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De beslissende rol van endosporen van bacterién in de strategie
van de bescherming van de consument tegen microbiéle risico’s
van het levensmiddeienpakket eens en thans

D.A.A, Mossel, Leerstoel Medische Levensmiddelenmicrobioclogie,

Faculteit Diergenceskunde, Rijksuniversiteit Utrecht

van oudsher heeft de mens er behoefte aan gshad ziijn voedings-
middelen te beschermen tegen bedreigingen van micrcbiéle aard.
Dit betrof zowel risico's voor zijn gezondheid, voedselvergif-
tiging en voedselbesmetting, als cok verliezen voortviceiende
ult microbieel bederf, die in tijden van schaarste bijzonder
ernstige gevolgen keonden hebben. De geveolgde strategie was dik-
wijls primitief, en daardoor weinig effectief. In feite duurde
het tot de eerste helft van deze ecuw voordat een systeem tot
ontwikkeling kwam dat de consument werkeliijk afdoende bescherm-—
de.

Dit systeem berust op een preventieve aanpak, waarbiij het
kwaad wordt bestreden vd&r het optreedt. Dat geschiedt dan door
middel wvan het vastleggen van voorschriften voor de bewerking,
fabrikage en distributlie wvan voedingsmiddelen, de intussen al-
gemeen bekende 'Good Manufacturing and Distribution Practices’,
afgekort tot GMP. Eé&n van de kardinale onderdelen van GMP is
wat in de Angelsaksische literatuur werdt aangeduid als 'Pro-
cessing for safety', waarvoor de Nederlandse term 'beveiligende
bewerking' wordt voorgesteld. Bij dergelijke fabricageprocessen
worden fysische of chemische behandelingen toegepast met een
dusdanig microbicide effect dat, bij de erop volgende bewaring

en distributie overeenkomstig de daarvoor van toepassing zijn-
de voorschriften, produkten de consument bereiken in een uit-
stekende microbiclogische conditie. Beveiligende bewerkingen
van dit type kunnen berusten op verhitting, microbiéle.verzu-

ring of behandeling met icniserende straling.

Van dergelijke behandelingen is verhitting £&n der oudste;

inzicht in het microbicide effect van de vele, sterk uiteen-



iopende thermische behandelingen van voedingsmiddelen is eerst
sedert de periode 1920 - 1950 verworven. Bij het naderen van de
jaren tachtig zijn voor het exact-analyseren van microbenleta-
liteit indrukwekkende computerprogramma's ontwikkeld (Ross,
1977). Niettemin is het beginsel hiervan verbluffend simpel.
Uitgaande van de in gebruikelijke grondstoffen voorkomende
hoogste aantallen kolonievormende eenheden (kve) en de moge—
lijkheden tot vermeerdering in het eindprodukt kij het strikt
volgen van GMP wordt de vereiste brutoletaliteit berekend. De
enige parameter die hierbij nog problemen biedt, is de mate van
zekerheid dat gegeven aantallen overlevende micro-organismen
geen risico van enige betekenis inhouden, de 'gevaar-schatting'
('Risk Analysis'). Maar ook hierveoor zijn recent in de praktijk
bruikbare modellen uitgewerkt {(Mossel & Drion, 1979).

Vertaling van vereiste letaliteit in tijd~temperatuurcombi-~
naties van verhitting berust uiteraard op de intrinsieke ther-
moresistentie van de betrokken grcep micro-organismen. De term
intrinsiek betekent in dit wverband dat de thermoresistentie
sterk beinvloedende parameters van het voedingsmiddel dat ver-
hit wordt, met name pH, a_ en karakter van de opgeloste stoffen
die de a, beinvlceden, ziijn geélimineerd. Dit geschiedt met
vrucht deor thermoresistentie uit te drukken in de tijd-tempera-
tuurcombinatie die bij a = 0,98 - 1,00 en pH = 6,6 — 7,0 het
aantal kve met n logarithmische cycli reduceert. Als regel va-
rieert n wvan 6 tot 12, afhankelijk van de omvang van het risico
dat een gegeven micro-organisme met zich meebrengt (Mossel &
Drion, 1979). Deze benadering wordt gekenmerkt dcor het grote
voordeel dat de aard van de overlevingscurve de berekening van

de vereiste letaliteit niet beinvliced:t (Mossel & de Groot, 1965).

In tabel 1 zijn de intrinsieke thermoresgistentiewaarden van
de belangrijkste groepen, in rauwe voedingsmiddelen min of meer
frequent voorkomende micro-organismen verzameld. De daaruit
naar voren komende verschillen zijn encrm. Aan het ene uiterste
treft men bij niet-fermentatieve Gram-negatieve staafvormige
bacteri&n een waarde van 20 s bij 60 OC; het andere uiterste
vormen de zogenaamde thermofiele sporevormers met thermoresisten-
tiewaarden van 80 min bij 120 °c. pit hetekent dat er sprake is

o]

van een tijdsfactor van 240 bij een temperatuurstijging van 60 “cC.
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Tabel 1. Indeling van micro-organismen op grond van hun thermoresistentie.

Organismen

Schimmels

CGisten

Niet-sporevormende
bacterién

Sporen met thermo—
resistentie van de
klassze:
1. laag

2. middelmatig

3. hoog

4. zeer hoog

Maximale letale combinatie
voor 109-107 kolonievormen-—
de eerheden, bij pH = 6,8 +
0,2 en a_ = 0,99 + 0,01

Temperatuur Tijd
(ec) {min)
65 30
80 1
90 10
110 30
120 2
115 10
120 4
120 45

Types of stammen die
deze verhitting over-
leven, doch niet de
daarop volgende

Byssochlamys Lypes
Penicillium types
Aspergilius types

Alcaligenes tolerans
Streptococcus faecalis
en verwante bacterién

Corynebacterium
Microbacterium
specied

Sporen van de groepen
1-4 hieronder

Clostridium botulinum
type E

Bacillus macerans types
Bacillus megaterium
types

Bacillus myceides types
Sporen van de groepen
2-4 hieronder

clostridium botulinum
types A en B
Enkele Bacililus typen
Sporen van de groepen
3-4 hisronder

Bacillus stearothermo-
philus

Clostridium nigrificans
Clostridium sporogenes
types

Speren van de groep 4

Clostridium thermo-
saccharolyticum

Om een meer op de praktijk gerichte indruk van deze verschillen

te krijgen stelle men zich eens voor welk een onderscheid ge-

noende warmtebehandelingen zouden inhouden met betrekking tot

behoud van voedingswaarde en organoleptische aantrekkelijkheid
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van een degeven voedingsmiddel.

Een nadere bestudering van de gegevens in tabel 1 leert dat
het wvoornaamste breekpunt ligt bij het al of niet vormen van
endosporen. Dit geldt voornamelijk voor a&robe en anaérobe
Bacillaceae, maar eveneens voor schimmels en in geringere mate
voor gisten (Put et al., 1%77). Het is daarom wellicht zinvol
zich te realiseren hoe ouns voedselpakket er zou uitzien, indien
andogsporulering niet bestond. Uiteraard is dit, in pragmatische
zin, even zinlcos als het filosoferen over de verrukkelijke
maatschappi] die zou ontstaan, wanneer de mens niet zou zondi-
gen tegen religiéuze of ethische grondregels. Ter illustratie
van het belang van het verschijnsel endosporulatie in voedingsg-
wetenschappelijke zin is het gencemde romantiseren wel verhel-
derend en derhalve nuttig.

Indien endeosporen niet zouden bestaan zou een verhitting van
voedingsmiddelen met een neutrale pH gedurende enkele minuten
op een temperatuur van ongeveer 80 °C deze even effectief ap-
pertiseren (Goresline et al., 1964) als voedingsmiddelen met
een pH beneden 4,5 (Mossel et al., 1973, 1974). Wanneer een
dergelijk proces op melk zou worden toegepast, zou men ecen vrij-
wel vers produkt, in organcleptische zin, verkrijgen met een
onbeperkte houdbaarheid in microbkiologische zin. Zou het ver-
schijnsel endosporulering niet bestaan, dan zou de geschetste
warmtebehandeling van vleeswaren in de darm deze zeer lang houd-
baar maken, ook bij kamertemperétuur en zonder de ncodzaak de
produkten sterk te zouten of zonder toevoeging van het niet-
onbedenkelijke nitriet (Preusmann et al., 1977).

Wanneer het genus Byssochlamys niet begiftigd zou zijn met
het vermogen tot ascosporenvorming, zouden in glas verpakte,
door middel wvan hitte verxduurzaamde aardbeien dezelfde struc-
tuur kunnen hebben als het geblancheerde, bevroren produkt, in
plaats wvan de totaal gedenatureerde waar die men in werkelijk-
heid moet fabriceren. De bestraling van gebraden roast heef
zou tenslotte kunnen leiden tot een ook bij tropische tempera-
turen houdbaar, in thermostabiele foelie verpakt produkt, ware
het dat endosporen bij clostridia en bacilli niet bestonden
(Mossel, 1977a).

Het moge dan zijn dat de Heer in %Zijn wijsheid endosporen



van allerlei aard schiep; Hij heeft ons niet ongewapend gelaten
tegen deze, ons hedonistisch geluk verstorende structuren. Want
Hij zond ook Zijn Hellige Geest, die ons verlichtte om alleriei
oplossingen te vinden teneinde de consument te beschermen tegen
zijn gezondheid bedreigende of zijn voedsel bedervende spore-
vormende organismen zonder daarbii de betrokken voedingsmidde-
len ten gevolge van de kehandeling voedingsfysiologisch waarde-
locos of erg onaantrekkelijk te maken. Met name de blikconserven-—
industrie heeft enorme vorderingen gemaakt met betrekking tot
die tak van microbiclogle die thermchacteriologie wordt genoemd.
Dit betreft niet alleen het vaststellen van de aard van de af-
stervingscurve (Cerf, 1977), maar ock het boeiende aspect van
de sublethale beschadiging van verhitte sporen, tot uitdrukking
komende in ‘'dormancy' (Gould, 1977}, en de molecglair—micro—
biolegische grondslagen van het overwinnen hiervan (Bradshaw
et al., 1977). Het is echter teleurstellend te moeten consta-
teren dat ondanks deze indrukwekkende vorderingen, van een war-
kalijk beheersen van de sporevorming no¢ steeds geen sprake is.
Met name Tyndall's geniale principe om voedingsmiddelen te ste-
riliseren door gesynchroniseerde sporekieming en een daarop vol-
gende pasteurisatie is ncg niet met succes in praktijk gebracht.
Het is ongetwijfeld een immense taak om met dezelfde zekexr-
heid als de gebruikelijke fantoomdoding van <Clostridium botu-
linum volledig beheerste ontkieming van endosporen te bereiken.
Niettemin hebben bijdragen aan dit symposium getoond dat de
vereiste cytologische en colloYdchemische basiskennis aanwezig
is., Voorts beschikken wij cver voldoende, uitstekend uitgeruste
laboratoria en — stellig nog belangrijker — over gemotiveerde,
bekwame onderzoekers. In beginsel is het dus mogelijk een ge-
programmeerde kieming te bereiken, daarmede de uitschakeling
van het fenomeen endospcor als 'het ideaal verstorende' ver-
schijnsel na te streven en de boven geschetste eszsentiéle ver-
anderingen van eénkele belangrijke elementen van het veedsel-
pakket aan de horizon te zien. Het is van het allergrcotste
belang dat microbiclecog en produktdeskundige in teamverband
deze uitdaging aanvaarden. Want alle ideologieén kennen als
€én der voornaamste idealen vergroting en verbetering van de

voorziening van de medemens met deugdelijk voedsel,



De bacteriespore

H. Stegeman, Instituut voor Toepassing van Atoomenergie in de

Landbouw, Wageningen

INLEIDING

Bacterlén vermenigvuldigen zich dcor deling; bhij de geslachten
Bacillus en Clostridium kan de cel zich tevens binnen enkele

uren differentifren tot een speore die alle eigenschappen van een
ruststadium vertoont en die gekenmerkt wordt door een grote re-
sistentie tegen hitte, droogte, straling en chemicalién waarcnder
desinfectantia. Bacteriesporen, ock wel endosporen genoemd van-
wege hun vorming in de cel, zijn in staat gedurende vele Jjaren
hun rusttoestand of dormancy in stand te houden, maar kunnen even-
eens binnen enkele minuten tot ontkieming covergaan en weer uit-
groeien tot een normale vegetatieve cel. Bacteriesporen differen-
tidren onder cgenschijnlijk gunstige omstandigheden echter niet
zonder meer tot actief groeiende en delende cellen; eerst dient
decor activering de dormancy verbroken te werden, bijvoorbeeld
door een korte subletale hittebehandeling.

Bacteariesporen zijn microscopisch waarneembaar. De grootte
varieert van 0,5-3 wm bij 0,5-1,3 um. Onder de gewone lichtmicros-
coop kunnen de sporen beter zichtbaar gemaakt worden door ze onder
verwarming te kleuren met malachietgroen. Zonder kleuring zijn
ze zeer goad waarneembaar onder de fasecontrastmicroscoop als
sterk lichtbrekende ronde tot ovale lichamen.

De ligging van de spore in de staafvormige cel kan een bijdra-
ge leveren tot de determinatie. Men onderscheidt centrale sporen,
indien ze in het midden van de cel zijn gelegen (C.perfringens),
subterminale sporen, indien ze zich nabij een der uiteinden van
de cel bevinden (B.subtilis) en terminale sporen, indien ze ge-
heel 2zijn gelegen aan een uiteinde van de cel (C.tetani). Bij
het geslacht cleostridiuh zijn de cellen gewconlijk opgezwollen
als gevolg van de aanwezigheld van sporen met een grotere dia-

meter dan die van de vegetatieve cellen. De inwendige structuur




van sporen kan alleen met behulp van de elektronenmicroscoop

vastgesteld worden.
DE STRUCTUUR VAN EEN BACTERIESPCRE

In figuur 1 wordt een schematisch overzicht gegeven van de lnterne
structuur van gen typische bacteriespore. De protoplast, ook wel
core gencemd, bevat de veoor een bacterie normale cytoplasmabe-
standdelen, zoals DNA, RNA, ribosomen, mescsomen en het meren-—
deel van de spore-enzymén, en wordt docr twee specifieke spore-
lagen omgeven, namelijk de binnenste laag, de cortex, die een rol
speelt bij de handhaving van de hitteresistentie en de ceoat die
de vorm en de stevigheid aan de spore geeft en samen met het
exosporium de spore tegen de werking wvan enzymen en chemicalién
beschermt. De protoplast wordt van de cortex gescheiden door het
plasmamembraan en de kiemcelwand (Gould & Hurst, 1969 Warth,
1978a) .

Het excsporium is zeer dun en heeft een regelmatige kristal-
structuur. Deze kan zeer los om de spore heen zitten (fig.2) of
zo dicht tegen de sporecoat aan dat het nauwelijks waarneembaar
is., Bij Bacillus subtilis vormt het exosporium zelfs &&n geheel
met de sporeccat. Daardoor dacht men vroeger dat deze sporen geen
exosporium bezaten. Niet alle sporen bezitten een exosporium.

Het eiwitgehalte van het exosporium is zeer hoog. De functie van

exosporium

buitenste coat
binnenste coat
cortex
kiemcelwand
plasmamembraan

kernmateriaal

protoplast

Fig. 1. Schematisch overzicht van de structuur van een bacteriesgpore.



Fig. 2. Elektronenmicroscopische opname van B. cereus. C = core; FM =
plasmamembraan; KCW = kiemcelwand; CTX = cortex; IC = binnenste spore-
coat; OC = bultenste sporecoat; EX = exosporium.

het exosporium is op het ogenblik nog niet duidelijk. Men neemt
wel aan dat het de spore een extra bescherming geeft tegen de
werking van enzymen en chemicali&n, maar hiervoor bestaan geen
directe aanwijzingen.

De coat of sporewand is dgelaagd (fig.3) en kan soms onderver-
deeld worden in een binnenste en buitenste gedeelte. De coat
geeft het karakteristieke uiterlijk aan de spore. Zij heeft een
vezelachtige structuvur. (fig.4). Bij B. subtilus en B. coagulans
zijn de vezels regelmatig gerangschikt; bij B. cereus zijn de
vezels veel korter en komen in kleine pakketijes voor. De coat
maakt 30 to 60% van het drooggewicht van de spore uit en bestaat
voor 80% uit eiwit. Het eiwit van de coat is rijk aan glycine,
lysine, asparaginezuur, glutaminezuur en niet-polaire aminczuren,
vooral het cysteinegehalte is bijzonder hoog. Deze samenstelling

wijst erop dat de aanwezlige polypeptiden gemakkelijk zowel intra-



Fig. 3. C., sporogenes
Dring et al., 1876.

Fig. 4, Freeze etching van B. coagulans die de vezelachtige structuur

van de buitenste laag van ée sporeccat laat zien. Bron: Dring et al,,
1976,




en intermoleculaire hydrofobe bindingen als intramoleculaire zwa-—
velbruggen en ionparen kunnen vormen. De eigenschappen van de
coateiwitten komen covereen met die van het nageleiwit keratine.
De coat geeft de vorm en de stevigheid aan de spore, en draagt
bij tot de resistentie van de spore tegen chemicalién en enzy-
men.

De cortex neemt ongeveer de helft van het sporevolume in
(fig.5). De cortex bestaat voor 90% uit peptidoglycan, een poly-
meer dat als een fibrillair netwerk de protoplast cmhult. Dit
netwerk bestaat uit parallele ketens van twee elkaar afwisselende
suikerachtige vérbindingen glucosamine en muraminezuur. Deze ke-
tens hebben dwarsverbindingen in de vorm van korte peptidebruggen
tussen de muraminezuurmoleculen (fig.6). De bouw kemt in meer of

mindere mate overeen met het peptidoglycan in de celwand van ve-

Fig. 5. Freeze etching van B. cereus. Zichtbaar is het exosporium, de diepte
van de sporeccat en het gladde oppervlak van de cortex. Bron: Dring et al.,
i976. .
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va—

— NAG NAM NAG NAM NAG NAM NAG
| lactam
L-Ala T.~-Ala
D-Glu
DAP D—?la
D-Ala ———— DAP

D-?lu

Fig. 6. Schematische weergave van de structuur van het spore-peptido-
| glycan. NAG = N-acetylglucosamine; MAM = N-acetylmuraminezuur; L-aAla =
L~alanine; D-Glu = D-glutaminezuur; DAP = mesc-diaminopimeelzuur.

getatieve cellen; alleen het sporepeptidecglycan bezit veel minder
dwarsverbinden, zodat het elastischer is en niet zoals bij vege-
tatieve cellen als stevigheidselement kan functiéneren. Men neemt
aan dat de cortex zorgdraagt voor de handhaving van het lage wa-
tergehalte in de ingesloten protoplast.

De protoplast, waaruit zich tijdens de kieming, een normale
hacteriecel ontwikkelt, neemt 30 tot 40% van het sporevolume in
en bestaat hoofdzakelijk uit eiwitten en nucleinezuren (50-60%,
m m_l), dipicolinezuur {308 m m_I} en metalen (6-9% m m_l). Het
watergehalte is zeer laag en bedraagt waarschiinlijk circa 10 ”
van het drooggewicht. Men heeft geen eszentiéle verschillen wat
betreft samenstelling en eigenschappen kunnen waarnemen tussen
de eiwitten en nucleinezuren uit de sporeprotoplast en de over-
eenkomstige verbindingen uit het cytoplasma van de vegetatieve
moedercel. De protoplast van B.subtilis bevat een enkel volledig
genoom, maar er zijn aanwijzingen dat de protoplasten van andere
bacteriesoorten meerdere genomen kunnen bevatten. De protoplast
bevat in grote hoeveelheden dipicolinezuur (DPAR), een pyridine
met op de 2~ en 6~ plaats een carboxylgroep (fig.7). Deze ver-
binding, die uniek is voor bacteriesporen, is in alle aZrobe en
anagrobe sporen aanwezig, maar komt niet voor bij vegetatieve
cellen en bij de meeste andere micro-organismen. DPA is meestal
in equinolaire verhoudinyg met calcium in de spore aanwszig, Het
DPA-gehalte varieert van 5 tot 15% wvan het drcoggewicht van de
spore en het calciumgehalte van 1 tot 3%. Vroeger dacht men dat

de hitteresistentie van sporen gekenmerkt werd door een hoog
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HOOC COOH rig. 7. Dipicolinezuur (DPA).

DPA-gehalte, maar tegenwoordig wordt DPA een rol toebedacht bij
de handhaving van de sporedormancy en bij de ontkieming.

De protoplast wordt door het plasmamembraam cmsloten. Dit is
eaen lipoproteine membraan dat de permeabiliteit regelt. De proto-
plast is permeabel voor water en kleine in vet oplosbare mole-
culen. Men neemt aan dat de grote stabiliteit van dit membraam
in de spore ontleend wordt aan het hoge calciumgehalte. Tijdens
de ontkieming is het plasmamembraan betrokken bij de synthese
van materiaal voor de vegetatieve celwand.

De kiemcelwand ontwikkelt zich tijdens de ontkieming van de

spore tot de celwand van de dan gevormde vegetatieve cel.
SPOREVCORMING

Morfologie

Tn figuur 8 wordt een schematisch overzicht gegeven van de morfo-
logische wveranderingen die kenmerkend ziin voor de verschillende
sporuleringsstadia. Het hele sporuleringsproces kan binnen acht
uur plaatsvinden. De eserste stadia worden wel opgevat als een ge-
modificeerde celdeling.

