterases was constant tijdens de lagfase en nam toe tijdens de groeifase, waardoor 
deze processen gebruikt kunnen worden om te bepalen in welke fase cellen zich bevinden. 
Onze resultaten laten zien dat, onafhankelijk van het soort zuur dat wordt gebruikt en de 
lengte van de lagfase, dezelfde processen in de cellen kunnen worden waargenomen. 
 Hoofdstuk 4 en 5 beschrijven het testen van de gammahypothese voor 
combinaties van pH en ongedissocieerd zuur en combinaties van pH en wateractiviteit 
(aw) verlagende stoffen. De ongedissocieerde zuren die zijn getest zijn azijnzuur, 
melkzuur, propionzuur en mierenzuur en de aw verlagende stoffen die getest zijn, zijn 
natriumchloride (keukenzout), kaliumchloride en glucose. Wiskundige modellen die het 
effect van de additieven op de groeisnelheid van micro-organismen beschrijven, zijn 
verzameld uit de literatuur en gefit op de experimentele data. Op basis van vastgestelde 
selectiecriteria is het beste model gekozen; het model ontwikkeld door Rosso voor het 
pH-effect en het model ontwikkeld door Luong voor de effecten van ongedissocieerd 
zuur en aw-verlagende stoffen. De criteria waren: 1) de gemiddelde kwadratensom moet 
kleiner zijn dan 0.01 om te kunnen spreken van een goede fit; 2) de standaardafwijkingen 
voor elke parameterschatting moeten kleiner zijn dan de schatting zelf, omdat 
afwijkingen groter dan de schatting duiden op grote variaties van de parameter. Verder 
heeft de parameter bij voorkeur biologische betekenis. Bij het testen van combinaties 
van pH-effecten en ongedissocieerde zuureffecten bleek dat het gammamodel goede 
voorspellingen gaf van het gecombineerde effect en dat modellen met een synergiefactor 
minder goede voorspellingen gaven. Zowel het gammamodel als beide synergiemodellen 
waren niet in staat het effect van combinaties van pH effecten en aw-verlagende stoffen 
op de groei snelheid van B. cereus te voorspellen. In dit geval kon de gammahypothese 
dus niet bevestigd worden, maar ook niet worden afgewezen. Dit bewijst tevens dat het 
belangrijk is om van tevoren criteria vast te stellen om modellen te selecteren voor het 
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testen van de hypothese, omdat anders de kans bestaat dat er modellen gekozen worden 
die het effect van één of meer van de afzonderlijke additieven niet goed beschrijven. Het 
selecteren van een niet-optimaal model voor het additief kan er anders toe leiden dat 
er synergiemodellen gecreëerd gaan worden, terwijl er geen sprake is van synergie. Het 
gebruik van andere modellen had andere conclusies opgeleverd. 
 De B. cereus stam die gebruikt is in dit onderzoek produceert een toxine, 
genaamd cereulide. Dit toxine kon niet als zuivere stof worden gekocht, wat betekent dat 
er geen kalibratiegrafieken konden worden gemaakt om de productie van cereulide door 
B. cereus onder allerlei omstandigheden te kunnen kwantificeren. Vaak wordt daarom 
valinomycine, een stof die veel lijkt op cereulide, gebruikt voor de kalibratiegrafieken. 
Hoofdstuk 6 beschrijft een nieuwe chemische synthesestrategie, die resulteerde in een 
zuivere stof die gebruikt kan worden voor het maken van kalibratiegrafieken. De synthese 
bestaat uit 10 stappen en levert een opbrengst op van 28 procent. Het bleek dat het 
synthetische cereulide biologisch actief was, aangezien varkenssperma of HEp2-cellen  
erdoor beschadigd werden. Het gebruik van valinomycine voor kalibratiegrafieken, 
in plaats van synthetisch cereulide, zorgt voor een overschatting van 10 procent, in 
geschatte hoeveelheid cereulide uit een monster met onbekende hoeveelheid. Het 
effect van zout op groei en cereulideproductie is beschreven in hoofdstuk 7. Uit deze 
resultaten kan worden geconcludeerd dat het moment waarop een bacteriecultuur 
cereulide gaat produceren, afhangt van de groeisnelheid en de duur van de lagfase. 
Ongeveer 10 uur nadat de cultuur zijn stationaire fase heeft bereikt, start de productie en 
de cereulideproductie lijkt niet proportioneel ten opzichte van het aantal cellen.
 Er kan worden geconcludeerd dat de RRD methode en de criteria die zijn 
opgesteld voor de selectie van de modellen kunnen worden gebruikt voor het testen 
van de gammahypothese. De gammahypothese kon niet worden bevestigd of worden 
verworpen, maar de voorgestelde criteria kunnen worden gebruikt om literatuurdata 
waar de hypothese ook werd getest opnieuw te testen met, indien van toepassing, betere 
modellen. Het bestaan van cereulide met bekende concentratie maakt het mogelijk om 
cereulide in voedsel beter te kunnen kwantificeren, wat bijdraagt aan de voedselveiligheid 
doordat er betere risicoanalyses kunnen worden gemaakt. De kennis over de processen 
in de cel tijdens de lagfase en transitie naar de groeifase kan een belangrijke rol gaan 
spelen bij het voorkomen van groei van het micro-organisme en achtereenvolgens de 
cereulideproductie.
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