Aan het einde van de groei bevat de vegetatieve cel twee chro-
mosomen {stadium nul) . n plaats van door €en symmetrische in-
stulping van het cytoplasmamembraan twee dochtercellen te vormen,
zoals bij de binaire deling van bacterién gebruikelijk is, gaan
de twee chromosomen zich samenvoegen en ontstaat er een axiale
draad van chromatine in het midden van de cel (stadium I). Deze
draad is waarschijnlijk via membraanorganellen, de zogenaamde
mesomen, met het cytoplasmamembraan verbonden. Vervolgens split-
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Fig. 8. Schematisch overzicht van de opeenvolgende stadia
in de sporulering.

sen de chromosomen zich en begeven ze zich naar het uiteinde van
de cel. Onder control van een mesoom wordt gelijktijdig door een
asymmetrische instulping van het cytoplasmamembraan een septum
gevormd (stadium IIa) en wordt de prespore, waarin zich een vol-
ledig genoom bevindt, van de rest van de cel afscheiden (stadium
IIb) en doocr de vegetatieve moedercel ingesloten (stadium IIIa).
Hierdoor wordt dé,prespore door twee membramen cmhuld; het bui-
tenste membraan zit dus als het ware binnenstebuiten. Een vol-
ledig ingesloten prespore wordt een voorspore genoemd {stadium
IIIb). In tegenstelling tot de prespore hangt de voorspore voor
zijn voeding %olledig van de in de moedercel aanwezige verbindin-
gen af. Tussen het binnenste en buitenste voorsporemembraan wordt
de cortex en de kiemcelwand gesynthetiseerd (stadium IV; £ig.8).
Aan de buitenzijde van het bultenste voorsporemembraahn ontstaat
de coat {stadium V; fig.8)}, wat gepaard gaat met het resistent
worden van de voorspore tegen enzymen en chemicalién. Tijdens het
rijpings—- of maturatiestadium ontstaat de resistentie teden hitte
en straling (stadium VI). Na een gedeeltelijk of volledige lysis

van de moedercel komt de spore vrij te liggen {(stadium VII).
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rnductie

De vorming van een endospore in een bacteriecel wordt geinduceerd
door het cpraken van &&n of meerdere nutri&nten in het medium.
Dit kan een koolstof-, stikstofbron of micrenutriént zijn. Toch
kan men niet zeggen dat de inductie tot sporevorming uitsluitend
het gevclg is van ongunstige milieu-omstandigheden. Vaak wvindt

er een betere sporulering plaats in een medium dat rijk is aan
aminozuren. Tijdens de sporulering worden er hogere eisen aan de
pH, de temperatuur en het zuurstofgehalte gesteld dan voor de
vegetatieve verﬁeerdering nocdzakelijk is. aA&rcbe sporevormende
bacterién hebben tijdens dit proces een grotere behoefte aan
mangaan en hebben een sterkere beluchting nodig, terwijl anaérobe
sporevormende bacterién juist gevoeliger voor zuurstof zijn dan
tijdens de groeil.

De biochemische processen die met de sporulering in verband
staan, worden gereguleerd deoor genen of operon-achtige groepen
van genen (opercn = complex van genen op het DNA die de omzetting
van een bepaald substraat codrdineert). De sporulering hegint aan
het einde van de logaritmische groeifase en aan het einde van een
celdeling. Men neemt aan dat tijdens de groei deze sporegenen ge-~
blokkeerd zijn en dat, wanneer aan het begin van de stationaire
groeifase de groeil vertraagd wordt doordat de nutrienten in het
medium uitgeput raken, deze genen gedeblokkeerd worden. Aan de
hand van mutanten heeft men statistisch berekend dat er waar-
schijnlijk 42 operons bij de sporevorming van Bacillius subtilis
betrokken zijn (Hoch, 1976). Hieruit blijkt duidelijk hoe inge-
wikkeld het sporuleringsproces ls. Br zijn aanwijzingen dat de
inductie tot sporevorming alleen mogelijk is tijdens de replica-

tie van het DNA-molekuul (Piggot & Coote, 1976, Young, 1978},
Commitment

Tijdens de beginstadia kan de inductie tot sporulering cpgeheven
worden door de sporulerende cellen naar een vers medium over te
brengen of door het toevoegen van nutriénten. Het sporulerings-
proces is reversibel zolang de prespore nog niet volledig door

twee membransn omgeven wordt en daardocr zelf nutriénten uit het
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medium kan opnemen (stadium IIIa) (Cooney et al., 1977). Het ver-
vangen van de opgeraakte nutriénten heeft tot gevolg dat de syn-
these van celwandmateriaal in het sporeseptum meogelijk wordt en
daardoor zowel de prespore als de vegetatieve moedercel weer 1in
staat zijn zich tot normale cellen te ontwikkelen die elk tot
celdeling kunnen overgaan. Na de vorming van de voorspore is het
moment bereikt dat het sporuleringsproces niet meer onderbroken
kan worden. Dit bepaalde moment wordt wel aangeduid met de term

"commitment' {(Szulmajster, 1973).
Endotrofe sporulering

Een vegetatieve cel kan een spore vormen zonder nutriénten uit
het medium op te nemen. Deze endotrofe sporulering kan plaats-
vinden, wanneer men vegetatieve cellen die zich dan het einde van
de groeifase bevinden uit het medium haalt, zorgvuldig wast en
suspendeert in water of in een bufferoplossing. Aangenomen wordt
dat de voor de synthese van de spore bencdigde componenten ge-
deeltelijk al in de moedercel vocrhanden zijn en gedeeltelijk
vrijgemaakt worden door degradatie van celbestanddelen die de
meedercel niet meer nodig heeft. Sommige Bacillus-socrten synthe-
tiseren aan het einde van de groeifase intracellulaire reserve-
stoffen in de vorm van polysacchariden en vetten en gebruiken

deze stoffen in de beginstadia van de sporulering.
Microcyclische sporulering

Een hacteriespore kan wanneer er te weinig nutrienten in zijn
omgeving aanwezig zijn om een gewone cel te vormen onmiddelliijk
na de ontkleming opnieuw een spore gaan vormen zeonder zich eerst
te delen. Volgens Keynan et al. (1976) is dit alleen mogelijk,
indien de sporeprotoplast twee chromosomen bezit. Sporen die
slechts over &&n chromoscom beschikken, zoals het geval is bij
B.subtilis dienen eerst via een celdeling hun kernmateriaal te
verdubbelen.
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ONTXIEMING EN UITGROET

Onder gunstige omstandigheden kan een spore zich weer tot een
actief groeiende vegetatieve cel ontwikkelen. Hierbij zijn drie
ocpeenvolgende stadia te onderscheiden: activering, ontkieming en
uitgroei. Deze drie stadia verschillen in fundamenteel opzicht
van elkaar. %i]) worden door verschillende factoren geinduceerd,
door verschillende remstoffen geblokkeerd en gaan met verschil-
lende scorten biochemigche reacties gepaard. Activering is een
proces dat als regel reversibel is en dat tot gevolg heeft dat

de spore gemakkelijker gaat ontkiemen. Ontkieming 18 een irrever-
sibel proces dat gekenmerkt wordt door een serie afbraakreacties,
waarbij sporespecifieke verbindingen in grote hoeveelheden wrij-
komen uit de spore en waarbij de kenmerkende spore-eigenschappen
verloren gaan. Uitgroei is een proces van groei en differentiatie
dat veooral gepaard gaat met de synthese van nieuwe macromoleculen
en dat uit de entkiemde spore een nieuwe vegetatieve cel doet

ontstaan.

Activering

Bacteriesporen ontkiemen niet zonder meer onder gunstige omstan-—
digheden als gevolyg van de dormancy of rusttoestand waarin zij
verkeren. Deze dormancy ontwikkélt zich tijdens de sporulering
in het maturatie- of rijpingsstadium en zc wordt voorkomen dat
pasgavormde sporen voortijdig ontkiemen onder omstandigheden die
ongunstig zouden zijn voor ultgroei en celdeling. Individuele
verschillen in dormancy doen sporen op uiteenlopende tijdstippen
ontkiemen, zodat de overlevingskansen worden gespreid.

De dormancy kan doorbroken worden door activering. Geactiveer-
de sporen zijn niet langer dormant, maar behouden de andere be-
langrijke en kenmerkende spore-eigenschappen, zoals de buitenge-
woon -grote resistentie tegen hitte, de slechte kleurbaarheid en
de sterkere lichtbreking. Sporen kunnen geactiveerd worden door
subletale verhitting, lage pH (1,0-1,5), reducerende en oxyde-
rende stoffen, en CaDPA (Keynan & Evenchik, 1969). Een activering
die van nature in een spore wordt teweeggebracht, wordt veroor-
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zaakt door veroudering. Veroudering is een in de tiid voort-
schrijdend proces dat ulteindelijk zelfsz kan leiden tot een spon-
tane ontkieming. Van bovengenocemde methoden wordt hitte-active-
ring het meest tocegepast.

Activering van sporen is vooral van belang bij het tellen,
omdat hierdoor de mate en/of de snelheid van ontkieming vergroot
kan worden. Het vaststellen van de juiste activeringscondities
wordt echter bemoeilijkt, omdat hierbi] zowel de soort of soms
zelfs de stam als de voorgeschiedenis en de ouderdom van de spore-
populatie een rol spelen. Activering is meestal een reversibel
proces,. Hitte—activering kan bijvoorbeeld tenietgedaan worden
door de geactiveerde sporen te bewaren bij temperaturen beneden
het ontkiemingsminimum.

Op welk mechanisme activering van sporen berust is nog niet
duidelijk. Men veronderstelt dat activering sameghangt met ver—
anderingen in de configuratie van spore-macromoleculen en dat
dientengevelge de ontkieming gemakkelljker geinitieerd kan wor-
den (Keynan & Evenchik, 18¢8}.

Ontkieming

Het ontkiemingsproces speelt zich geheel af binnen de sporecoat.
Men kan echter de ontkieming waarnemen, docrdat de sporen Jgemak-
kelijker kleurstoffen gaan opnemen, het hoge refractievermogen
verdwijnt waardoor de sporen onder een fasecontrastmicroscoop
donker worden, en de extinctie van een sporesuspensie afneemt,
De ontkieming kan vrij gemakkelijk gefnitieerd worden door
het toevoegen van bepaalde verbindingen, zelfs in een milieu waar
geen voedingsstoffen aanwezig zijn, zoals in water. Geactiveerde
sporen ontkiemen na initi2ring binnen een tijdsduur van een paar
seconden tot enkele minuten. Als initiators kunnen functioneren
nutridten (bepaalde aminozuren, suikers, nucleosiden), stoffen
die niet gemetaboliseerd worden (ionen, chelaten, oppervlakte-
actieve stoffen) en enzymen (Gould, 1970a). Daarnaast kan de
ontkieming met fysische methoden teweeggebracht worden, bijvoor-
beeld door sporen onder een hoge hydrostatische druk te brengen
(Murrell & wills, 1977) of door ze te schudden met glasparels
{Lewis et al., 1960). In tegenstelling tot de andere initiators
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hebben nutriénten de neiging meer scort- of soms zelfs stamspeci-
fiek te zijn. Glucose en L-alanine zijn het meest universeel en
worden daardoor ock het meest toegepast. De sffectiviteit van de
initiators kan dikwijls verbeterd worden door gebruik te maken
van combinaties en door een vocrafgaande activering.

Het ontkiemingsmechanisme is nog niet opgehelderd. Recente
waarnemingen maken het echter aannemeliik te veronderstellen dat
de ontkiemingsinitiator kleine veranderingen in bepaalde mole-
culen {receptor-moleculen) in het plasmamenbraan aanbrengt, waar-
docr de permeabilitelt verandert (Keynan, 1978). Hierdoor kan
door een ultwisseling van icnen en organische zuren de core water
opnemen, z2cdat de aanwezige enzymen van een latente in een actieve
toestand kunnen overgaan. Tijdens de ontkieming worden geen nieuwe
enzymen of andere celbestanddelen gesynthetiseerd. Remmers van de
eiwit~ of nucleinezuurzynthese zoals chlooramfenicol en actinomy-
cine D hebben dus geen effect op de ontkieming.

De geactiveerde enzymen beginnen met de afbraak van de cortex,
de core-eiwitten en een gedeelte van de sporecoat. Als gevolg
hiervan komen in grote hoeveelheden sporespecifieke gubstanties,
zoals fragmenten van het gehvdrolyseerde peptidoglycan uit de
cortex en Ca-’ en DPA uit de core vrij. Tijdens de ontkieming
scheidt de spore 30% van haar droge-stofgewicht uit in het medium,
De veranderingen in de sporestructuur gaan gepaard ondermeer met
het verlies aan resistentie tegen hitte, straling en chemische
stoffen.

Ditgroei

Indien de ontkieming plaatsvindt in water, zonder nutriénten,

zal de ontkiemde spore zich niet verder ontwikkelen. Wanneer each-
ter de voor de groei noodzakelijke nutriénten worden toegevoegd,
ook &l geschiedt dit enkele dagen later, dan zwelt de ontkiemde
spore, de nucleinezuur- en eiwitsynthese komt op gang, en op een
gegeven moment komt uit de spore de nieuwe cel tevoorschijn, die
zich verder deoor celstrekking tot een normale vegetatieve cel
ontwikkelt (fig. 9). Onder optimale omstandigheden ontwikkelt

een ontkiemde spore zich binnen 100 minuten tot een nieuwe vege-
tatieve cel. Wanneer onveldoende nutri&nten aanwezig zijn, kan
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Fig. 9. Uitgroei van de spore van B. polymyxa. Zichtbaar zijn de
laterale wijze van naar buiten komen, de verlenging en het begin
van celdeling van de nieuwe vegetatieve cel, samen met het afwerpen
van de sporecoat. Bron: Dring et al., 1976.

Fig, 10. Verschillende wijzen van het naar
buiten komen wvan de nieuwe vegetatieve cel
1 2 3 4 tijdens het stadium van uitgroei.

de uitgroeiende cel meteen opnieuw tot sporevorming overgaan
(microcyclische sporulering) dan wel een cyste-achtige cel vor-
men (Keynan, 1973).

De zwelling van de ontkiemde spore die het gevolg is van wa-
teropname door de sporeprotoplast, doet het sporeveolume gemiddeld
met een factor 2 & 3 toenemen. De gezwollen protoplast blijft nog
binnen het sporeomhulsel totdat de celwand zich in voldoende mate
ontwikkeld heeft en bescherming kan bieden tegen osmotische druk-
ken, hetgeen meestal halverwege het uitgrceiproces het geval is.
De cel kan, zoals in figuur 10 schematisch is weergegeven, op
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verschillende manieren nzar buiten treden: 1. polair (Bacillus
cereus), 2. lateraal door splijting van de sporecoat (B. subtiiis)
3. lateraal zonder splijting (B. lichenirformis) 4. door abscorptie
van de sporecoat (B. megaterium).

Biochemisch kan men de uitgroei volgen aan de hand van de
RNA-, de eiwit— en de DNA-synthese. De ademhaling en het energie-
metabolisme starten tegelijkertijd met de ontkieming. De RNA-
synthese begint bij B. cerevus onder optimale omstandigheden 2,5
minuut na het initigren van de ontkieming, de eiwit-synthese na
4 minuten en de DNA-synthese pas na 120 minuten, vlak voor de
eerste celdeling (Hanson et al. 1570).

In de sporeprotoplast van gen dormante spore zijn de voor een
bacteriecel essentiéle cytoplasmabestanddelen aanwezig;
alleen m—-BNA ontbreeckt. De ribosomen zijn niet functioneel; zij
worden tijdens het ontkiemingsproces tegelijkertijd met de enzy=-
men voor de ademhaling en de eiwitsynthese geactiveerd, zodat na
de ontkieming een intact systeem voor de eiwitsynthese naast die
voor de nucleinezuursynthese voorhanden is.

Door de afbraak van gpore-RNA kowmen tijdens de ontkieming
nuclectiden vrij en door de afbraak van core-eiwitten aminozuren.
Deze worden opnieuw benut tijdens de uitgroei voor de nucleine-
zuur—- en eiwitsynthese {(Settlow, 1977). Daardoor kan direkt na
de ontkieming de synthese van m—-RNA aanvangen, spoedig gevolgd
door eiwitsynthese.

Er zijn aanwijzingen dat de fegulatieve processen die de ont-
kiemde spore doet uitgroeien tot een normale vegetatieve cel,
zich afspelen op het niveau van de transcriptie van RNA (Keynan,
1973). Tijdens de uitgroei vindt een continue synthese van niet-
stabiele m-RNA plaats. Het labiele karakter van m-RNA is nood-
zakelijk voor het bijgturen van de eiwitsynthese. Op deze wijze
ontstaat er een opsenvolgende en tijdsgeordende verandering in
het synthesapatroon van eiwitten die in de vorm van enzymern de
samenstelling en structuur van de cel bepalen.
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RESTSTENTIE EN SUBLETALE BESCHADTGINGEN
Resistentie

In een spore zijn gean essantidle celbestanddeien aanwezig die
van nature een verhoocgde resistentie bezitten tegen ongunstige
invloceden van het milieu. Vele van de in de spore aanwezlige en-
zymen, het DNA, het RNA, de ribosomen en andere vitale bestand-—
delen zijn in vitro niet of nauwelijks resistenter dan de over-
eenkomstige verbindingen ult de vegetatieve moedercel. Dit impli-
ceert dat de spore over een mechanisme moet beschikken die de
stabiliteit van bovengenoemde essentigle macromoleculen verhoogt.
Er zijn duidelijke aanwijzingen dat de buitengewoon grote resisg-
tentie samenhangt met de bijzondere morfologische sporestructuur.
De sporeprotoplast, het plasmamenbraan en de kienfcelwand doen de
spore lijken op een gecondenseerde vegetatieve cel die door de
coat en de cortex tegen ongunstige invloeden van buitenaf werdt
beschermd.

De ceoat speelt een rol bij de mechanische bescherming van de
spore en de resistentie tegen de inwerking van verschillende
enzymen en chemische stoffen, hetgeen onder meer samenhangt met
het hoge gehalte aan keratineachtige eiwitten in de coat (Aron-
son & Pandey, 1978). Wanneer de coatstructuur door mutatie, rem-
ming van de synthese of extrahering van coateiwitten wordt ver-
broken, neemt de gevoeligheid voor enzymen, zoals lysozym, en
voor chemische stoffen, zocals octancl, aanzienlijk toe, maar de
resistentie tegen hitte blijft onveranderd. Hieruit blijkt dat
de coat geen direkte rol speelt bi] de handhaving van de hitte-
resistentie (Warth, 1978a).

Pit in tegenstelling tot de cortex. Wanneer men aan hovenge-
nocemde enzympermeabele sporen het enzym lysozym toevoegt, ver-
dwijnt de hitteresistentie, zodra het peptidoglycanpolymeer ult
de cortex deoor hydrolyse gedepolymeriseerd wordt (Gould, 1970},
Verondersteld wordt dat de verhoogde stabilitelit van essentiéle
spore-macromoleculen voor een gedeelte samenhandgt met een laag
watergehalte in de protoplast en dat de cortex een functie heeft
bij de handhaving van dit lage watergehalte. Men neemt in het

algemesn aan dat bij micro-organismen de dodende werking van hitte
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berust op coagulatie van esgentiéle macromoleculen, zoals eiwit-—
ten en nucleinezuren (Pflug & Schmidt, 1968);:; in droge toestand
coaguleren deze macromoleculen minder snel.

Pasteur toonde in 1861 al aan dat doocr drogen de hitteresis-
tentie van micro-organismen toeneemt en op grond hiervan schreef
Cohn (1877) de hitteresistentie van sporen toc aan een laag wa-
tergehalte. Lewith (1890) berekende zelfs op grend van zijn on-
derzoekingen naar de stabiliteit van het wit van kippe-eieren
dat het binnenste gedeelte van esen spore ongeveer voor 10% uit
water moest bestaan; ceen waarde die tegenwoordig algemeen gehan-
teerd wordt. Directe aanwijzingen voor een gedehydrateerde toe-
stand van de protoplast vormen de hoge refractiewaarde (1.5) en
de hoge scortelijke dichtheid (1,4) die spcoren bezitten. Deze
waarden kunnen alleen verklaard worden door aan te nemen dat de
protoplast een gecondenseerde structuur bezit. Experimentele
steun voor de opvatting van Cchn kwam uit het onderzoek van Mur-
rell & Scott (1966). Zij bestudeerden de invloed van de water-
activiteit (aw) op de hitteresistentie en namen waar dat bij lage
&, Sporen veel resistenter waren dan bij hoge o Vooral bij meer
hittegevoelige sporen, zoals Clestridium botulinum type C, nam de
hitteresistentie enorm toe deoor verlaging van de aw; dit in tegen-
stelling tot de zeey hitteresistente sporen van Bacillus stearo-
thermophilus, zodat het grote verschil in hitteresistentie tussen
deze sporen bijna verdween. Aangencmen werd dat de protoplast van
C., botulinum, Jgezien de lage hitteresistentie, in een waterig
milieu meer water bevatte dan die van B. stearcthermophilus, waar-—
door een verandering hierin deoor aw—verlaging een veel groter ef-
fect op de hitteresistentie zou hebben.

Over de moleculaire achtergreond van de verhoogde stabiliteit
van essentiéle verbindingen, zoals enzymen, nucleinezuren, ribo-
scmen en de celmembraan bij een laag watergehalte, is nog weinig
bekend (Could & Measures, 1977). Mogelijkerwijs draagt het hoge
gehalte aan elektrolvten, zoals calcium en mangaan, en andere
laag-moleculaire verbindingen, zoals glutaminezuur, in de proto-
plast bij tot deze stabilisering.

Over de wijze waarop de cortex betrokken is bij de totstand-
koming en handhaving van een gedehydrateerd protoplast kan men

chronologisch de volgende hypothesen onderscheiden:
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- De contraherende cortex—theorie. Deze werd geformuleerd doocr
Lewis et al. {(1960) en houdt in dat de dikke peptidoglycanlaag

in de cortex zich tijdens de sporulering samentrekt en voldoende
mechanische druk uitoefent om het water uit de ingesloten proto-
plast te persen en zo dit gedeelte gedehydrateerd te houden. Het
peptidoglycan dat als het ware &&n reusachtig zakvormig macro-
molecuul om het protoplast vormt en dat voornamelijk uit paral-
lele ketens van sulkerachtige verbindingen bestaat, bevat veel
vrije carboxyigrcepen., In niet—-zuur milieu zijn de carboxylgrce-
pen gedissccicerd, zodat het polymeer dan negatief geladen is.
Het netwerk van ketens zal een minder verdichte structuur aanne-
men, doordat de individuele ladingsplekken elkaar afs?oten. Lewis
el al. namen aan dat aan het einde van de sporulering een actief
transport van calcium—icnen naar de cortex plaatgvond en het
peptidoglycanpolymeer zou krimpen en daardoor de ingesloten pro-
toplast samenpersen als gevolg van de vorming van Ca2+—bruggen
tussen de negatief geladen carboxylgroepen.

- De expanderende cortex-theorie, Ulitgaande van de contraherende
cortex-theorie zou verwacht mogen worden dat, wanneer de disso-
ciatie van de carboxylgroepen sterk teruggedrongen wordt dooxr
sporen met zuur te behandelen, waardoor de onderlinge afstoting
kleiner wordt en het polymeer krimt, de hitteresistentie toeneemt.
Alderton & Snell (1963} vonden daarentegen dat de hitteresistentie
door een-zuurbehandeling afnam. Op grond hiervan stelden zij de
hypothese op dat het peptidoglycan zich tijdens de sporulering
niet samentrekt, mazar door onderlinge elektrostatische afstoting
van de geiconiseerde carboxylgroepen zwelt, zich afzet tegen de
onbuigzame sporeccat en zo een mechanische druk op de protoplast
uitoefent om het water weg te persen. Aanvullende argumenten voor
een geexpandeerde cortex werden door Gould & Dring (1%975a) naar
voren gebracht.

- De getxpandeerde osmoregulerende cortex-theorie. Gould & Dring
(1975) werkten de hypothese van Alderton & Snell (1963) verder
uit en waren van mening dat naast de mechanische expansie van de
cortex de handhaving van een laag watergehalte in de protoplast
mede gewaarborgd wordit, deoordat de cortex een csmotische druk in
Stand houdt. Deze theorie wordt door Gould verder besproken in

de hierna volgende bijdrage.
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- De anfsotropische gezwollen cortex-theorie. Deze omvat een an-
dere uitwerking van de hypothese van Alderton & Snellw11963) door
Warth (1978a). Het door elektrostatische afstoting gezwollen
peptidoglycan behoeft zich niet tegen de coat af te zetten, maar
zwelt tijdens de sporulering in radiale richting, waardoor de in-
gesloten protoplagﬁ“wordt samengedrukt. Deze anisotropische
zwelling, dat wil‘zeégen een zwelling die niet in alle richtingen
gelijk grcot is, zou tot stand kunnen komen door verwijdering wan
peptide~dwarsverbindingen in het peptidoglycan aan het einde van
de sporulering deor hydrolytische enzymen en de vorming van mura-
minelactam-, l-alanine-, en tetrapsptide-subeenheden door trans-
aminasen (fig.6). Volgens Warth neemt het volume van de cortex
slechts weinig toe. Omdat tegelijk met de vorming van de cortex
DPA gesynthetiseerd wordt, zal een gedeeltelijke vervanging van
water door DPA mede tot de dehydratering wvan de protoplast bij-
dragen.

Geen enkele van bovenstaande theorien is in staat het mechanisme
van de hitteresistentie volledig te verklaren.

Vroeger dacht men dat DPA, dat ongeveer 30% van het droodgge-
wicht van de protoplast uitmaakt, van essentieel belang was voor
de hitteresistentie. Deze opvatting kwam naar voxren na de ontdek-
king van Powell (19%3). HiJ constateerde dat sporen wél en vege-
tatieve cellen g&&n DPA bevatten en werd hierin gesteund docr de
waarnemingen dat het verlies van hitteresistentie tijdens de ont-
kieming gepaard gaat met het vrijkomen van DPA en dat onder be-
paalde omstandigheden een goede correlatie bestaat tussen de hit-
teresistentie en het DPA-dgechalte. Men was echter gedworngen van
dit standpunt af te stappen na de ontdekking van Hanson et al.
(1972). 2i) vonden dat sporemutanten welke DPA-negatief waren,
niettegenstaande toch dezelfde hitteresistentie bezaten als DPA-
~positieve sporen van het wilde fenotype. Uit het feit dat deze
mutanten tijdens opslag snel hun do;mancy—eigenschappen varloren
en moeilijk met de dgebruikelijke ontkiemingsinitiators tot ont-
kieming gebracht konden worden, trok men de conclusie dat DPA
nmogelijk een rol speelt bij de handhaving van de dormancy en de
initifring van de ontkieming,
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Subletale beschadigingen

Evenals andere micro—organismen kunnen bacteriesporen door een
hitte- of andere procesbehandeling zodanig beschadigd worden dat
zi] niet langer in staat zijn onder dezelfde milieucondities tot
herkenbare kolonies uit te groeien als onbehandelde sporen. Bij
sporen kunnen deze subletale beschadigingen zowel bij de celde-
ling als bij de ontkieming en de uitgroei tot uiting komen
(Hurst, 1977).

Bij sporen wordt meestal door een hittebehandeling eerst het
vermogen tot celdeling aangetast. Zo vonden Levinson & Hyatt
(1971) dat bij B. megaterium tenminste 94% van de sporen die bij
temperaturen van 75 tot 85 Oc verhit werden, hun ontkiemingsver-
mogen behielden, maar Jeen herkenbare koclonies meer konden vor-
men. Minder dan 6% ontkiemde niet. Voortzetting van de hittebe-~
handeling had tot gevolg dat tenslotte alle sporen hun ontkie-
mingsvermogen verloren. Een andere beeld wordt echter verkregen,
indien de verhitting bij ultrahoge temperaturen geschiedt (Busta,
1876} . Bij een kort-hoog-verhitting neemt het percentage sporen
dat niet kan ontkiemen aanzilienlijk toe. Deze beschadigingen zijn
echter van subletale aard, want door aan de voedingsbodem lysozym
(C. botulinum en ¢. perfringens) of CaDPA (B. subtilis} toe te
voegen ontkiemen de sporen en vormen herkenbare kolonies. Men
neemt gan dat bij deze hoge temperaturen allereerst het gebruike-
lijke ontkiemingsmechanisme beschadigd wordt en dat door toevoe-
ging wvan niet-voedingsachtige ontkiemingsinitiators de sporen in
de gelegenheid gesteld worden via een andere weg tot ontkieming
over te gaan.

Subletale beschadigingen van andere aard kunnen resulteren in
een wijziging in de optimale ontkiemings—- of uitgrceitemperatuur,
vergroting van de gevoeligheid voor bepaalde stoffen, zoals zou-
ten, antibioctica of andere remstoffen, dan wel in een grotere
behoefte aan micro- of macronutriénten (Adams, 1978). Een dgedeelte
van bovengencemde subletale beschadigingen bij sporen, in het
bijzonder die tijdens de ultgroei tot uiting komen, hersteallen
zich deoor een resuscitatiebehandeling in een niet-selectief me-

dium onder optimale omstandigheden.
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Het mechanisme van de sporeresistentie en -dormancy

G.W. Gould, Unilever Resgearch Labcratory, Colworth House,
Sharnbrook, Bedford, MK44 1LY, United Kingdom

INLEIDING

Om de resistentie van bacteriesporen in voedingsmiddelen te ver-
lagen staan ons slechts enkele bruikbare methoden ter beschik-
king. Dit ziin volgens Roberts & Hitchins (1969): wverhitting bij
lage pH-waarden, blootstelling aan lage pH-waarden voorafgaande
aan verhitting »ij hogere pH-waarden (Alderton & Snell, 1963},
verhitting in aanwezigheid van pekelzouten (NaCl, NaNOB), verhit-
ting in aanwezigheid van het antibioticum nisine, bestraling
voorafgaande aan verhitting en toepassing van hydrostatistische
druk (Clouston & Wills, 1969; Gould & Sale, 1970). De mogelijk-
heid om cen keuze te doen uit een groter aantal methoden dan
hierboven genoemd, zou voor voedingsmiddelenmicrobiclogen van
nut kunnen zijn. Het isg daarom te hopen dat ieder nieuw verwor-
ven ingicht in de aan de resistentie en de dormancy ten grond-
glag liggende mechanismen uiteindelijk tot de ontwikkeling van
nieuwe sporebeheersingsmethoden zal leiden. In deze bijdrage
worden enkele nieuwe ideeén beschreven met betrekking tot de
wijze waarop sporen hun buitengewone resistentie en dormancy
kunnen handhaven, samen met enkele hieruit voortvloeiende prak-
tische ilmplicaties en enkele mogeliijk nieuwe benaderingswijzen
tot sporebeheersing die de moeite waard zijn nader onderzocht te

worden.
COMPARTIMENTENVORMING TIJDENS DE VORMING VAN DE SFPORE

Tijdens de heginstadia van de sporevorming heeft de asymmetri-
sche deling van de protoplast en de daaropvolgende insncering

tot gevolg dat er een cellulaire gtructuur ontstaat die uniek

is voor prokaryonten (fig. 1l). Het compartiment dat later de

sporeprotoplast zal worden, wordt geheel omgeven door het moeder-
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sym-
mefrische
seplatie

insluiting

cortex

Fig. 1. Sporevorming. Schematische weergave van de voor-
naamste morfologische veranderingen die plaatsvinden, in

coat het bijzonder ten aanzien van de plaatéing van de imem-—
branen (dikke lijnen).

celcompartiment en wordt tevens van de omgeving afgescheiden
door drie membranen, namelijk het binnenste voorgporemembraan,
het buitenste voorsporemembraan en het moedercelmembraan. De
insluiting heeft tot gevolg dat de ligging wvan het bhuitenste
voorgporemembraan zodanig is dat de polariteit van dit membraan
is omgekeerd (Fitz-James & Young, 1969; Wilkinson et al., 1975).

Voor de resistentie en dormancy is het belangriik te weten
dat de meedercel door deze ongebruikeliijke compartimentenveorming
in staat is de omgeving van de ingesloten voorspore onder con-
trole te houden. Blijkbaar speelt het watergshalte van de inge-—
sloten cel hierin een belangrijke rol., Er zijn belangrijke aan-
wijzingen dat het watergehalte van de voorspere tijdens de vor-
ming van de spore afneemt. De grootte wvan de voorspore neemt af
en de gevoeligheid voor ultraviolet licht van het DNA verandert
op een wijze die vergeliijkbaar is met de reductie van het water-—
gehalte, Jjuist voordat de verhoogde lichtbreking van de spore
tot stand komt (Germaine et al., 1973),

De reductie van het waterdehalte hangt zeer waarschiinliijk
samen met szen reductie van de hoeveelheid oplosbare laagmolecu-
laire verbindingen in de voOIrspore. Als gevolg hiervan wordt de

osmotische druk kleiner, zodat water vanuit de Vvoorspore naar
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het cytoplasma van de moedercel gaat, totdat het osmotisch even-—
wicht hersteld is. Op een later tijdstip wordt de cortex om de
gecontrahaerde protceplast, tussen het binnenste en buitenste
membraan van de vcorspore, gesynthetiseerd. De cortex, die elek-
tronegatief peptidoglycan en positief geladen tegenionen bevat,
houdt een osmotische druk in stand (fig. 2) die waarborgt dat

de ingesloten protoplast een betrekkelijk laag watergehalte
handhaaft, wanneer de spore zich van de moedercel vrijmaakt,
zelfs wanneer de spore zich in zulver water bevindt {(Gould &
Dring, 1975). Warth {1978a) heeft het idee van expansie en con-
tractie van de cortexpolymeer verder uitgewerkt tot het concept
van een hoog dgecrdende anisctrope expansie in radiale richting
waardoor de ingesloten protoplast zou worden samengedrukt. Het
idee van de expansie en de osmetische activiteit van de cortex
sluit goed aan bij de meeste feiten die over spcoren bekend ziijn,
maar is nog niet verenigbaar met de waarnemingen van Cartensen &
Marguis (1975) die uit elektrochemische gegevens concludeerden
dat ionen in sporen onbeweeglijk zijn.

OSMOTISCHE BEHEERSING VAN DE RESISTENTIE

Uit onderzoekingen naar de invloed van oplossingen met een hoge

osmotische druk op de resistentie van sporen, ontkiemde sporen

@

\\// CQL/’\\/ED

Ceoat-relatief ———
impermagbel voor
meerwaardige cationen

Cortex- bevattende
geéxpandeard elekironagotiel
peptidoglycan en moblels
tagsnionen; osfant wen hoge
osmotische diuk uit, ’

Protoplast- ssmetisch gadebydra-
tewrd door de omringande cortex
en daaram hitteresistant.

Fig. 2. Schematische weergave van de osmoregulerende cortex en de comparti-

mentenvorming in een resistente en dormante spore.(:)negatief geladen groepen

aan het cortexpeptidoglycan; + pesitief geladen- eenwaardige tegenionen;
meerwaardige kationen (Gould & Dring, 1975).
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en vegetatieve cellen is naar voren gekomen dat osmose een be-
langrijke rol speelt. Zo kunnen bijvoorbeeld sporemutanten met
onvolkomen 'lekke' coats en sporen die met mercapto-ethanol/

ureum behandeld zijn om de permeabiliteit van de coats te ver-
groten, gevoelig voor hitte gemaakt worden door deze sporen in

. . . 24 2+ 2+
oplossingen van meerwaardige kationen zoals Ca” , Mg™ , Sr

Lat te suspenderen. Aangenomen wordt dat de kationen de elek-

en

tronegatief geladen carboxylgroepen (~C0O ) wan het peptidoglycan—
polymeer in de cortex neutraliseren, waardoor de osmotische
druk in de cortex afneemt en er een gedeeltelijke hydratatie
van de ingesloten sporeprotoplast plaatsvindt. Dergelijke sporen
worden door sterk geconcentreerde sucrose-oplossingen (boven
1,5 M) tegen hitte-activering beschermd, zeer waarschijnlijk
docr herstel van de verloren gegane osmotische druk (Gould &
Dring, 1975). De polykationische (meervoudig positief geladen)
kleurstof 'alcian blue', die zich bindt aan zure poclysacchariden
en verwante verbindingen, waaronder peptidoglycanen (Grula &
Hartsell, 1%54) kleurt 'lekke' sporen en maakt deze sporean even-
eens op zeer doeltreffende wijze hilttegevoelig. Met behulp van
sucrose kunnen de gekleurde sporen weer osmotisch beschermd
worden (tabel 1).

Het is algemeen bekend dat de thermoresistentie van sporen

Tabel 1, Het hitte-gevoelig maken van Bacillius megaterium-sporen docr
kleuring met 'alcian blue', en bescherming doer sucrese. Sporen van
een coat-deficiénte stam van B. megaterium ATCC 9885; Mercapto-ethanol-
ureum-behandeling: gedurende 60 min bij 60 % in B-mercapto-ethancl

(10 % ¥/¥) plus ureum (8 mol 171; pH 7,0) 'alcian blue'-kleuring

(2 & m/V; pH 2,5) gedurende 30 min bij 20 “C; De behandelde en gekleur-
de sporen werden goed met water gewasseni De sporensuspensies werden in
een water of sucrose-cplossing (2 mol 17°%) van 80 °C geinjecteerd. Na
30 min werd het aantal overlevende sporen bepaald met behulp van de ge-
bruikelijke telplaatmethode.

Cverlevende sporen (%)

verhit in water verhit in sucreose
ongekleurd gekleurd ongekleurd gekleurd
Onkehandeld 81 2.4 100 34
Behandeld met
mercaptoethancl-ureum 84 0.0006 100 20
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bij lage pH-waarden geringer wordt en bovendien dat na een vol-
doende lange incubatieperiode bij lage pH (sporen in de 'H-vorm';
Alderton & Snell, 1963} de sporen relatief hittegevoelig blij-
ven, zelfs wanneer de pH verhoogd wordt, waarna ze weer langzaam
hun resistentie herkrijgen. Deze hittegevoeligheid ten gevolge
van een lage pH kan men nu als volgt verklaren. In zuur milieu
wordt de dissociatie van de carboxylgroepen van het peptido-
glycan sterk teruggedrongen. Dlentengevolge neemt de expansie van
de cortex af en verdwijnen de positief geladen tegenionen uit de
cortex, waardoor de osmotische druk in de cortex lager wordt- en
er een gedeeitelijke rehydratatie van de ingesloten protoplast
optreedt. Door Smelt et al, (1977) is heel duidelijk aangetoond
~dat sporen van bepaalde scorten sporevormers tegen hitte-inacti-
vering bij lage pH beschermd kunnen worden door ze te suspen-
deren 1in oplessingen die een hoge csmotische druk bezitten. Het
effect kan zeer geprononceerd zijn. Sporen van Bacillus cereus T
werden door een 3 M sucrose-oplossing volledig beschermd tegen
een hittebehandeling bij 80 “ gedurende 30 minuten bij een pH
van 1,5 (tabel 2).

- De osmoregulatiehypothese houdt in dat een hoge ladings-
dichtheid in de cortex zou moeten resulteren in een maximale
bescherming tegen hitte, ARanwijzingen hiervoor komen uit de
chemiscue analyses van in thermoresistentie varigrende sporen
uiltgevoerd door Murrell et al., (1969). Het gehalte aan diamino-
pimelinezuur (DAPA), een elektronegatief hoofdbestanddeel van

de cortex, varieerde met een factor 4 en deze variatie vertoon-

Tabel 2. Osmotische bescherming van sporen van Bacillus cereus T
tegen hitte-inactivering bij lage pH-waarden. De pH werd met HC1
ingesteld; zie voor verdere gegevens tabel 1.

pH Overlevende sporen (%) na verhitting
(30 min, 80 °0)

met 3M sucrose zonder sucress
5,0 B85 34
4,0 70 23
3,0 65 4.3
2,0 70 0,001
1,5 80 0,001




de een goede correlatie met de thermoresistentie. Bovendien zou
men kunnen verwachten dat een hoge thermoresistentie gepaard
gaat met een hoge concentratie aan totaal peptidoglycan. Dit
heeft waarschijnlijk tot gevolg dat, wanneer sporen bij lage
aw-waarden bewaard worden, hetgeen Murrell & Scott (1966) lieten
zien, de thermoresistentie van sporen van scmmige bacteriesocor-
ten aanzienllijk kan toenemen.

Een overtuigend bewils voor de belangrijkheid van de grootte
van de cortex werd gegeven door Pearce & Fitz-James (1971} en
door Imae & Strominger (1976a, 1276b) die cortexloze en cortex-—
deficiénte mutanten en mutanten waarin de hoeveelheid peptidogly-
can experimenteel kon worden gevarieerd, isoleerden, zij toonden
aan dat de thermoresistentie op kritische wijze afhing van de
aanwezige hoeveelheid peptidoglycan.

Onmiddellijk na het initidren van de kieming/en het ermee ge-—
paard gaande gevoelig wcrden voor hitte expandeert de spore-
protoplast in sterke mate.

Ben aanvullend bewi]js voor de belangrijkheid van osmose voor
de thermoresistentie kwam naar voren uit experimenten waarin
ontkiemde sporen werden verhit in sterk geconcentreerde oplos-
singen die niet gemakkelijk plasmamembranen permeéren {(bijvoor-
beeld sucrose]. Deze oplossingen zijn in staat de pas gehydra-
teerde protoplast osmotisch te dehydrateren en de thermoresisten-
tie van de juist ontkiemde sporen volledig te herstellen (Dring &
Gould, 1975a). Aan de andere kant gaf glycerol, waarvan verwacht
kan worden dat het gemakkelijk het membraan permezZert en daarom
geen osmotische gradignt teweeg zou brengen, geen bescherming
bij equivalente osmotische waarden.

De resistentie van bacteriesporen tegen gammabestraling, die
tijdens de kieming verloren gaat, werd hersteld, wanneer de ont-
kiemde speren snel in sterk geconcentreerde sucrose-oplossingen
werden gesuspendeerd, vocrdat de bestraling werd uitgevoerd.
Bovendien werd de schouder die kenmerkend is in de overlevings-
curve van B. cereus-sporen en die verdwijnt tijdens de kieming,
hersteld door sucrose (Gould, 1978},

De effectiviteit wvan sucrose ter hescherming van ontkiemde
Sporen tegen verhitting en gammabestraling was het grootst on-

middellijk nadat de kieming was begonnen. Deze effectiviteit

31




nam af naarmate meer tijd verliep na de aanvang van de ontkie-
ming, hetgeen vooral naar voren kwam in een rijk medium (Dring &
Gould, 1975a) . Aangencmen wordt dat deoor een toename van het ge-—
halte aan laagmecleculaire verbindingen in de metabolisch actieve
ontkiemde spore, de csmotische dehydratatie, verocrzaakt door
extern toegevoegde stoffen, steeds minder effectief zal worden.

Er zijn soortgelijke aanwijzingen uit onderzoekingen met ve-
getatieve cellen. De concentratie aan oplosbare laagmoleculaire
verbindingen in het g¢ytoplasma van vegetatieve cellen van Bacil-
lus subtilis kan veranderd worden, van beneden 0,1 tot een eind
boven 1,0 M, dbor de cellen te laten groeien in de aanwezigheid
van sen oplopende concentratiereeks van stoffen die niet gemak-
kelijk de cel binnendringen, zocals natriumchloride of sucrose,
maar niet door stoffen zoals glycerol die dat gemakkelijk decen
(Measures, 1975). De cellen voeren hun osmoregulatie zodanig uit
dat hun Interne gehalte aan oplosbare stoffen, dat hoofdzakelijk
uit proline bestaat, omhoog gaat om het osmotisch evenwicht met
het omringende medium te handhaven. Op deze wijze voorkomt de
cel dat door cosmose water wordt verloren (Gould & Measures, 1977).
Deze cellen met een hoog gehalte aan oplosbare laagmoleculaire
verbindingen worden in tegenstelliing tot cellen met een laag ge-
halte aan oplosbare laagmoleculaire verbindingen niet door sterk
geconcentreerde sucrose~oplossingen tegen hitte-inactivering
beschermd {(Gould & Dring, 1977).

Corry {1974, 1976a, 1976b) liet zien dat de thermoresistentie
van niet-gporevormende organismen (Saimonella-scorten en osmo-
fiele gisten) kon tcenemen, scms wel bijna duizendvoudig, door
de cellen te suspenderen in sterk geconcentreerde oplossingen
van impermeabele stoffen en dat deze cellen plasmolyse vertoon-
den, dat wil zeggen water verloren,

De bovengenoemde onderzoekingen hebben aangetoond dat het
watergehalte van de cellen dat door osmose geregeld wordt, de
thermoresistentie in sterke mate kan beinvloeden en dat een
laag gehalte aan laagmoleculaire cytoplasmacomponenten essen-
tieel is wvoor de effectieve werking van extern toedgevoegde, os~-

motisch actieve stoffen op de thermoresistentie van de cel.
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DORMANCY EN ACTIVERING

Singh et al. (1977) wezen erop dat bacteriesporen een aantal
substraten met de daarvoor specifieke enzymen bevatten, soms in
hogere concentraties dan de moedercel. Toch reageren deze en-—
zymen in de dormante spore niet met de corresponderende substra-
ten. Voor leder enzym zou deze inactiviteit een specificke ocor-
zaak kunnen hebben. Een meer algemene corzaak zou echter kunnen
zijn dat het watergehalte in de sporeprotoplast te laag is om
deze enzymreacties mogelijk te maken. Zelfs in vegetatieve cel-
len verliezen de meeste enzymen hun activiteit, wanneer de cel-
len gedroogd worden tot ze een watergehalte lager dan ongeveer
20% hebben (Koga et al., 1966}, De inactieve enzymen en hun sub~
straten zullen waarschijnlijk in sporen snel act}ef worden tij-
dens de ontkieming, voornameliijk doordat het watergehalte in de
sporeprotoplast begint te stijgen.

De mogelijkheid dat het lage watergehalte van de sporeproto-
plast, gehandhaafd door osmose, de basis vormt voor het hand-
haven van zowel de sporedormancy als de sporeresistentie, roept
de vraag op: 'hoe zouden behandelingen die de dormancy verminde-
ren, de osmotische eigenschappen van sﬁoren kunnen beilnvloeden?’
Van bijzonder belang is hitte-activering. Hitte~activering komt
wijd verspreid in de natuur voor, zowel bij de meeste (hoewel
niet alle) bacteriesporen als bij veel sporen van gisten en
schimmels en zelfs bij hogere zich in een rustfase bevindende
plantaardige (zaden) en dierlijke (cysten) leefvormen (Sussman,
1969). Met vrij grote zekerheid kan voorspeld worden dat de con-
centratie aan laagmoleculaire in de c¢el in oplossing zijnde
stoffen, waarschijinlijk groter zal worden, wanneer een spore
verhit wordt, ten eerste omdat de hoeveelheid van deze stcffen
in de spore zo groot is en het volume van de protoplast zo klein,
zodat deze stoffen gewoonweg voor het merendeel in onoplosbare
vorm aanwezig moeten zijn en ten tweede omdat de oplosbaarheid
van de meeste stoffen met de temperatuur zal stijgen.

Zo zijn in tabel 3 de concentraties van verzadigde cplessin-
gen van enkele bekende sporeprotceplastbestanddelen als functie
van de temperatuur weergegeven. Deze tabel laat zien dat deze

sporebestanddelen, met uitzondering wvan mangaandipicolinaat,
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Tabel 3, Oplosbaarheidsveranderingen van sporeccomponenten met een laag
molekuulgewicht als functie van de temperatuur. De door precipitatie
verkregen zouten werden gewassen en in water gerasuspendeerd of anders
zoals aangegeven, daarna bij de aangegeven temperaturen geschud tot de
evenwlchten waren ingetreden. Vervolgens werden droge-stofbepalingen
in de supernatanten ultgevoerd.

Component Mclaritelt (circa) bij temperaturen (OC) van:
0 20 40 60 80 93

Ca DPFA 0,04 0,04 0,09 0,12 0,15 0,18

Mg DPA 0,06 0,06 0,06 0,12 0,28 0,40

Mn  DPA : 0,007 0,008 0,01 0,01 0,01 0,012

Glutaminezyur 0,03 0,06 0,2 0,28 0,39 G,45

DPRA 0,04 0,04 0,06 0,12 0,23 0,34

Ca DPA plus

Glutaminezuur (pH ij

0,02 0,025 0,03 0,03 0,04 0,07

* —
Gegevens voor CaDPA plus glutaminezuur ziijn in g ml L

door verhoging van temperatuur aanzienlijk verder in oplossing
gaan (Gould, 1978). In een spore zal de situatie natuurliik wveel
complexer zijn dan bij de zojuist gencemde experimenten, aange-
zien er tussen de verschillende laag- en hoogmoleculaire compo-
nenten die in een spore naast elkaar voorkomen, interacties zul-
len optreden die van invleced zijn op de uiteindelijke, totale
osmotische druk bij ledere afzonderlijke temperatuur. Toch wij-
zen de gegevens erop dat de osmotische druk in de protoplast
vijf tot tien maal zo hooy zal worden bij het verhogen van de
temperatuur van circa 20 °¢ naar circa 70 “C. Deze stijging van
de osmotische druk zou een zodanige verandering in de verdeling
van het water in de spore kunnen verocrzaken dat het watergehal-
te van de protoplast stijgt totdat het osmotisch evenwicht met
de cortex weer hersteld is. Door afkoeling zal een zekere mate
van herkristalligatie of precipitatie van de opgeloste stoffen
plaatsvinden, zodat het watergehalte van de protoplast weer zal
afnemen en de oorspronkelljke toestaﬁd van de verdeling van het
water in de onverhitte spore hersteld wordt. Evenals bij enkele
aspecten van de hitte-activering zullen de osmotische verande-
ringen reversibel zijn. De uitkomsten van onderzoekingen op het
gebied van de activering door middel van differenti&le scannings-
calorimetrie (Maeda et al., 1975) en magnetische resonantie-
technieken (Eaton, 19275) 2iin niet onverenigbaar met deze opvat-
ting.
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De reversibele activering van sporen die tot stand gebracht
kan worden door blootstelling aan lage pH-wasarden {Lewis et al.,
1965) is bovendien in overeenstemming met deze hypothese, want
ecn lage pH zal door de protonering van de carboxylgroepen aan
het peptideglycan leiden tot een verlaging van de osmotische
druk in het cortexcompartiment. Als gevolg hiervan zal het water-
gehalte van de protoplast kunnen toenemen,

INITTATIE VAN DE KIEMING ALS EEN CHEMISCH-OSMOTISCH PROCES

Sedert het uitgebreide werk van Foerster & Foster (1966} wordt
ingezien dat ionen in belangrijke mate betrokken zijn bij de
initiatie van de cntkieming, Hoewel de beginreacties wvan sporen
met ontkiemingsagentia en de daarop volgende reacties nog nauwe-
lijks begrepen worden, zijn er aanwijzingen dat e;n beweging
van kationen door het sporemembraan, mogelijk doory tussenkomst
van gebruikelijke ATP aangedreven mechanismen, hierkij betrok-
ken is (bring & Gould, 1975b). Mogelijk vloeit het verlies van
de resistentie en de dermancy dat met de initiatie van de ont-
kieming gepaard gaat, in de eerste plaats voort ult een toeﬁgme
van het watergehalte van de sporeprotoplast ten ygevolge van een
verstoring van het osmotische evenwicht binnen de spore door
ionenbewegingen. Mogelijke ionenbewegingen zouden die van ut

an Caz+ vanuit de sporeprotoplast naay de cortex kunnen zijn om
daar elektronegatieve groepen te neutraliseren, en van Na+, k"
of andere tegenicnen vanuit de cortex (of vanuit de cmgeving
buiten de spore) naar de protoplast om daar de oploshaarheid en
de osmotische druk van de aanwezige verbindingen te verhogen.

Er zijn nog geen directe aanwijzingen voor de juistheid van
deze icnenbewegingen. Indirecte aanwijzingen zijn er echter in
overviced. Zo wijst de remming van de ontkiemingsinitiatie door
stoffen, waarvan bekend is dat zi] protonen- of katiocnengradién~
ten door membranen doen verdwiinen (Ando, 1974: Dring & Gould,
1975b), sterk in de richting van bepaalde verplaatsingen van
kationen. Een ovartuigende aanwijzing is bovendien de waarneming
dat sporen van sommige soorten die een uitzonderlijk 'lichte'
dormancy blijken te hebben, na hitte-activering alleen al door
zoutoplossingen tot ontkieming aangezet kunnen worden (Foerster
& Foster, 1966).
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CONCLUS TES

Indien het osmcregulerend vermogen van de cortex &&n van de be-
langrijkste factoren is die de resistentie en dormancy in sporen
beheerst, dan is een logische benaderingswijze in de ontwikke-
ling van nieuwe sporebeheersingsmethoden te trachten het osmo-
regulerend mechanisme te belnvloeden. Iedere methode die de con-
centratie aan negatief geladen groepen in de cortex reduceert,
zou enig resistentle- en dormancyverlies mceten verocrzaken. De
behandeling waarbij de pH aanzienlijk wordt werlaagd, brengt

dit waarschijnlijk juist teweeg, evenals de behandeling van lek-
ke of coatdefecte sporen met meerwaardige kationen, Stegeman

et al. {1977) hebben erop gewezen dat de door straling geindu-
ceerde breuken — of decarboxylering — in het cortexpolymeer,
misschien verantwoordelijk zijn voor het feit dat sporen na een
behandeling met iocniserende straling gevoeliger voor hitte wor-
den, Een werkwijze die een verhoging van de concentratie aan op-
losbare stoffen in de protoplast veroorzaakt, zou eveneens een
verhoging van het watergehalte van de protoplast moeten veroor-
zaken en daarom eveneens een verlaging van resistentie en een
vermindering van dormancy. Een dergelijke solubilisatie, die
zich tijdens verhitting voordoet, kan mogelijk voor een deel

het wverschijnsel van hitte-activering verklaren. De effectivi-
teit wvan een hoge hydrogtatische druk bij het destabiliseren

van sporen kan misschien voortkomen uit een tceneming van de
concentratie aan stoffen met een laag molekuulgewicht in de
protoplast, hetgeen teweeggebracht wordt door een toeneming van
hun oplosbaarheid, veroorzaakt door elektrostrictie (Clouston &
Wills, 1969; Gould & Sale, 1970; Murrell & Wills, 1977}).

Een aantrekkelijk aspect van de osmoregulatiehypothese is dat
deze niet eist dat er een uniek mechanisme in bacteriesporen he-
staat. Het tot stand brengen van dogmancy door reductie van het
watergehalte in de cel komt immers wijd verspreid bkiJ planten en
dieren wvoor, en in enkele gevallen zijn er aanwijzingen dat os-
motisch actieve polymeren hierbij een rol kunnen spelen, analoog
met hetgeen voorgesteld is voor de cortex in de bacterie-endospo-
re. Zo hebben microcysten van Myxococcus (White et al., 1968) en

sporen van Streptomyces (Bradley & Ritzi, 1968) dikke celwanden
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die peptidoglycan bevatten. Cysten van Azotobacter bevatten in
plaats daarvan polyurcnzuren (Sadeff, 1975). Dormante cysten

' van enkele amoceben hebben dikke wanden die negatief dgeladen
polysacchariden bevatten, die gefosforyleerd zijn (Neff & Neff,
1968), en sterk kleuren met 'alcian blue'. In andere rustende
vormen zijn dikke wanden en een gecondenseerd protoplast alge-
mene kenmerken die soms gepaard gaan met hitteresistentie en
dormancy (bijvoorbeeld Byssochlamys-ascosporen), en soms met
dormancy doch geringe hitteresistentie (bijvoorbeeld de meeste
bacteriecysten, gist- en schimmelsporen en cysten van protozoén) .

. In slechts enkele gevallen echter zijn in deze en andere dorman-
te vormen de wandbestanddelen volledig gekarakteriseerd, of de
watergehaltes van de verschillende compartimenten nauwkeurig ge-—
meten.

Veel van het werk en de overwegingen dle aan de ideen in

deze bijdrage ten grondslag liggen, werden in samenwerking met
dr. G.J. Dring ontwikkeld. Voortreffelijke technische hulp werd

verleend door mw G.B. Gibson.
SAMENVATTING

Heel wat feiten betreffende de resistentie en dormancy van bac-—
teriesporen geven aan dat de verdeling van het water tussen de
hocofdcompartimenten binnen de spore van bijzonder belang is.
Aangenomen wordt dat tijdens de sporevorming, volgend op de in-
sluiting van de voorspore door de moedercel, het gehalte aan
osmotisch actieve laagmoleculaire stoffen in de voorspore daalt.
Dit heeft tot gevolg dat water vanuit het voorsporecompartiment
zich zal verplaatsen naar de noadercel, zodat het osmotisch
evenwicht aan weerskanten van de protoplastmembraan gehandhaafd
zal blijven. Op een later tijdstip tijdens de sporevorming wordt
de cortex om de voorspore gesynthetiseerd. De cortex bevat on-—
derling vrij los verbonden elektronegatief geladen peptidoglycan-
polymeer die zich gedraagt als een zwakke kationsnuitwisselaar.
Het peptidoglycan, met zijn geassocieerde tegenionen, is osmo-
tisch actief en neemt daarom water op en zwelt, totdat het daar-
in wordt beperkt door mechanische krachten opgelegd dcor de spore-
coat of door de moleculaire structuur van de cortex zelf.
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aangenomen wordt dat de cortex vervolgens opfreedt als een osmo-
regulerend crganel dat de handhaving van een laag watergehalte
in de ingesloten protoplast waarborgt zelfs na het vrijkomen van
de spore uit de moedercel,

Vele factoren die de resistentie en dormancy beinvloeden kun-
nen dit doen doordat ze het osmotisch evenwicht in de spore ver-
storen. Als voorbeelden kunnen worden genoemd: het gevcoelig ma-
ken van sporen door zuren en door sommige meerwaardige kationen;
het destabiliseren van sporen docr hydrostatische druk: de ver-
hoogde resistentie ten gevolge van het gedeeltelijk drogen, of
het suspendereﬁ van sporen in bepaalde oplossingen met een lage
wateractiviteit; het verschiijnsel van de hitte-activering dat
het gevolg kan zijn van een temperatuurafhankelijke verhoging
van de oplcsbaarheid van laagmoleculaire stoffen in de spore-
protoplast en een daaruit veoortvloeiende verhoging van het water-
gehalte in dat deel van de spore.

Tenslotte is het waarschijnliijk dat een sleutelreactie in het
proces van de kiemingsinitiatie een chemisch-csmotische verande-—
ring is die het mogelijk maakt dat de sporeprotoplast water be-

gint op te nemen.
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Bacterie-, gist- en schimmelsporen: enkele overeenkomsten en
verschillen

H.M.C. Put, Carl €. Conway Laboratorium, Thomassen & Driijver-
Verblifa N.V., Deventer

INLEIDING

Dankzij Ferdinant Cohn (1877) en Robert Koch (1877) heeft de
bacteriesporologie zich in 1977 een eeuw oud kunnen noemen. In
de sporologie als wetenschap, heeft het woord spore een pluri-
forme betekenis, zowel in letterlijke zin als in taxonomische
zin. Br zijn immers wvele duideliijk onderscheiden/vormen van
sporen (fig., 1) . Bovendien komen sporen voor bij duidelijk on-
derscheiden groepen micro-organismen, zoals bacteri&n, gisten
en schimmels.

In het hiernavolgende zal in het kort besproken worden:
(1} de taxcnomie en de morfologie van fungi en van bacterie-
geslachten, niet behorend tot de genera Bacillus en Clostridium;
(2) de vergeliijking van de levenscyclus van enkele belangrijke

fungus- en bacteriegeslachten; (3] enkele kenmerken waarin spore-

® =m———— BACTERIE SPORE
10 urm
—

Fig., 1. Morfologie: bacteriespore versus fungussporen.
Bron: Weber & Hess, 1975.
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vorming, sporedormancy en spore-ontkieming overeenkomen of zich
onderling onderscheiden; (4} enkele voor de voedingsmiddelen-

microbiclogie belangrijke eigenschappen van sporen.
TAXONOMIE

Taxonomisch zowel als binnen de lijn van de evolutie zijn bac-
terién en fungi duidelijk te onderscheiden groepen micro-organis-
men. Bacterién behoren tot de prokaryonten en zijn derhalve van
een lagere rangcrde dan de eukaryotische fungi. Van de fungi
(gisten en schimmels) vertonen unicellulaire gisten de meeste
overeenkomst met bacterién. Van de bacterién vertonen mycelium-—
vormende Actinomycetes de meeste overeenkomst met fungi.
Belangrijke taxonomische verschillen tussen bacterién ener-
zijds en fungi anderzijds zijn gelegen in de bouw, de vorm en
de functie van de celkern, het celplasma en de celorgancellen,
en in de wijze en het mechanisme van de celbeweeglijkheid, de
celdeling en de sporevorming. De classificatie van schimmels
is overwegend gebaseerd op morfclogische kenmerken binnen de
levenscyclus., Bij gisten en in meerdere mate bij bacterign
steunt de taxonomie vooral op biochemische celkenmerken, zoals
fermentatie en assimilatie (Locdder, 1970; Buchanan & Gibbons,
1974) .

Taxonomisch te onderscheiden groepen sporevormende bacterién
zijn:

- myxosporevormende Myxobacteriales, die circa 50 specles om-
vatten;

- ¢irca 500 species van de Actinomycetaleg en de familie Bacil-
lacecas met circa 120 species.

Veel fungi zijn 'tube dwellers' of buisbewoners. Het vegeta-
tieve leven van de meeste fungi speelt zich immers af binnen
starre buisvormige draden, hyfen genaamd. Deze hyfen kunnen een
netwerk of mycelium vormen. Een uitzondering hierop vormt een
klein aantal schimmels en vele gisten. De meeste gisten zijn
namelijk &&ncellig en knopvormend; zij vormen pseudomycelium
dat door knopvorming ontstaat, terwijl bij een gering aantal
tevens echt mycelium wordt gevormd (Lodder, 1970). Mycelium van
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lagere fungi is veelal tweedimensionaal; dat van hogere fungi
driedimensionaal {Alexopoules, 1962).

De reproductie van de meeste fungi vindt plaats door sporen
die aan of in generatieve of vruchtbare hyfen, exogeen of endo-
geen, worden gevormd. Sporevorming kan ongeslachtelijk (imper-
fecte fungi) en geslachtelijk (perfecte fungil) plaatsvinden
(fig. 2). Met uitzondering van circa 200 gisten en een aantal
schimmels zijn alle fungil in staat ongeslachtelijk, of onge-
slachtelijk zowel als geslachtellijk sporen te vormen. Het aan-
tal sporevormende fungi bedraagt ongeveer 100 000. Tot de ge-
slachtelijke, perfecte schimmels behoren onder andere ongeveer
15 000 Ascomycetae en ¢irca 200 ascosporevormende gisten (fig. 2},
Afhankelijk van, en geprikkeld door milieu-omstandigheden zijn
veel fungl in staat meerdere scorten sporen te vormen, zoals
macroconidia, microconidia, chlamydosporen, ascosporen (Madelin,
1966) .

Hogere en lagere fungi worden onderscheiden door de morfo-
logie van de hyfe (fig. 2). Bij hogere fungi worden de cylinder-
vormige hyfen regelmatig onderbroken door dwarswanden, ook wel
tussenschotjes of septa genoemd. Bij lagere fungi ontbreken
deze septa of er worden uitsluitend pseudosepta gevormd, waarin
veel porién voorkomen, hetgeen dit septum het karakter van een
zeef geeft. De functie van de hyfen binnen de levenscyclus van
de fungi wordt nog nader besproken.

In figuur 2 worden tevens Myxomycetes of slijmfungi genoemd.
Dere fungusgroep bestaat uit circa 500 species. Myxomycetes ver-
tonen enige overeenkomst met Myxobacteriales (slijmbacterién).
Deze slijmvormende bacterie— en schimmelscorten komen vooral
voor in het aardoppervlak en het daaraan grenzende water. Ze
zijn derhalve van meer belang voor de landbouwkundig ecoloog
dan voor de voedingsmiddelenmicrckioloog (Hohl, 1976; Hocok,
1977) .

Van ondergeschikt belang in het kader van dit boek, zijn tevens
de klasse der Basidiomycetes, die circa 15 000 species omvat,
waaronder macrofungi (zoals paddestcelen). De overige in figuur
2 gencemde fungusgenera zijn alle van belang voor de voedings-

middelenmicrobioloog. Deze fungi vormen mycotoxinen en/of ver-
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oorzaken bederf van voedingsmiddelen. Een aantal van deze fungi
kan een voor de mens nuttige functie hebben, zocals bij wijn- en
bierfermentatie, bij de produktie van vitaminen, organische zu-

ren en antibiotica.
MORFOLOGIE

Bacillaceae-sporen zijn microscopisch gezien vrij uniforme
{(diameter 1-3 um). Spcren van actinomyceten hebhben een vriij gro-
te vormverscheidenheid (diameter 0,5-10 um) en vertonen boven-
dien veel overeenkomst met sporevormen van imperfecte schimmels,
hetgeen bij de classificatie verwarring kan vercorzaken. Een
uitzondering hierop zijn Actinobifidium- en Thermcactinomyces-
_sporen, waarvan de morfologie en de structuur idéntiek zijn aan
die wvan Bacillaceae-sporen [(Crecss, 1970; Cross & Goodfellow,

18973) .
Slijmbacteriesporen, myxosporen genaamd, hebben een diameter

van circa 1,5 pm, hetgeen beduidend geringer is dan de diameter
van slijmfungusmyxosporen die 5-10 pm bedraagt.

De grootte van gistsporen verschilt weinig {(diameter 1-4 um),
doch de vorm van gistsporen is vrij sterk gevarieerd evenals de
oppervlaktestructuur die zowel glad kan zijn als toegerust met
uitsteeksels.

De schimmelsporen wvertonen de groctst denkbare verschelden-
heid (fig. 1) zowel ten aanzien wvan de vorm, de grootte (dia-

meter 1,5-200 um) als de oppervliaktestructuur.

In het kader van deze publikatie is het niet mogelijk van alle
belangrijke te vergelijken bacterie-, gist- en schimmelgenera
ook de levenscyclus weer te geven. 1k beperk me tot de levens-
cyclus van &&n lagere fungus, namelijk Mucer (fig. 3:; Bergman
et al, 1269; Gooday, 1973) en twee hogere fungi: de gist, Sac-
charomyces (fig. 4; Mortimer & Hawthorne, 1969) en de schimmel,
Byssocchlamys (fig. 5; Kuehn, 1957},

De levenscyclus van Bacillaceae, reeds uitvoerig besproken
in de bijdrage van H. Stegeman, is nog betrekkelijk eenvoudig
in vergelijking met de levenscyclus van de diverse fungusgenera.

i Tevens onderscheidt de levenscyclus van Bacillaceae zich in hoge
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Fig. 3. Levenscycius van Mucor. Bron: Gooday, 1973,

mate van die van de overige sporevormende bacteriescorten
Myxobacteriales en Actinomycetales. De levenscyclus van laatst-
genoemde wvertoont overeenkomsten met die van lagere imperfecte
fungi. Dit betekent: geen geslachtelijke reproduktie, de vegeta-~
tieve hyfen worden veelal niet onderbroken door septa, de genera-
tieve hyfen van actinomyceten veelal wel; luchtmycelium is wveel-
al voorwaarde voor sporulering (Kalakoutskii & Agre, 1976).

Zowel bij gisten als bij schimmels komen voor wat de vegeta-
tieve voortplanting betreft identieke imperfecte on perfecte
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gspecies voor (fig. 2)}. Dit betekent dat tegenover de imperfecte
schimmels, zoals Aspergillus amstelodami, Penicillium luteum

en Paecilomyces fulwva, de perfecte vormen Eurotium amstelodami,
Talarcomyces luteus en Byssochlamys fulva geplaatst kunnen worden
(Benjamin, 1955, Kuehn, 1%57).

De taxonomie van ¢isten is gecompliceerder dan die wvan schim-
mels en voor wat de vegetatieve vermeerdering betreft ook de
nomenclatuur van de imperfecte en perfecte gistspecies met iden-
tieke bicchemische eigenschappen. De perfecte vorm van de Bretta-
nomyces bruxellensis is weliswaar de Dekkera bruxellensis, doch
die van de Kiodeckera apiculata 1s de Hanseniaspora uvarum; de
candida lumbica staat tegenover de perfecte pPichia fermentans,
en de Torulopsis wmogii tegenover de perfecte Saccharcomyces
rouxii (Barnett & Pankhurst, 1974).

Tevens moet worden opgemerkt dat binnen de levenscyclus van
Myxobacteriales en Myxomycetes, ongeslachtelijk respectievelijk
geslachtelijk myxosporen worden geveormd die zich inkapselen in
een macrogscopisch waarneembare cyste of slijmig vruchtlichaam
dat boven het groeisubstraat uitsteekt (Dwerkin, 1973, Weber &
Hess, 1976} .

SPOREVORMING

Sporevorming kan geslachtelijk en ongeslachtelijk plaatsvinden.
Bacteriesporevorming ls altijd ongeslachtelijk. Schimmelspore-
vorming is ongeslachtelijk bij de imperfecte schimmels en tevens
geslachtelijk bij de perfecte schimmels. Imperfecte gisten daar-
entegen ziijn asporcgeen, terwiijl perfecte gisten geslachtelijke
gporevorming vertonen.

Sporevorming wordt geactiveerd en gereguleerd door specifieke
genomen en is derhalve een dgenetisch gpecifiek proces. Spore-
vorming kan plaats vinden in de moedercel (endogene sporevorming),
gekenmerkt door een gerie Veranderiﬂgen in de moedercel. Er is
dan sprake van cellulaire differentiatie (Ashworth & Smith, 1973).
Exogene sporevorming vindt uitsluitend plaats buiten de moeder-
cel, aan de top of de zijwand van een sporofore bacterie- of
gchimmelhyfe. De door de moedercel gevormde exogene en endogene

sporen verschillen van de moedercel zowel in de vorm, die klei=-
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ner is als in de complexere en gemaskeerde structuur, de tragere
stofwisseling en de grotere fysisch-chemische en mechanische re-

sistentie.
Bacteriesporevorming

In vergelijking met de endosporevorming bij Bacillaceae is over
de exo- en endosporevorming bij actinomyceten vrij weinig be-
kend. Voorwaarden voor sporulering bij alle actinomyceten is,
evenals voor die van de meeste schimmels, de aanwezigheid van
genetisch actief celkernmateriaal in de zogenoemde deneratieve
of fertiele luchthyfen. Een laag vochtgehalte a, ver van de
voedingsbron is een prikkel tot gporuleren. Bij een aantal gene=-
ra Thermoactinomyces, Actinobifida, Actinoplanes enh Micropoly-
spora kunnen tevens sporen gevormd worden aan of 7in het sub-
straatmycelium in een ionenrijk medium, hetgeen bij fungi veel-
al niet mogelijk is (Kalakoutskii & Agre, 1976). Activering van
de sporulering is mogelijk door een laag vochtgehalte, cen re-
latief hoge 02— en een relatief lage COz—druk en de aanwezig-
heid wvan bepaalde mineralen, aminozuren en plantextracten.

In tabel 1 is weergegeven welke typen sporen door actino-
myceten gevormd kunnen worden. De antigene structuur van deze
sporen verschilt van die van de vegetatieve cellen. Evenals bij
Bacillus-sporen blijven bij Actinomycetes tijdens het sporu-
leringsproces zowel de vegetatieve groeirequlerende genen als
de sporuleringspecifieke genen actief. Het bacteriesporulerings-
proces is derhalve een genetisch complexer mechanisme dan de
vegetatieve vermeerdering.

Tijdens het sporuleringsproces van Actinomycetes zowel als
bij Bacillus-species vindt vaak vorming van antibiotica plaats.
Deze antibictica bieden de sporen in wording bescherming tegen
de omgeving. Alhoewel dit wel is vercndersteld, hebken deze
antibictica geen onontbeerlijke functie binnen het sporulerings-
proces zelf. (Kalakoutskii & Agre, 1976; Levinscn et al, 1978).

Van dit mechanisme wordt gebrulk gemaakt bij de massaproduk-
tie wvan klinisch toepasbare antibiotica, waarvan circa 90% door
Actinomycetes wordt geproduceerd (Hopwcood & Merrick, 1977).

Van ongeveer 3000 bekende antibictische stoffen worden circa
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Tabel 1. Taxonomische classificatie van Actinomycetes-genera.

Part

Crder
fam T
genus

17

1

I

fam IV

genus

fam V
genus

11T
VII
VIIT
X

II
I

fam VIII

genus
genus
genus

genus

T
II
I1I
w

Actinomycetes1

Actincmycetales
Actinomycetaceae
Actinomyces

Actinoplanaceae

Streptosprangium
Planomonospora
Pilanobispora
Dactylosporangium

Streptomycetaceas
Streptomyces

Micromonosporaceae
Micromonospora

Thermoactinomnyces
Actinchifida

Thermomonospora

Sporevorm

geen sporen, geen luchthyfen

endosporen in een vlies; aplanosporen of
zodsporen; sporangiofore sporen aan/in
luchtmycelium omgeven door een vlies

arthrosporen; endeosporen in/aan lucht-
hyfen

aleuriospore; Mono-exospore aan sporo-
fore hyfen

endosporen2 {2) aan korte sporofore hyfen

2
endosporen” (4) aan sporofore hyfen

aleuricspore; Mono-exospore aan sporo-—
fore hyfen

1. Circa 500 species (Cross & Good Fellow,

1973; Buchanan & Gibbons, 1974).

2. Endesporen sensu sgtricto [Cross, 13870).

56% door Actinomycetes gevormd,

circa 10% door Eubacteriales

(Bacillaceae) en circa 17% door Eumycetes, uitsluitend schim-

mels

(Rurytowicz,

1276} .

De prikkel tot sporevorming bij Myxobacteriales is het ge-

brek aan de benodigde macromocleculaire voedingsstoffen. Het

.glijdend vermcgen van de cellen neemt hierdocor af, beweagliijke

staafvorm verdwijnt en maakt plaats wvoor onbeweecglijke kok-

vormige cellen (myxosporen} met een dikke lichtbrekende buiten-

wand omgeven door een kapsel.

mogen samen te balien tot een grote massa

Deze myxcsporen hebben het ver-

(aggregaatvorming) ,

die vervolgens wordt cmgeven doory een docry myXosporen Jgevorm-—

de cystewand of slijmlaag. Deze cyste, ock wel vruchtlichaam

genaamd, steekt veelal boven het groeisubstraat uit

1273

).

Gist-ascosporevorming

(Dworkin,

Tijdens de gist-ascosporevorming, die in vijf fasen verloopt,
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wordt na conjugatie en kernversmelting, plasmogamy en karyogamy
genaamd, in de celkern cnder andere het genetisch materiaal ver-
dubbeld en vervolgens gedeeld. Dit proces wordt meicse of re-
ductiedeling genoemd. Er ontstaan vier kernlobken, die haploid
zijin. Daaromheen worden na afsnoering de ascosporewandlagen
gevormd (Fowell, 196%a, b). In tegenstelling tot bacteriesporen,
die door enzymactiviteit (lysozym) snel vrijkomen ult de moeder-
cel, sporangium genaamd, blijven veel gist-ascosporesoorten

ook na het rijpingsproces ingesloten in de meoedercel of ascus.
Het is zelfs mogelijk dat spore-ontkieming, knopvorming en con-
jugatie in deze ascus plaatsvinden.

Door toepassing van fasecontrast, doch ook zonder dat, zijn
gistascosporen in de ascus microscopisch goed te onderscheiden.
Door de elektronenmicroscoop is de ophouw van gist-ascosporen
en de ligging in de ascus zeer gedetailleerd waar te nemen
(fig. 6a, 6b:; Kreger-van Rij, 1978). Deze transmissie-elektronen-
microscopische opname laat duidelijk zien dat in de ascus, bui-
ten de gevormde haploide ascosporen, vrij moedercelplasma aan-
wezlg is (epiplasma genaamd) . Dit epiplasma bestaat onder ande-
re uit: vacuolen, mitochondria endoplasma-reticulum, hydroly-
tische enzymen (protease), voedingsstoffen (iipiden en glyco-
geen) en soms een rest nucleolus waarvan de meicse gefaald
heeft (Fowell, 1975). Bij gist-ascosporen die niet vrij komen
uit de moedercel, kunnen deze epiplasmafactoren van invloced
zijn op het gedrag {(resistentie) bhiij opslag van gewassen asco-
sporensuspensies.

Schimmel~asci bhevatten over het algemeen weinig epiplasma
(fig. 7). Er zijn echter ook gistsoorten met weinig epiplasma
in de rijpe ascus, en gistsocorten waarbij de sporsn zeer snel
vrij kemen uit de moedercel of ascus (Kiluyveromyces). Opvallend
in figuur 6 i1s tevens de vrij brede grijzige laag tussen het
gist—ascospore—plasmamembraam ol plasmalemma en de 2-4 asco-
sporewandlagen (Besson, 1966). Tussen het plagmalemma en de
sporewandlagen van Byssochlamys-ascosporen komt microscopisch
gezien ook een brede grijzige laag voor. Deze wordt bij Bys-
sochlamys-ascosporen tevens nog onderbreoken deoor een dunne don-
kere tussenlaag (fig. 7). Bij ongeslachtelijk gevormde Byssoch-
lamys-conidia daarentegen komt een dergelijke brede en onder-
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Fig. 6. a. Saccharomyces fragilis dormant ascosporen.
b. Saccharomyces cerevisiae ascospore-ontkieming.
Bron: Kreger-van Rij, 1978,

broken laag niet voor (fig. 8). Deze wordt daarom wel in ver-
band gebracht met een typlsche, cortexachtige structuur die be-
palend zou kunnen zijn vocr de veel hogere thermoresistentie
(tabel 2) van Bysscchlamys-ascosporen versus die van de conidia
(Partsch et al., 1969).

De gist-ascosporewand is samengesteld uit lipiden (fosfoli-

piden}, proteinen en polysacchariden. De gist-ascospore (wand)
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Fig. 7. Bassochlamys nivea-
asci en -ascosporen, Bron:
Put & Kruiswiik, 1968. Ver-
groting: 2300 x.

. o ik
is hydrofoob, lipefiel, glusulaseresistent {(glusulase is cel-
wand hydreclyvsersnd enzym B-glucuronidase), zuurvast, licht—
brekend; ze is bovendien donker onder de elektrconenmicroscoop
en heeft een geringe vochtdcorlaatbaarheid (Fowell, 1969b,
1975} .

Evenals bacterién vertonen gisten het 'commitment'-fenomeen
in een vrij vroeg stadium: na de tweede fase van het sporu-
leringsproces. In tegenstelling tot bacterién heeft de goed
gevoede gistcel geen genetische informatie nodig om te sporu-
leren. Dit betekent dat het sporulerend vermogen van de gist-
cel sterk afhankelijk is van de wijze waarop en de mate waarin
de voorafgaande plasma- en kernparing tot stand is gekomen
(Hartwell, 1974); Spoentane sporulering in een voor vegetatieve
vermeerdering geschikt medium is daarom nooit volledig uitge-—
sloten.

De kans op sporulering kan bovendien tcenemen, nadat de sta~
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Fig. 8. Bysscochlamys fuiva-
conidiofore, -fialide en
—conidia. Vergroting: 2100 x.
Bron: Put & Krulswiik, 1968.

tionaire groeifase is bereikt en de benodigde stikstof voor de
instandhouding van de vegetatieve vermeerdering minder toeganke-
lijk is geworden {Bernlohr & Leitzmann, 1969). Zo kan bestude-
ring van het gedrag (onder andere thermoresistentie) van vege-
tatiave glstcellen versus dat van gist-ascosporen bemoeilijkt
worden, als in de vegetatieve cultuur spontaan een microsco-
pisch niet of nauwelijks waarneembaar aantal sporen is gevormd,
hetgeen een ongewenste verslulering van de mogelijk te verwach-
ten gedragsverschillen tot gevolg heeft (Put et al., 1977, 1980).
omdat nog relatief weinig bekend is over het mechanisme van
gist-ascogporevorming, is bovendien het synchroon, massaal pro-
duceren van een hcmogene gist-ascospore cultuur moeilijk reali-

seerbaar. (Hartig & Breitenbach, 1977).
Schimmelsporevorming

In de mycologie, de leer van de fungi (gisten, schimmels en
paddestoelen), heeft het begrip vegetatieve, asexuele of onge-

slachtelijke vermeerdering vier betekenissen: 1. deling (frag-
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mentering van een hyfecel, oidium, gevolgd door vorming van
een nieuwe zelfstandige cultuur; dus los van de meedercultuur.
2. deling van cellen in dochtercellen, veelal als deel van de
moedercultuur., 3, knopvorming van cellen (gisten) en sporen
(blastcsporen) , gevolgd door vorming van een nieuwe zelfstan-
dige cultuur. 4. sporevorming, ¢gevolgd docr ontkieming, kiem-
buis-, en myceliumvorming (Alexopoulcs & Mims, 1979).

Over het mechanisme van de vele schimmelspcruleringsproces-—
sen is relatief weinig gepubliceerd (Weber & Hess, 1976). Een
uitgesproken verschil met endosporevorming van de Bacillaceae
is de belangrijke functie wvan het schimmelmycelium binnen het
sporuleringsproces (Madelin, 1966; Weber & Hess, 1§976).

Zoals reeds eerder werd opgemerkt is de hvfe de vegetatieve

levensvorm van de meeste schimmels. Hyfen zijn cylindervermige

langgerekte starre cellen. Voedingsstoffen doch ook celplasma
en celkernen stromen vrij deoor de hyfen van lagere schimmels

en kunnen zich verplaatsen via pori&n in de tussenschotjes van
hogere schimmels. Iedere hyfecel bevat &&n of meerdere celkernen.
Celkernen van lagere fungi kunnen zich in de hyfen verplaatsen
met een snelheld van ongeveeyr 2 mm per uur tot maximaal 6 cm
per uwur tijdens het sporuleringsproces (Madelin, 1966} . Aan de
top of apex van een hyfe kan anastomose plaatsvinden; een fusie
van 2 hyfen, waardocor een netwerk of mycelium ontstaat. Anasto-
mose kan over een relatief grote afstand ( > 10 pum) gestimuleerd
worden. De apex speelt tevens een belangrlijke rcl in de diverse

sporuleringsprocessen (Bartnicki-Garcia, 1973).

Ongeslachtelijke excgene sporevorming

In de apex van een generatieve of vruchtbare hyfe bevindt zich
genatisch-actief celkernmateriaal. Uit een generatieve hyfe

(top} kunnen sporedragers ontstaan. Deze worden ook conidiofore
of sporofore hyfen genocemd. Aan of rondom de top van een sporc-
fore multinucleaire hyfe kunnen sterigmata of fialiden gevormd

_—

worden; bij Euascomycetae zijn dit flesvormige cellen. Vanuit
de eindstandige top van de sterigmata is verveldens na herhaal-
de reductiedeling van een celkern of vanuit een reeks nuclei

die in de sporedrager zijn gevormd, ongeslachtelijke exogene
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sporulering mogelijk (fig. 5).

De aldus ongeslachteliijk gevormde schimmelspore isg, in tegen-—
stelling tot het vegetatieve mycelium, een nucleair deel dat
zich afscheidt van de sporofore hyfe waardoor stilstand in de
beweeglijkheid van het cytoplasma ontstaat. Bovendien wordt het
celvochtgehalte lager en het metabolisme trager, mede ten gunste
van de vorming van hoog-moleculaire verbindingen. Tevens worden
de vacuolen kleiner of verdwijnen, terwijl het endoplasmatisch
reticulum nog nauwelijks zichtkaar zal zijn. De volwassen spore
heeft een grotere weerstand tegen invlceden vanuit de omgeving
dan het moedefmycelium, waaruit de spore is voortgekomen (Smith
& Berry, 1974).

De morfologie en de structuur van de sporen en sporofore
hyfen zijn van essentieel belang voor de clasgificatie van schim—
mels. Exogeen gevormde ongeslachtelijker schimmelsporen dragen
de verzamelnaam conidia. Uit &&n sporedrager kunnen duizenden

conidia gevormd worden.
Ongesiachtelijke endogene sporeveorming

Bij lagere fungi, zoals bij de Mucorales (fig. 3} kan asexuele
endogene sporeveorming plaatsvinden aan de top van een vruchtbare
hyfe. Deze verdikt zich tot een knotsachtige structuur, columel-
la of sporangiéndrager gencemd. Tevens ontstaat een zakachtig
vlies waarin zich celplasma en fertiele celkernen bevinden,
waarult sporangiosporen worden gevormd. Deze endogeen gevormde
sporangicsporen zijn dus aanvankelijk omgeven docr een dun viies
en ingesloten in het sporangium. Dit sporangiumvlies is zeer
kwetshaar, hetdeen de verspreiding van de sporangiosporen be-

vordert,
Geslachtelijke sporevorming ,

Perfecte lagere en hogere fungi hebben twee levenscycli: 1. die
waarin sporeverming geslachtelijk is, 2a. die van ongeslachte-
lijke (vegetatieve) sporevorming of 2b. die, zcals bij gisten
waarin uitsluitend vegetatieve asporogene vermeerdering plaats-—

vindt.
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Geslachteliike sporen bezitten elgenschappen gericht op over-
leving van de soort onder ongunstige milieu-omstandigheden.
De eigenschappen van ongeslachtelijke sporen zijn gericht op
snelle en verre verspreiding van de soort. Ongeslachtelijike
sporen worden immers in de natuur vele malen per seizoen in
grote aantallen gevormd, terwijl geslachtelijke sporulering
slechts een enkele maal per jaar, gedurende ecen voor vedetatie-
ve vermeerdering ongunstig wordend micro- <of macroklimaat, een

gering aantal sporen voortbrengt (Alexopoulos & Mimgz, 1979).
Geslachtelijke endogene sporevorming

Een apex waarin genaratief, gsexueel gedifferentieerd celkern-
materiaal aanwezig is, wordt gameet of gametangiym gencemd. De
mannelijke gameet is het antheridium, de vrouwellijke gameet het
ascogonium of odgonium (fig. 5). Door anastomose van antheridium
en ascogonium gevceclgd door vermenging van het celplasma (plas-
mogamie) , ontstaat dikaryontisch mycelium,

Dit zijn myceliumcellen, waarvan het celplasma zowel manne-
lijke (¢} als vrouwelijke {(a) celkern(en) bevat. Deze dikaryon-
tische fase wvan het vegetatieve schimmelmycelium kan gedurende
een lange periode binnen de levenscyclus gehandhaafd blijven

(N+N fase). Vervolgens kan, geprikkeld door uitwendige omstandig-
heden, kernfusie of karycgamie plaatsvinden: het samensmelten

van twee sexueel gedifferentiecerde o- en a-celkernen. Hiermee
is de diploide 2N-fase aangebrcken. Bij lagere schimmels kan
kernfusie direct gevolgd worden door meiose en zygosporevorming
(fig. 3). Bij hogere schimmels kan karyogamie &f direct 6f na
herhaalde diplcide mitose {genetisch volwaardige celdeling) ge-
volgd worden door meicse (reductiedeling) en ascospcreverming,
De ascus bevat &&n tot vele ascosporen (Alexopoulos & Mims, 19793,
De ascuswand 1s een voortzetting van de vegetatieve celwand.
De ascosporewand is uit nicuw celwand-materiaal gevormd en be-
staat uit meerdere lagen. Asci kunnen in groepjes ingesloten
worden door een of meerdere lagen steriele hyfecellen met een
laag vochtgehalte, ascocarp genaamd., De vorm van het ascocarp
is type-specifiek en wordt afhankelijk daarvan cleistothecium,

perithecium, apothecium of leccule gencemd (fig. 9).
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ASCOCARF_
WAND A

Fig. 9. Twee typen ascocarp. Bron:
CLEISTOTHECIUM PERITHECIUM {Moore-Landecker, 1972).

Hyfedelen waarin de nuclei ontbreken, ziijn steriel en niet
meer levensvatbaar. Door middel van bepaalde laboratorium-
technieken is het mogelijk sporen of hyfedelen van perfecte
fungi te cogsten die uvitsluitend haplcide cellen bevatten van
88n genetisch sexueel scort. Hieruit ontstaan imperfecte varian-
ten (Weber & Hess, 1976). Blij deze cultures, in aanraking ge-
bracht en gekruist met cellen van het andere geslacht, kan de
perfecte diploide fase opnieuw intreden en is geslachtelijke
reproduktie weer mogelijk. Op deze wijze kunnen ock nauw ver-
wante fungussoorten gekruist worden. In de industriéle micro-
biclogie wordt veelvuldig gehruilk gemaakt van gekruiste fungus-
soorten waarin bepaalde biochemische eigenschappen in versterk-

te mate aanwezig zijn (Fowell, 1969b).
Geslachtelijke excgene sporevorming

Deze sporevorming komt uitsluitend voor bij Basidiomycetes.

Nadat fusie (plasmogamie) heeft plaatsgevonden van geslachte-
lijk gedifferentieerde hyfedelen, ontstaat, zoals reeds eerder

ig beschreven, een dikaryontische fase, waarbkij het versmolten
mycelium veranderingen ondergaat en een basidiccarp en basidién
vormt. In-de basidién vindt kernfusie plaats gevelgd decor meiose
en basidio-sporevorming aan de top of sterigmata van het basidium

{Mcore-Landecker, 1972).
Tenslotte nog sen opmerking over homothallische fungusvormen.

Deze komen vooral voor bij lagere fungi, doch ook, zij het in
mindere mate, bij hogere fungi. Een homothallische fungus heeft
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een geslachtelijk hermafrcdiet gedifferentieerde afr celkern,
zodat sexuele reproduktie mogelijk is zonder voorafgaande plasma-
en celkernversmelting.

Bij gisten echter komen ook haplcide homothallische soorten
voor (Saccharomyces bailii). Deze moeten eerst conjugeren om

alx dipleoid te worden en te kunnen sporuleren.
DORMANCY

Dormancy is een vorm van resistentie tegen ontkieming en andere
de-stabiliserende factoren (Gerhardt & Murrell, 1978). Bij
fungussporen kan men twee vermen van dormancy onderscheiden:
constitutionele dormancy, zcals ook bilij bacteriesporen voor-
komt, en exogene dormancy {Sussman & Halvorson, 1966, Weber &
Hess, 1976).

Constitutionele dormancy 1s een rustpericde inherent aan de
levenscyclus van de spore zelf. Ze wordt gekenmerkt dcor blok-
kering van de penetratie van water en nutriénten, blokkering
van het metabolisme en de reproduktie door in de spore gevormde
inhibitoren. Ontkieming kan veelal niet plaatsvinden in het
medium waarin sporevorming heeft plaatsgevonden, en is boven-
dien pas mogelijk, nadat een buiten de spore aanwezige contra-
inhibitor de dormancy heeft decorbroken. Constitutionele dorman-
¢y komt vooral wvoor bij endcgeen gevormde sporen van bacterién,
gisten en schimmels. Constitutioneel rustende fungus-sporen
worden ook wel memnosporen gencemd. Een memno— of standvastige
spore blijft dicht bij de plaats van de sporevorming en is veel-
al nog verbonden met de moedercel (ascus) of met de moederstruc-
tuur (mycelium) en heeft een lange tot zeer lange overlevings-
tijd van minstens 1 maand tot mecr dan 2500 Jjaar. {Unsworth
et al., 1977).

Exogene dormancy is een rustperiode die door uitwendige omstan-—
digheden aan de spore opgelegd wordt. Gebrek aan vocht speelt
hierbij een belangrijke rol. Wordt dit wvochtgebrek opgeheven,
dan ontkiemt de .exogeen rustende spore spontaan {(Weber & Hess,
1976) . De meeste excgeen gevormde sporen vertonen ¢ok exogene
dormancy. Veel exogeen dermante fungussporesoorten behoren tet

de zogenaamde xencsporen (vreemdeling-, gastsporen]. Xenosporen
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worden in zeer grote aantallen gevormd en hebben geen of slechts
cen zwakke binding met de moederstructuur (de sporofore hyfe).
Het dispergerend vermogen van Xenosporen is zeer groot; ze kun-
nen ver verwijderd van de plaats van herkomst tot ontkieming

en groei komen {4 m - 800 km; Madelin, 1966). Bovendien is de
overlevingskans van xenosporen in hogere luchtlagen, rijk aan
ultraviolette stralen, vrij groot. Voor de voedingsmiddelen-—
microbiolocg hebben de bijzondere eigenschappen van éxogeen dor-
mante fungus-xenosporen belangrijke ccenseguenties, te meer daar
2ij veelal in zeer grote massa's worden gevormd. Ze zidn ver-
spreiders wvan planteziekten (fytopathogene fungi), kunnen boven-
dien aanleiding geven tot bederf van voedselvoorraden, en tot
wvorming van myccotoxinen in nog te verwerken veedingsmiddelen
(Rodricks, 1976).

ONTKIEMING

Het contkiemingsproces van bacterie-, gist- en schimmelsporen
waarvan de endogene dormancy is doorbroken, wordt gekenmerkt
docr verlies van resistentie ten opzichte van de omgeving (hit-
te, uitdroging, radiatie, enzymen en chemische stoffen), het-
geen microscopisch zichtbaar is door verlies aan lichtbrekend
vermogen (de dormante spore was fase~helder, de ontkiemende
spore is fase-donker). Mede ten gevclge van veranderingen in de
gporewandstructuur nemen de osmotische gevoeligheid, de door-
laatbaarheid voor onder andere elektrolyten en kleurstoffen en
de uitscheiding van celmaterialen, zoals die van hoog- en laag-
moleculaire verbindingen, toe. Ook de ademhalingsactiviteit (uit-
gedrukt in ademhalingsquotiént g: 02/CO2 in mm3 per uur per myg
celdrooggewicht) en de opname van vocht, waardoor de spore zwelt,
nemen toe. Er ontstaat tenslotte een deelbare vegetatieve bhacterie-
cel, gistcel of schimmelhyfe. De spontane inzet en het minder com-
plexe verloop van de ontkieming van exogeen dormante Actinomy-
cetes en fungussporen kunnen reeds plaatsvinden bij een relatief
lage temperatuur (vanaf 2 °c) en bij sen relatief laag vocht-
gehalte (Kalakoutskii & Agre, 1973}.

Een ontkiemde spore 1% een vorm van cellulaire differentia-

tie. Immers, zowel de morfologische en biochemische eigenschap-
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pen als de resistentie van een ontkiemde spore vertonen uitge-
sproken verschillen met enerzijds de corresponderende dormante
spore en anderzijds de corresponderende vegetatieve cel (Ash-
worth & Smith, 1973).

Myxococcus

Ontkieming van myxosporen is evenals myxosporevorming het resul-
taat van uitwendige omstandigheden in combinatie met het resul-
taat van een celinteractie die bij andere sporevormende bacte-—
rién en fungi niet voorkomt. Deze myxospore=-interactie heeft tot
gevolg dat ontkieming en zwermvorming van geactiveerde myxc-
sporen alleen (massaal) kan plaatsvinden, indien het aantal
ontkiembare myxosporen voldoende is om een 'zwermt' te vormen
(minimaal 5.10° ml~™!) en een complex groeimedium aanwezig is
waardoor de DNA-synthese zodanig kan zijn, dat de ontkiemende
myxosporen homogeen van opbcuw zijn en dus voldoende DNA be-
vatten om tot volwaardige deelbare vegetatieve cellen uit te
kunnen groeien (Dworkin, 1973).

Warmte heeft geen effect op de ontkieming van myxosporen.
Tijdens het ontkiemingsproces gaan de myxosporen van fase-helder
an refractiel over in fase-donkere cellen, die van bolvormig

langwerpig worden en het kapsel verliezen.
Actinomycetes

Door activering van Actinomycetes~sporen ontstaan condities
waarbi] de kiemspleet, die aanvankeliik docr een of meerdere
sporewandlagen was bedekt, zich opent en een kiembuis, cen eer-
ste aanzet tot een myceliumhyfe, gevormd wordt (Alexopoulos &
Mims, 1979). De kiembuiswand bestaat deels uit reeds in de spore
gevormd materiaal, deels uit nieuw celwandmateriaal. Het ont-
kiemingsproces van endo- en exosporen van Actinomycetes komt
morfologisch stexk overeen met dat van schimmelsporen, doch
biochemisch zijn veel overesenkomsten met het ontkiemingsproces
van Bacillus-sporen aan te wijzen. Hiervan is in het bijzonder
sprake bij de thermofiele genera Thermoactinomyces en Actino-

bifida, waarvan de sporen een cortex bezitten. Tijdens de ont-
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kieming van deze sporesoorten verdwijnt de cortex; de spore
zwelt op tot het dubbele volume en de sporewandlagen fragmen-
teren. Vervolgens verschijnt de eerste aanzet van de kiembuis.
BEen typisch verschil tussen deze cortex bevattende thermo-
fiele Actinomycetessporen en Bacillus-gporen is het feit dat
ontkoppeling van dormante Thermoactinomyces-sporen mogelilk is
in water bij een relatief lage temperatuur (20 OC), terwijl
voor de activering van het ontkiemingsproces zelf vervolgens
Ca2+
(55-60 OC) voldoende zijn. Het ontkiemingsproces is voltooid’

2+ ., . X
- en Mg” "-ionen en een c¢ptimale temperatuur voor groei

op het moment dat in de kiembuils volwaardig — dus deelbaar -
celkernmateriaal aanwezig is (XKalakoutskii & Agre, 19746).
Streptomyces-gxosporen vertonen overwegend exogene dormancy en
zullen dus bij gunstige milieu-cmstandigheden spontaan tot ont-

kieming komen.
Fungi

Schimmelspore-ontkieming kenmerkt zich merfologisch door toe-
name van het celvolume; de sporewand wordt gespannen, de buiten-
ste wandlaag breekt, de kiemspleet of kiemporie wordt gecpend,
en de kiembuis verschijnt als voortzetting van &&n van de in-
wendig gelegen sporewandlagen. De ontkieming is woltocid, nadat
zich in de kiembuis genetisch actief celkernmateriaal heeft ge-
vormd.

Gistspore-contkieming kenmerkt zich veelal door toename wvan
celvolume en cellengte; de buitenste sporewand breekt op diver—
se plaatsen en wordt tenslotte afgestoten. De daarbinnen gelegen
sporewandlaag werdt deel van de wand van de Jjonge vegetatieve
cel (fig. 6b).

RESISTENTLE '

Voedselconservering is gebaseerd op 'hurdles': een netwerk van
elkaar onderling beinvloedende factoren die in positieve of

negatieve zin kunnen bijdragen tot de gewenste microbiologische
noudbaarheid. Enkele van deze factoren zijn: de initi&le spore-

besmetting; sporescorten; de F-waarde van de toegediende hitte-
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behandeling; de stralingsdosis; de soort en de concentratie van
de toegevoegde conserveermiddelen; de wateractiviteit, zuurgraad,
de redoxpotentiaal en de samenstelling van het voedingsmiddel
als verhittings—-, stralings—- en groeisubstraat voor beschadigde
hacterie-, gist- en schimmelsporen; de opslagtemperatuur en de
opslagtijd.

Voor de bestudering wvan de {thermo)resistentie van bacterie-,
gist— en schimmelsporen in vcedingsmiddelen dient de basis voor
een modelsysteem derhalve bij voorkeur het voedingsmiddel
zelf te zijn. In het hiernavolgende zullen esn viertal van de
genoemde sporeresistentie beinvloedende factoren vergeleken
worden: de hitteresistentie, de wateractiviteit, de zuurgraad

en het adaptatievermogen.

Thermoresistentie

Het afstervingspunt (Thermal Death Point of TDP) van een aantal
bacterie-, gist- en schimmelsporen is samengevat in tabel 2., Ten
aanzien van het gegeven cijfermateriaal moet worden opgemerkt
dat alleen de voor Bacillus- en Clostridium-Sporen dgedeven
TDP-waarden afkomstig zijn van onderling vergelijkbare gestan-—
daardisecerde testmethoden. De voor schimmels verzamelde TDP-
waarden dienen met enige voorzichtigheid gehanteerd te worden,
daar de gevclgde techniek voor sporevorming, cogsten van sporen,
en de bepaling van de thermcoresistentie niet op onderling ver-
gelijkbare methoden berust. Bovendien blijkt uit de verzamelde
gegavens dat de hitte-inactivering van schimmelsporen vaak niet-
logaritmisch verlcoopt en vrij abrupt geschiedt bij een bepaald
afstervingspunt. Van deze schimmelsporen zijn de D- en z-waarden
derhalve niet nauwkeurig vast te stellen (van der Spuy et al.,
1975; Splittstoesser & Splittstoesser, 1977). Wel kan met enige
zekerheid worden geconcludeerd dat het afstervingspunt van spo-

° Oc (fungus ascosporen

ren minimaal 10 ~“C (gisten) en maximaal 50
in een intacte ascocarp en Bacillus stearcothermophilus) hoger ig
dan het afstervingspunt van de corresponderende vegetatieve bac-
terie-, gist- en schimmelcellen (van der Spuy et al., 1975;

Put et al., 1977, 1980; Warth, 1978a,b}.

Uit de gegeven TDP-waarden van fungussporen kan worden af-
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gelelid dat produkten die bij 65-90 °c worden gepasteuriseerd
eerder overlevingskansen zullen bieden aan schimmel- dan aan
gist-ascosporen. De hitteconserveringspraktijk 1lijkt echter

het tegenovergestelde uit te wijzen, hetgeen verband zal houden
met de differentiatie in het O,-behoeftepatroon. Veel ascospore-
vormende gisten zijn immers facultatief anadroob, terwijl schim-
mels overwegend obligaat aé&rocbh zijn. Dit betekent dat produk-
ten die ontlucht zijn gedurende het verwerkingsproces {blanche-
ren, evacueren, exhausteren), onvoldoende restzuurstof zullen
bevatten, of wel een te lage redoxpotentiaal (Fh) zullen hebben
om ontkieming en grcei van cverlevende schimmelsporen te ini-
tiéren. Hetzelfde geldt voor ontluchte gecarboniseerde Iris-—
dranken. Een uitzondering hierop vormen onder andere enkele
penicillium-scorten (Williams, et al., 1%41; van der Spuy et al.,
1975) en Bysscchlamys-ascosporen, die nog bij ecen zeer dering
rest Oz—gehalte, vertraagd tot ontkieming en myceliumvorming
kunnen komen. Bij] Byssochlamys nivea is circa 0,1 ml O2 in een
100 ml recipiént gemeten bij 1 bar en 25 e nog voldeoende.
Byssochlamys vertoont tevens een relatief grote C02—re5istentie.
Deze schimmel kan daardoor fermentatieprocessen, zcals die bif
appelcider en pickles, in ernstige mate verstoren en daarbii
tevens patuline, een mycotoxine, vormen (Put & Kruiswijk, 1968;
Rice et al., 1977).

Bederf door schimmelontwikkeling in door hitte geconserveer-
de voedingsmiddelen kan bovendien gemaskeerd zijn: 1. In een
niet-optimaal groeimilieu zullen beschadigde schimmelsporen een
vertraagde ontkieming en myceliumvorming vertonen. In produkten
met een korte omlooptijd (1-4 weken) zal dan derhalve nog geen
of in uiterst geringe mate myceliumvorming hebben plaats gevon-
den. 2. Door hitte beschadigde schimmelsporen zullen in een 02—
arm milieu aanvankelijk wel tot ontkieming komen en mycelium
gaan vormen, doch vervolgens bilj gebrek aan groei-stimulerende
factoren afstervingsverschijnselen gaan vertonen. Deze geremde
schimmelvorming zal dan slechts geringe sensorisch en fysisch-
chemisch waarneembare veranderingen in het groeimilieu hebben
teweeggebracht. Dit betekent dat veel ervaring en analytische
vaardigheid vereist zijn om een dergelijke vorm van bederf op te
kunnen sporen. 3. Bij bepaalde fungi kan dimecrfisme optreden:
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een fenctypische celdifferentiatie, waarbij onder ana&rocbe
omstandigheden het gevormde mycelium een glstachtige structuur
krijgt (Smith & Berry, 1974).

Volgens eigen ervaring komt dit groeipatrocn veoor bij Mucor-
achtige fungi in zacht fruit met suikerhoudende opgiet. Het op-
tredende bederf kan gepaard gaan mat sterke CC,-ontwikkeling,
hetgeen aanleiding kan zijn tot een onjuiste diagnose, doordat
de ocrzaak van het bederf aan gisten toegeschreven wordt. Het
afstervingspunt van deze Mucor-soorten in vruchtensap ligt bij
circa 65 °c (Marshall & Walkley, 1952), in aardbeien op sap ‘
bij circa 72,5 °C (eigen waarneming) .

Vanuit de levenscyclus van schimmels gezien, is de kans op
de aanwezigheid van hittegevoelige conidia en speorangiosporen
aanmerkelijk groter dan de kans op de aanwezigheid van hitte-
resigtente agcosporen en van ascosporen die zijn ingesloten in
een ascocarp (Alexopoulos, 1962; Smith & Berry, 1974): doch deze
zal aanmerkelijk grcter worden indien de te verwerken gewassen
minder vers of minder gaaf zijn en een voorbehandeling hebben
ondergaan zoals pulpen, concentreren, indampen, drogen. Worden
bovendien zowel de transport-, opslag— en bedrijfshygiéne, als
de verwerkingstechniek en procestechnologie in onvoldoende mate
beheerst, dan zlijn ascospore- en asccocarpvorming te verwachten
op het geoocgste produkt en het daarmee in contact komende ver-
pakkings- en transportmateriaal binnen het produktieproces.

Bestudering van de thermoresistentie van fungussporen eist
cen speciale vaardigheid en is gecompliceerder naarmate een
fungusscort meerdere soorten sporen kan vormen. Bij de resis-
tentere sporevormen — ascosporen en cleistothecia — is boven—
dien de maximale resistentie pas aanwezig, relatief lang nadat
microscopisch volwassen ascosporen zijn waar te nemen. Byssoch-
lamys-asci zijn binnen &&n week gevormd, doch de maximale thermo-
resistentie is pas nd 4 weken incubatie aanwezig. Tn deze 4
weken wordt de thermo-resistentie langzaam opgebouwd (eigen waar-
neming} . Dit fenomeen kan verband houden met het watertransport
binnen de cel en de opbouw van complexere verbindingen of mem-
bramen die bepalend zijn voor de resistentie. Voor de vorming
van Penicillium cleistothecia is gen incubatie van ongeveer 6

weken vereist (van der Spuy et al., 1975). Voor aspergillus-
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soorten zelfs 28 weken (McEvoy & Stuart, 18%70).

De keuze van sporuleringsmedium gekoppeld zan de incubatie-
temperatuur en ~tijd is bij thermoresistentie-onderzoek bij
fungi veelal intuitief experimenteel vastgesteld, en kan niet,
zoals bij de Bacillaceae, steunen op kennis over factoren die
bepalend zijn voor het sporulerend vermogen en de opbouw van
de thermoresistentie. Bovendien is over het mechanisme en over
de factoren die herstel of revivicatie van sub-letaal beschadig-

de fungusspocren kunnen bewerkstelligen, nog weinig bekend.
Wateractiviteit

Zoals reeds 1is opgemerkt ten aanzien van Bacillaceae-sporen,
is ook de minimale a  voor spore-ontkieming en uitgroei wvan
fungussporen veelal hoger dan die voor vermenigvuldiging wvan
de corresponderende vegetatieve cellen. Bovendien is de wijze
waarcp de a fvsisch tet stand is gekomen van invlced op de
minimale ontkiemingswaarde (Acott & Labuza, 1%975; Lubieniecki-
von Schelhorn & Heiss, 1975; Corry, 1876a, b).

De minimale a, voor bacteriespore-ontkieming bedraagt 0,95,
Dit betekent dat produkten met een aw—waarde kleiner dan 0,95
veilig zijn ten aanzien van de kans op ontkieming, groei en
toxinevorming door ¢. botulinum en andere toxinogene Bacillaceae.

De meeste fungussporen ontkiemen nog bij een a  van 0,85-0,90.
De groep van osmotolerante fungi vertonen nog gpore-cntkieming
bij een s, van 0,75-0,80. Voor typische osmofiele en xerofiele
fungi is de minimale a, voor spore-ontkieming 0,65 (Leistner &
Ridel, 1976).

Voedingsmiddelen kunnen naar het vochtgehalte worden inge-—
deeld in: vochtige—, halfdroge- en droge voedingsmiddelen. Hier-
van bedraagt de a, respectievelijk 1,0-0,9C¢; 0,90-0,60 en G,60-
0,00. Uit het wvoorgaande volgt dat de houdbaarheid van vochtige,
neutrale, door hitte gesteriliseerde wvolconserven vooral bedreigd
kan worden deor coverlevende bacteriesporen. Vechtige, zure,
door hitte gepasteuriseerde voedingsmiddelen bieden vooral he-
derfkans voor overlevende gisten en voor schimmelsoorten die
bij een lage Oz—spanning tot ontkieming en groei kunnen komen,

Halfdroge voedingsmiddelen zijn een ideale voedingsbodem
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voor fungussporen. Onkundig behandelide droge voedingsmiddelen
zullen vooral groeikansen bieden aan csmofiele en xerofiele
fungl. {(Pitt, 1975}. )

Over de mate van toename van de thermoresistentie (- en
z-waarden) van gist- en schimmelascosporen bilj verlaging van
de a_en de relatie tot het aw-verlagend agens 1s weiniyg ver-
geliijkbaar cijfermateriaal gepubliceerd., Uit nog niet gepubli-
ceerd onderzoek blijkt dat in dit kader het gedrag van gist-
ascosporen veel overeenkomst vertcont met dat van Bacillus~
sporen (Put & de Jong, 1980).

Het onderzoek heeft onder andere het volgende aangetcond:

1. NaCl als aw—verlagena agens zal bii een a_ van ¢,90-0,95

geen of slechts een geringe vertraging in de hitte-inactivering
van gist-ascosporen bewerken. 2. Saccharose daarentegen zal bij
een a_ van 0,90~0,95 de hitte-inactiveringssnelheid van gist-
ascosporen ongeveer halveren. 3. In gesuikerde aardbeien—opgiet
met een a van 0,95-0,975 is de vertraging van de hitte-inacti-
vering zelfs driemaal zo groct. 4. De z-waarde ondergaat hierbij
nauwelijks enige verandering.

Beuchat & Toledo (1977) nemen ten aanzien van Byssochlamys-
ascosporen en saccharose als aw—verlagend agens dezelfde ten-
dens waar voor wat betreft de toename van de D-waarde bi]) af-
name van de a, tot 0,90-0,98., Bij vergelijking van diverse ge-—
suikerde vruchtensappen blijkt veenbes de geringste en ananas
de grootste ontkiemingsgroei- en sporuleringskans +te bieden.
p-waarden in relatie tot de a. worden dcor deze auteurs alleen
vOoOr grape-sap gegeven. Afname van de a, tot 0,95 resulteert in
o.~waarde die ongeveer viermaal zo groot is dan die bij

75 TC
a, van 0,995. De z-waarde werd niet vastgesteld.

een b

Het onderzoek van Splittstoesser & Splittstoesser (1977)
toont voor Aspergilius- en Byssochlamys Ffulva-ascosporen even-—
eens een verhoogde thermoresistentig aan in een suikerhoudend
substraat. Ook Baumgart & Stocksmeyer (1976) en Eckardt & Ahrens
{1977} nemen dit waar.

Uit het bovenstaande volgt dat ock bij fungussporen de thermo-
resistentie gerelatesrd zal zijn aan de a_ zowel als aan het

a_-verlagend agens van het verhittings- en recovery-substraat.
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Zuurgraad

Verlaging van de pH van het verhittingssubstraat van pH 7,5 tot
pH 4,5 resulteert in een progressieve versnelling van de hitte-
inactivering van bacterie-endosporen. Een uitzondering hierop
vormen acidofiele Bacillaceae-specles.

De afstervingssnelheid van deze bacterie-endozpore-socrten
zal in een 0,025 M fosfaatcitraat buffer pH 4,5-pH 7,5 niet cof
nauweliiks beinvloed worden. In tegenstelling tot de geringe
zuurresistentie van bacterie-endosporen, bezitten fungussporen
een vrij grote zuurresistentie. Deze is niet alleen gekoppeld
aan de pH, doch tevens aan het pH-verlagend zuur zelf. In een
fogfaat-citraat buffer 0,025 M pH 2,5-pH §,0 zullen fungussporen
geen of nauwelijks enige verandering van de hittegevoeligheid
ondergaan; mede afhankelijk van het pH-verlagend ;uur en de con-
centratie ervan bilj een bepaald pH kunnen echter zowel de af-
stervingssnelheid als de ontkleming en greoei van door hitte
beschadigde fungussporen beinvloed worden.

Gesuspendeerd in 0,05 M tartaarzuur pH 3 en verhit bij 85 e
gedurende 120 min, zullen Byssochlamys fulva-ascosporen nauwe-
lijks worden aangetast:; in fumaarzuur echter zal na een ver-
hitting gedurende 120 min bij 8% °¢ het overlevende aantal asco-
sporen tot cngevesr 10”4 ziin gereduceerd (Schumann & Werner,
1973) . Dezelfde auteurs toonden aan dat Aspergillus-ascosporen
onder dezelfde omstandigheden in de aanwezigheid van de gencem—
de organische zuren ongevoelig zijin voor een dergelijke hitte-
behandeling. Deze waarnemingen zijn later door Splittstoesser &
Eplittstoesser (1977) bevestigd,

Over de invloed van pH en organische zuren op de hitte-gevoe-
ligheid van gistascosporen ig& nocg maar weinig gepubliceerd
(Dawes, 1976). Gisten zijn gevoeliger voor azijnzuur dan voor
appelzuur bij pH 3 (Wucherpfennig & Franke, 1968). Over het al-
gemeen is de gevoeligheid van fungi voor appelzuur vrij gering
(Marshall & Walkley, 1952; Baumgart & Stocksmeyexr, 1976). Boven-
genoemde waarnemingen bieden een mogelijke verklaring voor het
feit dat bepaalde vruchtesappen (ananas en zwarte bessen) snel-
ler bederven en een intensiever pasteurisatieprcces dienen te

ondergaan dan bijvoorbeeld citrussappen (eigen waarneming).
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De minimale pH voor spore-ontkieming en uitgroei is veelal
hoger dan die wvoor vermenigvuldiging van de corresponderende
vegetatieve cellen (Schumann & Werner, 1973). De optimale pH
voor spore—-ontkieming is zowel afhankelijk van het substraat
als incubatietemperatuur. Sommige Bacillaceae-sporen ontkiemen
nog bij pH 4,5 (Ito et al., 1976} . Voor acidofiele Bacillaceae-
gporen is de minimale pH voor spore~ontkieming ongeveer pH 3,8
{eigen waarneming} . Fungussporen cntkiemen nog bij pH 1,5~2,5
{Sussman & Halvoerson, 19266; Schumann & Werner, 1973). Bovendien
kunnen ontkieming en uitgroei van door hitte beschadigde bac-
terie- en fungussporen in belangrijke mate wederkeriq beinvlioced
worden door de a_ en de pH van het medium (Braithwaite & Perigo,
1971; Adams & Ordal, 1976).

Adapratie

Docr zowel milieu-omstandigheden en gewenning (fenctypische
adaptatie) als deoor genetische veranderingen (varianten) kan de
thermoregistentie, de osmotische gevoeligheid, de zuurgevoelig-
hei en de gevoeligheld wvan bacterie- gist— en schimmelsporen
voor andere factoren (hurdles) in zekere mate beinvloed worden.

Er zijn tendensen in de thermcresistentie en het thermo-
resistentie-adaptatievermogen van bacterie- gist- en schimmel-
sporen die veel overeenkomsten vertcnen. Voor Bacillaceae-sporen
is duidelijk aangetoond dat naarmate de maximale groeitempera-
tuur hoger is, ock de thermoresistentie van de sporen groter zal
zijn. Dit betekent dat sporen van psychrcofiele Bacillaceae min-
der resistent zullen zijn dan die van mesofiele soorten, terwijl
thermofiele Bacillaceae-sporen de hoogste thermoresistentie be-
zitten (Warth, 1978a,b). Ock sporevormende actinomyceten vertonen
dit fenomeen (tabel 2).

Alhoewel de thermoresistentie bij fungi niet systematisch
is bestudeerd, blijkt toch ook bij fungussporen een zekere re-
latie aanwezig te zijn tussen de maximale groeitemperatuur en
de thermoresistentie van de sporen. Ascosporen van thermotoie-
rante fungusspecies, zoals Bysscochlamys nivea (Put & Kruiswijk,
1968), aAspergillus fischeri var. glaber (McEvoy & Stuart, 1970},

Penicillium vermiculatum dangeard en p. brefeldianum dodge
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(van der Spuy, 1975), Saccharomyces cerevisiae en §. chevalieri
(Put et al., 1977) met een groei-coptimum van cilrca 35 OC, he-
zitten een aanmerkelijk hogere thermoresistentie dan mesofiele
en psychrofiele fungusspecies met veel lagere groei-optima.

Doch tevens kan binnen &&n bepaald socort, zoals Bacillus sub-
tilis en Saccharomyces cerevisiae, een vrij grote spreiding van
de sporethermoresistentie worden waargenomen. Bij nadere bestu-
dering van dit fenomeen blijkt dat de stammen van de sporen die
een relatief hoge thermoresistentie bezitten, afkomstig zijn
van produkten die een hitteproces hebben ondergaan. Er is dan
sprake van thermoselectie en hitte-adaptatie. Dit betekent dat
sporen met een hoge thermcresistentie en sporen die zich aan-
gepast hebben aan het tcoegepaste hitteproces dit als sub-opti-
maal ondergaan en derhalve overleven met behoud van deze 'aange-—
paste' thermoresistentie.

De hitteconserveringsindustrie is rijk aan voorbeelden van
boven beschreven hitteselectie—- en hitte-—adaptatie-fenomenen.
Doch ock in het laboratorium is het mogelijk hitte-adaptatie
van bacterie- en glstsporen tot stand te brengen. Tevens kan
men deze verloren doen gaan door herhaalde overentingen van cul-
tures die dan niet of slechts in zwakke mate aan bepaalde inac-
tiverende factoren {hurdles) zoals hitte, worden blootgesteld.

De voedselconserveringsindustrie is niet alleen een bhelang-
rijk milieu voor hitte-adaptatie van micro-organismen, doch ook
andere vormen van adaptatle kunnen er ontstaan of geactiveerd
worden., Dit betekent dat de voedingsmiddelen-microbioloog er
op bedacht moet ziin dat bacterie-, gist en schimmelsporen die
langdurig in een sub-optimaal milieu aanwezig zijn, sterk aange-
paste eigenschappen kunnen gaan vertconen, Hierdoocr kunnen be-
derfmogeli jkheden en bederfpatronen ontstaan die men theoretisch
gezien niet voor mogelijk zou houden. Enkele voorbeelden hier-
van zijn: 1. de ontkieming en groei van B. stearothermophilus
in een doperwtenmilieu bij 25 °C (eigen waarneming): 2. de ont-
kieming en groei van ¢. sporogenes in abrikozen en peren op sap
PH 3,5-3,8 {(eigen waarneming); 3. de ontkieming en dgroei van
Saccharemyces bailii in vruchtensappen bij een benzo&zuurconcen-
tratie van »>500 pg g~' (Sand, 1973; Warth, 1977). De aanpassing

van Saccharomyces-gpecies, vooral van §, bailii aan sen lage a,
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en een lage pH is bovendien relatief groot; 4. de ontkieming en
groei van obligaat adrobe schimmelscorten bij een lage Oz—span"
ning (Marshall & Walkley, 1952; McEvoy & Stuart, 1970).

De minimale pH, a_, en maximale thermo-resistentie kan ook
schijnbaar laag respectievelijk hoog zijn, doordat binnen een
niet-homogeen voedselprodukt plaatselijk een zogenaamd micro-
klimaat heerst: dit is een hogere pH, hogere a_ en tragere
warntedoordringing dan 'cgenschijnlijk' is waardgenomen. Ben der-
gelijk microklimaat kan ook microbiologisch ontstaan, doordat
in een gepasteuriseerd zuur produkt (vruchten op sap) ter plaétse
van schimmelmyceliumvorming een hodere pH ontstaat, hetgeen
overlevende ¢. botulinum-sporen contkiemingskansen biedt en

toxinevorming mogelijk maakt {(Huhtanen et al., 19276).
SLOTOFPMERKING

Onschadelijke, smaakafwijkingen-vercorzakende stoffen die tij-
dens de groei van actinomyceten en veel gschimmelscorten op en

in land- en tuinbouwgewassen kunnen ontstaan, verdwijnen veelal
niet tijdens de verdere bewerkingen van deze gewassen. Veel exo-
sporenvormende schimmelsoorten (circa 500) kunnen in en op verse
zowel als gedroogde land- en tuinbouwgewassen en in de daaruit
bereide voedings—- en genotmiddelen, schadelijke stofwisselings-
produkten vormen (mycotoxinen). Deze mycotcxinen {ongeveer 90
soorten) veroorzaken veelal niet-acuut optredende voedselver-—
giftigingsverschijnselen in organen die buiten het maagdarm—
kanaal zijn gelegen wvan mens en dier {(mycotoxicosen). Deze myco-
toxicosen zijn vaak van ernstige aard (kankerverwekkend). De
kans op mycotoxicosen door industrieel verwerkte voedingsmidde-~
len is wveel groter dan de kans op botulisme (Jarvis, 1976; Frank
et al., 1976; Lynt et al., 1975,

Mycotoxinen hebben een zeer hoqe'chemische— en thermoresisten-
tie. Inactivering van mycotoxXinen tijdens de industridle ver-
werking van voedingsmiddelen is praktisch uitdgesloten. Qok an-—
dere processen zoals fermentatie, indikken, drogen, pekelen
en marineren, hebben weinig of geen invlced op mycotoxXinen;
bovendien ziin ze ongevoelig voor straling en traditionele con—
serveermiddelen (Rodricks, 1976). Dit betekent dat de bestrij-

70




ding ervan in eerste instantie daar dient te geschieden waar
binnen de keten van bewerkingen {van gewas tot eindprodukt)
mycotoxinevorming plaatsvindt of plaats kan vinden.

De daarbij te hanteren normen zijn in grote lijnen vastge-
legd in de internationaal geldende Codex Alimentarius, waarin
het begrip 'Good Manufacture Practice' (GMP) alle hygiénische
maatregelen omvat die tijdens de verwerking van voedingsmidde-
len noodzakelijk zijn om een onschadelijk eindprodukt te ver-
krijgen (Olson, 1978). Deze GMP voor de bestrijding van onge-
wenste schimmel- en bacterievermeerdering binnen de keten van
bewerkingen van voedsel voor mens en dier mag nimmer ontsnappen

aan het ocog en de aandacht van de voedingsmiddelenmicrobioloog.
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Pathogene sporevormende bacterién bij mens en dier

J. Haagsma, Centraal Diergeneeskundig Instituut, Rotterdam

INLEIDING

Sporevormende bacterién komen wijd verspreid in ons milien
voor en kunnén zich daar in de resistente sporevorm zeer lang
handhaven. Mens en dier worden vooral besmet door cpname van-—

uit de bodem of via de vegetatie. Meestal worden de bacterie-—

‘sporen met voedsel of drinken via de mond opgenomen, maar dit

kan ook geschieden door verwondingen van de huid of slijmvlie-
zen, Deze bhesmetting leidt gelukkig slechts onder bepzalde om-
standigheden tot ziekteprocessen, mede doordat maar enkele van
deze bacteriesoorten een pathogeen vermogen bezitten.

Voor een goed inzicht in de rol van pathogene sporevormen-—
de bacterién in veoedingsmiddelen van de mens is ook voldeende
kennis van de pathogene sporevormende kacterién bij dieren
noodzakelijk, Epidemiclogische gegevens wijzen er namelijk op
dat een hoog percentage van alle door voedingsmiddelen overge-
brachte infecties en/of intoxicaties van microbiéle aard van
dierlijke origine zijn. De ziekteprocessen komen als regel tot
stand deoordat naast de primaire besmetting van het voedsel
tevens een vermeerdering van het pathogene agens heeft kunnen
plaatsvinden deor ondeskundige behandeling, met name door be-
waring van het voedsel bij te hoge temperatuur en docr onvol-

doende verhitting.
ALGEMEEN CVERZICHT PATHOGENE SPOREVORMENDE BACTERIEN

Taxonomisch behoren.-de sporevormende bacterién tot twee ge-
slachten: clostridium en Bacillus. Bij Clostridium zijn de
sporevormende bacterién ingedeeld die alleen onder anaérobe

omstandigheden groeien, en bij Bacilius de sporevormende bac-

teri&n die in elk geval bij de aanwezigheid van zuurstof groeien,
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maar waarvan sommige ock anaérooch gedijen. De meeste pathogene
sporevormende bacterién kij mens en dier behoren tot het ge-
slacht clostridium, terwljl van het geslacht Bacillus slechts

twee gsoorten een pathogene betekenis hebben.
Clostridium

Het pathogene vermogen van de Clostridium-soorten is gebaseerd
op sterk uiteenlopende mechanismen. Sommige soorten produceren
zeer krachtig werkende exotoxinen die verantwoordelijk zijin
voor de specifieke pathogeniteit. Andere scorten produceren
toxinen die mindexr potent zijn, maar hebben tevens het vermo-
gen de lichaamsweefsels van mens of dier binnen te dringen en
zich daar te vermeerderen waardoor lokale cntstekingsprocessen
ontstaan. g

In tabel 1 is een overzicht gegeven van de belangrijkste
ziekten bij mens en dier die dcor Clostridium worden vercor-
zaakt. Op grond van de klinisch-pathologische symptomen kunnen
globaal de volgende vier ziektebeelden worden onderscheiden
(3terne & Batty, 1975}:
- Neurotrope intoxicaties (vergiftiging van het zenuwstelsel)
bij mens en dier, vercorzaakt door de specifieke exotoxinen
van ¢. botulinum en . tetani, waardoor respectievellijk botu-
lismus en tetanus ontstaan. Botulismus 1ls een specifieke voedsel-
vergiftiging waarbij het botulinumtoxine reeds v66r de opname
in het voedsel is gevermd; er wordt daarom wel gesproken van
'pre-formed toxine'. Tetanus ontstaat daarentegen docrdat
C. tetani zich kan vermeerderen in wonden of anderszins be-
schadigde weefsels waarin anaérobe omstandigheden aanwezig zijn.
- Voedselvergiftiging bij de mens als gevolyg van de opname van
voadsel dat sterk besmet was met ¢. perfringens type A. Deze
aandoening is bij dieren niet bekend.
- Acuut verlopende darmaandoeningen bij mens en dier, in de
medisch-veterinaire literatuur bekend onder bkenamingen als ne-
crotiserende enteritis (ontsteking van de ingewanden, die met
weafselversterf gepaard gaat) en enterctoxemie {aanwezigheid
van bepaalde bacterievergiften in de ingewanden). Deze ziekte

beelden worden vooral veroorzaakt door de verschillende typen
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Tabel 1. Overzicht van de belangrijkste door Cleostridium-bacterién
vernorzaakte ziekten bij mens en dier,

Ziekteverwekkende Ziekte bij de mens Ziekte bij dieren
Clostridium-soort

C. botulinum type A botulismus beotulismus
type B botulismus botulismus
type C - hotulismus
type D - botulismus
type B botulismus hotulismus
type F bhotulismus -
type G - -

C. tetani ‘tetanus tetanus

C. perfringens type A voedselvergiftiging, gasgangreen,

gasgangreen enterctoxemie
type B - enterotoxemie
type C necrotiserende enteritis enterotoxemie
type I enteritis enterctoxemie
type E - -
type F necrotiserende enteritis -

C. novyi type A gasgangreen gasgangreen
type B gasgangreen 'black diseass'
type D - bacillaire hemoglcobulinurie

C. septicum gasgangreen gasgangreen, paraboutvuur

C. chauvoei - boutvuur

C. sordellii gasgangreen gasgangreen

C. histolyticum gasgangreen -

van C. perfringens, blJj schapen soms ook dcor ¢. septicum. Op
grond van de geproduceerde letale toxinen, aangeduid met let-
ters van het Griekse alfabet — alfa, bé&ta, epsilon en jota -—
worden blij ¢. perfringens namelijk de typen A, B, C, D, B en F
onderscheiden, die alle een specifieke pathogene beteksnis heb-
ben (zie tabel 1). De door ¢. perfringens gevormde toxXinen zijn
veel minder potent dan het botulinum~ of tetanustoxine.

- Infecties bij mens en dier van wonden en van spierweefsel
waarin anaé&robe omstandighedsn heersen, bekend onder benamingen
als gasgangreen (weefselversterf met gasvorming), boutvuur en
paraboutvuur. Deze infecties kunnen door verschillende Closeri-
dium~-socrten worden veroorzaakt, waarvan de belangrijkste zijn
C. novyi type A en B, €. perfringens type &, C. septicum,

C. chauvoei, C. sordellii en C, histolyticum. Tot deze groep

kunnen ook epnkele specifieke infectiez van de lever biij her-
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kauwers worden gerekend, veroorzaakt door ¢. novyi type B en D
{syn. ¢. haemolyticum) en bekend onder benamingen als black

disease en bacillaire hemoglobinurie (zie tabel 1).
Bacillus

Van dit geslacht hebben alleen B. anthracis en B. cereus een
duidelijke pathogene betekenis. B. aanthracis is de verwekker
van anthrax (miltvuur} bij mens en dier, een zlekte die zich
kan wvoordcen als een acuut verlopende algemene septicemie
{blocdvergiftiging) of als een heftige lokale ontsteking, het
zogenaamde miltvuurcarbunkel. B. cereus kan sporadisch eveneens
worden aangetroffen in bepaalde ontstekingsprocessen, doch is
vooral bekend als veroorzaker van een acuut verlopende voedsel-
vergiftiging bij de mens.

Uit het bhovenstaande overzicht blijkt dat door pathogene
sporevormende bacterién bij mens en dier zeer uiteenlopende
ziekteprocessen kunnen worden opgewekt. In het kader van dit
boek zal alleen bijzondere aandacht worden besteed aan botulis-
me bij mens en diexr en aan veedselvercgiftigingen bij de mens

veroorzaakt door ¢. perfringens type A en B. cereus.
BOTULTISMUS BIJ DE MENS
Beschrijving van de ziekte

Als algemene definitie kan gelden dat botulismus een specifieke
voedselvergiftiging is, verocorzaakt door de orale opname van
toxinen die door de bacterie ¢. botulinum zijn gevormd. De
naam botulismus is afgeleid van het Latijnse woord botulus, wat
worst betekent. De ziekte was in de 19e eeuw namelijk wvaak een
gevolg van het nuttigen van giftige worst.

Tn kegenstelling tot andere vormen van voedselvergiftiging,
waarkij gastro-intestinale symptomen (ziekteverschijnselen van
het maagdarmkanaal) cp de voorgrond treden, is botulismus geken-
merkt door het optreden van nerveuze afwijkingen, zoals verlam—
mingsverschijnselen en spierzwakte, Na opname wordt het botuli-
numtoxine vooral geabsorbeerd in de maag en de dunne darm., Via
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het lymfevatenstelsel komt het toxine in de bloedsomloop en
ontplocit haar activiteit in de 'motorische eindplaten'. In
deze neuromusculaire verbindingen vindt de prikkeloverdracht
plaats van de zenuwvezel naar de spiervezel via acetylcholine.
Dit preces wordt door het botulinumtoxine specifiek en irrever—
sibel verhinderd, zonder dat het werkingsmechanisme exact be-
kend is.

Ondanks de neurctoxiciteit van de botulinumtoxinen, hebben
de eerste symptomen toch meestal betrekking op de digestie-
tractus (spijsverteringskanaal), zocals misselijkheid, braken‘en
koliekaanvallen, vaak 12 tot 18 uur na de voedselopname optre-
dend. Typisch kunnen de klachten over een drocge mond zijn. Spoe-
dig ontwikkelen zich ook symmetrisch neurologische symptomen,
zoals oogafwijkingen met onder andere accommodatiemoeiliijkheden
en pupildilatatie, slikbezwaren, spraakmoellijkheden en alge-
hele spiermceheid, Er is geen kcorts aanwezig. Het bewustzijn
en het pijngevoel worden niet aangetast. Als de ziekte voort-
schrijdt kan de patiént niet meer staan en in fataal verlopen-
de gevallen voeren ademhalings- en circulatiestoornissen meest-
al na 3 tot 6 dagen tot de dood (Foster et al,, 1965).

Het ziekteverloop is afhankelijk van de hoeveelheid opgeno-
men toxine. Bij opname van een veelvcud van de dodelijke dosis
zal het ziekteproces snel verlopen en kan het slachtoffer bin-
nen 24 uur sterven, terwi]l bhij weinig toxine de klachten vaag
kunnen zijn en zich een meer chronisch ziektebeeld gaat ontwik-
kelen waarbi] herstel mogelijk is, dat echter verscheidene we-
ken kan vergen. De lichte ziektegevallen worden vaak niet als
botulismus onderkend, mede doordat het klachtenbeeld de patiént
niet bij de goede specialist doet belanden.

Etiologie

Het ontstaan van botulismus is in 1896 opgehelderd door de Belg
van Ermengem, die een voedselverglftiging bestudeerde bij men-
sen die tijdens een feestmaal allen hadden gegeten van onge-
kockte, door zout geccnserveerde ham. Hij isoleerde uit deze
ham en uit de milt van een der overleden pati&nten een obligaat

anagroch groeiende toxine-producerende bacterie, die hij Bacil-
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lus botulismus noende en waarvoor sinds 1917 algemeen de naam
¢. botulinum 1s aanvaard. Toen er nmeer ¢. botulinum-culturen
werden geisoleerd, bleek al spoedig dat er immunologisch ver-
schillende toxinetypen waren en momenteel cnderscheidt men 7
toxinetypen, die met de letters A tot en met G worden aangeduid.
Mens en dier hebben voor deze toxinetypen een verschillende ge-
voeligheid; zo is de mens zeer gevoeliqg voor de toxinetypen A,
B, E en F, terwijl de typen C en D vooral verantwoordeliijk
blijken te zijn voor het optreden van botulismus bij dieren.
Van type G, pas in 1970 gelscleerd uit een grondmonster in Ar-
gentinig, is alleen de gevcoceligheid van laboratoriumproefdieren
bekend (Gimenez & Ciccarelli, 1970). De 7 toxinetypen hekben
nogal sterk uiteenlopende culturele en biochemische eigenschap-
pen {tabel 2}; de taxonomie van ¢, botulinum is om praktische
redenen gebaseerd op het vermogen botulinumtoxine te kunnen
produceren.

Ook bij &&n toxinetype kunnen nog opvallende verschillen be-
staan. Zo zijn bij type B en type F proteolytische en non-
proteolytische stammen beschreven; de Europese B-stammen zouden
meestal non-proteolytisch zijn en de in Amerika geiscleerde B-
-stammen steeds proteolytisch. Het verschil in proteclytische
activiteit heeft een grote praktische betekenis, omdat de groei
van de proteolytische stammen in het voedsel meestal organoclep-

Tabel 2. Biochemische eigenschappen van de verschillende toxinetypen van
C. botulinum

type A B prot. B nonprot. ¢ D E F prot. F nonprot. G
Proteclyse + + - - - + - +
HyS-vorming + + - + o+ o~ o+ +
Glucose + + + L I + -
sucrose - - by - - 4 = - -
Adonitol - - + - - 4+ - ? -
Glycerine + + + - z -
Dextrine - - + - -+ x ? -
Incsitol - - + + o+ - = ? -
Ribose - - - + o+ o+ - ? -
Mannose - - - + -+ - + -
+ = positieve reactie; - = negatieve reactie; + = verschillende reacties;

reactie onbekend

f
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tisch wel herkenbaar is door de afwijkende geur en smaak, ter-
wijl de groei wvan non-proteolytische stammen het voedsel in het
algemeen organcleptisch niet afwijkend doet zijn.

Het botulinumtoxine is het sterkst werkende gif dat bekend
is5. De letale dosgis van zuiver A- of B-toxine voor de mens zou
slechts 0,01 mg ¢f nog minder bedragen. Alhoewel de chemische
structuur nog niet volledig is copgehelderd, heeft onderzoek
titgewezen dat de botulinumtoxinen zulvere eiwitten zijn, uit-
sluitend opgebouwd uit aminczuren, met een globulaire structuur
(Lamanna, 1959). Ovér het moleculairgewicht van de diverse toxi-
netypen bestaan ncgal uiteeniopende gegevens, vercorzaakt door
de omstandigheid dat het toxine bij verregaande zuivering de
neiging heeft in brokstukken uiteen te vallen., Van de neeste
‘toxinen is bekend dat er een fractie met hemagglutinerende
eigenschappen is. Na wegvallen van dit hemagglutinine zou het
resterende toxine bij alle toxinetypen volgens de nieuwste in-
zichten een moleculairgewicht hebben van 141 000 tot 160 000,
bestaande uit een zware en een lichte keten, die verbonden zidn
door &én of meer disulfide-bruggen (Svuto & Kubo, 1977).

De botulinumtoxinen zijn goed bestand tegen de inwerking van
zuur; in alkalisch milieu is de stabiliteit geringer. Verwarmen
gedurende 30 minuten bkij 80 ©¢ inactiveert de toxinen, waarbij
het C- en D-toxine nog het meest warmteresistent zijn (Prévot
& Brygoo, 1953; Foster et al., 1865}. De inwerking van trypsine
doet de toxiciteit van type B-toxine (geproduceerd door nonpro-
teolytische stammen, type E- en F-toxine toenemen, niet echter
van type A-, B-(geproduceerd door proteolytische stammen), C- en
D-toxine.

De optimale groeitemperatuur van ¢. beotulinum bedraagt 27
tot 33 OC; dan vindt ook de grootste toxineproduktie plaats.

De laagste temperatuur waarbij nog groei- en toxinevorming op-
treedt, loopt nogal uiteen bij de verschillende toxinetypen.

Van C. botulinum type E en non-proteclytische B-stammen is he-
kend dat de minimumgroeitemperatuur 3,3 °C bedraagt. Het botu-
linumtoxine wordt tijdens de groei in de vegetatleve cellen ge~
vormd en afgegeven aan het omringende medium. Het vermogen bo-
tulinumtoxine te vormen wordt bij sommige typen van C. botulinum

bepaald door de aanwezigheid van specifieke bactericfagen (zie

78



T

ook par. 'Botullsmus bkij dieren').
Botulismus kij de mens 1s volgens Foster et al. (1965} meestal
te wijten aan 3 factoren:
1. een inadequate voorbehandeling van het veedsel, zoals onvol-
doende zouten, pekelen, roken, drogen en verhitten;
2. het bewaren van het voedsel bij temperaturen die de groei
van ¢. botulinum mogelijk maken;
3. het nuttigen van voedsel zonder dat dit tevoren voldoende

verhit is.
Voorkomen van botulismus

Alhoewel bhotulismus bij de mens een mondiale verspreiding heeft,
zijn de meeste gevallen toch geregistreerd op hetr ncordelijk
halfrond, met name in Europa en in Noord-Amerika (Meyer, 1956;
Riemann, 1%73). In Europa zijn de meeste gevallen vercorzaakt
door vleesgerechten die van het varken afkomstig waren; hierbij
werd vooral type B-toxine aangetoond. Kauf et al. (1974) be-
schreven echter onlangs een botulismus-uitbraak waarbij kaas van
het type brie de toxinebron bleek te zijn., In de Verenigde Sta-
ten zijn veel gevallen vercorzaakt door thuis ingemaakte groen-
ten en vruchten, waarbij vaak type A was betrokken en daarnaast
type B. Verder zijn in Rusland, de Scandinavische landen, Japan
en Noord-2Amerika veel botulismegevallen beschreven die verband
hielden met het nuttigen van visgerechten, waarbi] tvype E was
betrokken. Van type F zijn slechts enkele botulismegevallen be—
kend geworden in Denemarken en de Verenigde Staten.

Het risico van botulismus is voor de mens steeds aanwezlg in
gebieden waar de besmettingsgraad van de bodem met ¢. botulinum
type A, B, E en I hoog is. Door de grote resistentie van de
bacteriesporen zal een eenmaal bestaande besmetting zich zeer
lang kunnen handhaven.

Botulismus wordt van ocudsher vooral veroorzaakt door thuis
geconserveerd voedsel. Bij de opkomst van de conservenindustrie
fungeerde betulismus lange tijd als het zwaard van Damocles; het
is dan ook begrijpeliik dat deze bedrijfstak het onderzoek sterk
heeft gestimuleerd. Ondanks alle voorzorgsmaatregelen blijken
toch ook 2o nu en dan botulismusgevallen te moeten worden toege—
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schreven aan fabrieksmatig bereid voedsel (tabel 3).
In tegenstelling tot Belgid, waar in de periode 1961 tot

1974 24 botulismus—~uitbraken met 75 aangetaste personen zijn

vastgesteld (Famerge et al., 1974), zijn in Nederland bij de
mens maar enkele gevallen van botulismus bekend geworden. Zo
worden over de periode 1918 tot 1940 maar 7 gevallen vermeld,
waarbij 19 patiénten waren betrokken; bij 4 personen had de
ziekte een fatale afloop. In slechts 2 gevallen werd het toxine-
! type bepaald, waarbij in beide gevallen sprake bhleek te zijn

van type B-toxine. De laatste onderkende uitbraak deed zich
voor in 1943 bij Nijmegen, waarbij 24 personen ziék werden en

9 patiénten aan botulismus stierven. Het gelukte niet het aan-

i _getoonde toxine te typeren met antitoxine type A of B.
Diagnostiek

De klinische en epidemiologische gegevens kunnen bkelangrijke
aanwijzingen verschaffen. De bevestiging van de diagnose vindt
in het laboratorium plaats en is gebaseerd op het aantcnen van
het botulinumtoxine, zowel in het wverdachte voedsel als bij de
patiénten. De meest betrouwbare en gevoeligste methode is. de
bioassay, waarbij de aanwezigheid wvan het toxine wordt vastge=
steld door het te onderzoeken materiaal intraperitoneaal te
appliceren bij muizen. Andere methodieken, waaronder de immunc-
flucrescentietechniek en de 'enzyme-linked immunosorbent assay',
blijken minder gevoelig en/of minder specifiek te zijn. De ty-

pering van het toxine vindt eveneens plaats bij muizen door

Tahel 3. Overzicht van botulismus-uitbraken in de Verenigde Staten met
betrekking tot de herkomst van het voedsel, 1900-1973.

Bron: Center for Disease Control, June 1976, Handbock for epidemiclogists,
clinicians, and laboratory workers, Table 3, p. 1S.

| Herkemst van het 1900~ 1910- 1920~ 1930- 1940~ 1950- 1S60- 1970- Totaal

voedsel 1909 1919 1829 1939 1949 1959 1969 1973
Thuis geconserveerd 1 48 77 135 120 50 42 21 494
Conservenindustrie 1 14 26 5 1 2 10 2 62
Onbekend 0 8 13 13 13 51 26 7 13
Totaal 2 70 116 154 134 103 78 30 687
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middel van een serummettralisatietest met behulp van specifieke
monovalente antisera. Bij patiénten kan men trachten het toxine
aan te tonen in het bloed, braaksel, maaginhoud, urine en fae-
ces. Na de dood kunnen ook de lever of andere organen in het
onderzoek worden betrokken,

Men kan tevens een onderzcek instellen naar het corzakelijke
micro-crganisme ¢. botulinum. Een positief uvitgevallen onder-
zoek is evenwel niet bewijzend, maar kan ten hoogste als een
verdachte omstandigheid worden beschouwd, omdat veel gebieden
min of meer intensief besmet zijn met ¢. botulinum.

Bij herstellende patliénten kan getracht worden antitoxinen
in het bloed aan te tonen; de kans op een positief resultaat is
zeer klein, omdat het verschil tussen de ziekmakende dosis en

de immuniserende dosis zZeer groot is (Wilson & Miles, 1975).
Preventieve en therapeutische maatregelen

De beste preventie bij botulismus is een adequate behandeling
van het vcedsel, . bestaande uit een goede conserveringstechniek,
een juliste bewaartemperatuur en voldoende verhitting kort voor
het nuttigen. Belangrijke factoren zijn de temperaturen bij de
voorbehandeling en het bewaren van het veoedsel, de zoutconcen-
tratie, de wateractiviteit, de zuurgraad, de oxydatlie-reductie-
pctentiaal en de contaminatie met andere, gzuurproducerende
micro-organismen zoals Fscherichia coli en Streptococcus
faecalis {(Riemann, 1973}, Hierbi] is een goede voorlichting
aan het publiek zeer belangrijk te achten.

De therapeutische behandeling van botulismuspatiénten bledt
slechts beperkte mogelijkheden, omdat het toxine dat de neuro-
musculaire prikkeloverdracht blckkeert, onbereikbaar is. Het
succes van een behandeling met antiserum is dan ook problema-
tisch en bij de mens voornamelijk een psychotherapeutische
maatregel; het antiserum kan echter wel werkzaam zijn tegen
toxine dat nog in het bloed circuleert of nog uit de digestie-
tractus wordt geresorbeerd. Daarbij is de keuze van het juiste
antiserum-type nog esn extra complicatie (Lamanna, 1859).
Verder kunnen antibiotica worden aangewend, terwijl de laatste

Jaren de behandeling met guanidine de aandacht heeft getrokken.
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pDat de mortaliteit bij botulismus tcch een geleidelijke da-
ling vertoont, is vooral toe te schrijven aan een sterk ver-
beterde symptomatische behandeling, waaronder kunstmatige be-

ademing.
BOTULISMUS BIJ DIEREN

Bij dieren kan min of meer uitgebreide sterfte door botulismus
optreden. In het begin der 20e eeuw zijn in de Verenigde Staten
de toxinetypen A en B wel verantwoordelijk gesteld voor botulis-
musgevallen bij paarden, runderen en kippen. Na de ontdekking
van de toxinetypen C en D is gebleken dat botulismus bij dieren
voornamelijk dcor deze typen wordt veroorzaakt., Daarnaast zijin
6ok nog enkele gevallen toegeschreven san de toxinetypen A, B
en E*.

Het type C-toxine werd vreoeger vaak onderverdeeld in de sub-
typen Caen CB terwijl in Burcpa het type D wel met het type C
is verward. Deze onduidelijke situatie is opgelost na het ge-
bruik wvan monospecifieke antisera bij de typering van de toxi-
nen en nadat was aangetoond dat de toxiciteit van ¢. botulinum
type C en D afhankelijk was van de aanwezigheid van specifieke
bacteriofagen. Het bleek toen dat het subtype C, hoofdzakelijk
toxinefactor C, produceert en soms kleine hoeveelheden wvan de

1

toxinefactoren C., en D; het subtype Cpg produceert alleen tame-—

1ijk kieine hoevielheden van factor 02 en type D hoofdzakelijk
toxinefactor D, maar soms ook iets Cl‘ De toxinefacter Cy wordt
niet langer geproduceerd als subtype C, de specifieke bacterio-
faag verliest; de cultuur is dan non-toxisch geworden of pro-
duceert nog kleine hoeveelheden van factor C,. die meestal pas
aantoonbaar zijn na een behandeling met het enzym trypsine
(Eklund & Poysky, 1972: Jansen, 1§71).

Het ziektebeecld komt in grote lijnen overeen met dat van de
mens. De locomotiestoornissen en ademhalingshezwaren treden

meer op de voorgrond, evenals het verlies van agressiviteit,

*1In 1977 zijn evenwel in Nederland diverse gevallen van botulismus Type B
bij runderen voorgekomen, die vercorzaakt werden door de bijvoedering van
toxische bierbostel.
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Bij vogels is de aantasting van het vliegvermogen en de verlam-—
ming van de halsspieren kenmerkend.

Herkauwers en paarden zijn zeer gevcelig voor de toxinetypen
C en D, vogels en Mustilidae, zoals nertsen en fretten, alleen
voor type C. Varkens, carnivoren en roocfvogels zijn evenals
aasetende dieren van nature zeer ongevoelig of helemaal refrac-—
tair voor de botulinumtoxinen. Uitgebreide sterfte deoor botu-
lismus is vroeger voorgekomen bij runderen en schapen in Zuid-
Afrika en Australié en in mindere mate in de Verenigde Staten
in gehieden met extensieve veeteelt. In Europa is slechts spo-
radisch sterfte door botulismus vastgesteld bij herkauwers en
paarden. Bij farmnertsen, die met vlees- en visafval worden ge-
voederd, is botulismus een typische voedselvergiftiging die in
alle belangrijke nertsfokkende landen veelwvuldigris voorgekomen.
Rij vogels is het voorkomen van botullsmus bekend bij kippen en
fazanten, doch vooral bij watervogels., Massale sterfte door bo-
tulismus bij watervogels, met name bij eendachtigen, 1s sinds
1910 bekend in de Verenigde Staten en op veel kleinere schaal
in Zuid-Afrika en Australi&. In Europa is voor het eerst een
incidentele uitbraak vastgesteld in 19265 in Zweden, in 1967 in
Denemarken, in 1969 in Engeland en in 1970 in Nederland. Alleen
in Nederland is sprake van een jaarlijkse recidive, waarvan de
ernst sterk afhankelijk is van de temperaturen gedurende de zo-
mermaanden. Er zijn aanwijzingen dat de toenemende verstoring
van het milieu hieraan mede schuldig is. Uit de ontwikkelingen
en diverse onderzoekingen blijkt dat de volksgezondheid niet di-
rect in het geding is, maar dat er wel een toename is in de bo-
tulismusproblematiek bij nutsdieren (Haagsma & ter Laak, 1977).

Bij het optreden van botulismus bij dieren door de toxine-
typen C en D blijkt steeds weer dat de toxinevorming plaats
vindt in kadavermateriaal, waarna zeer toxische deeltjes al of
niet bij toeval met het normale voedsel worden opgenomen. Bij
de preventie van beotulismus bij dieren is daarom de tijdige op-
ruiming van dood dierlijk materiaal van essentieel belang.
Daarnaast kunnen nertsen en in potentiéle botulismusgebieden
runderen en schapen uitstekend actief worden geimmuniseerd

docor toepassing van een vaccin.
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VOEDSEILVERGIFTIGING DOOR C. PERFRINGENS TYPE A BIJ DE MENS
Beschrijving van de ziekte

De betekenis van deze bacterie - vroeger ook wel ¢, Welchii ge-
noemd - voor de volksgezondheid is pas in en na de tweede we-
reldoorlog gced onderkend.

Het ziektebeeld wordt gekenmerkt door een acute maagdarm-
stoornis met plotseling optreden van koliekverschijnselen en
diarree; de patiént voelt zich misselijk, maar braken, hocfd-
pijn of koorts zijn meestal niet aanwezig. De incubatieperiode
kan varieéren van 8 tot 22 uur en bedraagt meestal 10 tot 12
uur. De ziekte heeft bij gezonde mensen uiterst zelden een do-
delijk verlcop en herstel treedt meestal binnen een dag op

{Benenson, 1975: Genigeorgis, 1975}.
Etiologie

Dit type voedselvergiftiging ontstaat door de opname van veed-
sel dat verontreinigd is met grote aantallen bacteriZn van

¢, perfringens type A. De corzakelijke bacterie is in tegen-
stelling tot de andere Clostridium-soorten onbeweegliik en be-
zit een kapsel; de bacteriestaven zijn kort maar dik. Groei kan
plazatsvinden tussen 6,5 en 50 OC, met als optimale temperatuur
45 °C. De c. perfringens type A-stammen die voedselvergiftiging
vercorzaken, zijn meestal non-hemolytisch op bloedagar, produ-
ceren weinig alfa-toxine en bezitten sporen die zeer hitte-
resistent zijn. Deze thermische resistentie kan overigens sterk
variéren; soms wordt 100 °C maar enkele minuten verdragen, doch
de sporen van andere stammen kunnen 100 e gedurende 1 tot 6
uur overleven (Prevot & Bryaco, 1953)., Het ziektebeeld wordt
niet door de bacterie opgewekt, maar door een enterotoxine dat
deze type A-stammen kunnen producerén. Dit enterotoxine komt
vrij tijdens sporulering van de bacteri&n en vercorzaakt de
vochtophoping in de darm. C. perfringens sporuleert weinig in
het voedsel, zodat er in tegenstelling tot botulisme niet di-
rect sprake is van 'pre-formed enterotoxine'. Pas in de darm-
tractus vindt massaal sporulering plaats. Het dan vrijkomende
enterctoxine is ongevoelig voor trypsine en is thermolabiel.
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Het is een eiwit met een moleculairgewicht van ongeveer 36 000
en bezit antigene eigenschappen, zodat specifieke antisera ziln
ontwikkeld voor serodiagnostische dceleinden.

Het regervoir van ¢. perfringens is de bodem en het maagdarm-—
kanaal van de mens en van dieren zecals runderen, varkens en kip-
pen, De contaminatie van het voedsel komt dus veooral tot stand
via faeces of aarde. Bij vrijwel alle uitbraken is esen vlees-
produkt betrokken, dat bij te heoge temperatuur is bewaard en
koud of onvoldoende wverhit is geserveerd, zoals vleespasteien,

salades, gebak, vla's en soepen,

Yoorkomen

Voedselvergiftiging doox ¢. perfringens komt wijd,verspreid voor
in landen met inadequate behandeling van het voedsel. De meeste
gevallen zijn beschreven in de Verenigde Staten en Engeland.
Van Wederland zijn geen exacte cijfers bekend. Meestal zijin er
meerdere mensen bij betrokken; in de Verenigde Staten gemiddeld
23 tot 55 mensen, met als greootste aantal hij &&n uitbraak

13 500 (Genigeorgis, 1975). Dit is te wverklaren uit het feit
dat bl] de meeste uitbraken cafetaria's, restaurants, scholen,
internaten, tehuizen voor bejaarden en voedselleverende bedrij-
ven waren betrokken. In slechts 16% der gevallen was thuis ge-
nuttigd voedsel de oorzaak. In de zomermaanden komen nauweliijks

imeer gevallen voor dan in de rest van het jaar,

Diagnostiek

Naast de klinische ziekteverschijnselen en de epidemiclogie is
de diagnose gebaseerd op laboratoriumonderzoek, bestaande ult
een semi-kwantitatief onderzoek op ¢. perfringens type A in het
verdachte voedsel en faeces van de patiénten. Per gram voedsel
moeten minstens 100 000 kiemen aanwezig zijn (Anon., 1975b).

Preventieve en therapeutische maatregelen

Omdat ¢. perfringens type A overal voorkomt, is het niet te
voorkomen dat voedsel wordt gecentamineerd. Kleine aantallen
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van het micro-organisme zijn echter ongevaarlijk. De preventie
moet berusten op een goede behandeling van het voedsel, waarbi]
voorkomen moet worden dat ¢. perfringens zich te sterk vermeer-—
dert. Dit kan door het voedsel tevoren voldoende te verhitten,
daarna snel te nuttigen of snel af te kocelen. Aan grote stukken
vlees en dergeliijke moet extra aandacht worden geschonken. Goe-
de hygidnische voorzieningen en duldelijke voorlichting zijn
verder van groot belang.

Specifieke therapeutische maatregelen zijn normaliter niet
noodzakelijk omdat deze vorm van vosdselvergiftiging zelden fa-

taal afloopt.
VOEDSELVERGIFTIGING DOOR BACILLUS CEREUS

Reschrijving van de zickte

Het ziektebeeld is gekenmerkt door acuut coptredende maagdarm-
klachten. Soms is het voarste deel van de digestietractus meer
aangetast waarbij klinisch misselijkheid en braakneigingen op
de voorgrond treden; de incubatlietijd varleert bij deze patién-
ten van 1 teot 5 uwur, In andere gevallen is wvooral het achterste
deel wvan de darmtractus in het ziekteproces betrokken met als
gevolg heftige buikpiin en diarree; bij deze patiénten is de
incubatietijd langer, meestal & tot 16 uur. De ziekteduur is
meestal korter dan 24 uur en bij gezonde mensen is de afloop
uiterst sporadisch fataal (Benenson, 1975).

Eticlogie

Deze ziekte kan ontstaan docrdat B. cereus zich in voedssl

sterk heeft kunnen vermeerderen als gevolg van een inadeguate
behandeling. De hitteresistente sporen kunnen de verhitting,

bij de bereiding van het voedsel toegepast, overleven en na
ontkieming sterk in aantal toenemen als dit voedsel te lang

bij te hoge temperaturen wordt bewaard. Er zijn aanwijzingen
dat een cellulair enterotoxine verantwoordelilk is voor de ziek-
tesymptomen., B. cereus Xomt wijd verspreid in de natuur voor,

vooral in de bodem.
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Voorkomen

Veoedselvergiftigingen door B, cereus zijn vooral vastgesteld in
een aantal Westeuropese landen en schiint in Amerika veel min-
der voor te komen. De ziekte is vooral geassociecerd met bepaal-
de soorten voedsel zoals rijst, groente- en vleesgerechten. Re-
cent onderzoek heeft aangetoond dat B. cereus zich sterk kan
ontwikkelen, indien de manier van werken in Chinese rastaurants
te wensen overlaat (Gilbert, 1976} . In Nederland komt deze voed-
selvergiftiging ook zc nu en dan voor; er zijin enkele goed on-
derzochte gevallen beschreven (Van Zijl & Wolff, 1975). Officié-

le jaarcijfers ontbreken echter.
Diagnostiek y

Het opsperen van de corzaak van de ziekte steunt, naast de kli-
nische en epidemiologische gegevens, op een kwalitatief en
kwantitatief onderzoek van het verdachte voedsel en van faeces
van de patiZnten. Aan de aanwezigheid van 10° of meer B, cereus-
kiemen in voedsel wordt diagnostische betekenis gehecht (Anen.,
1975) .

Preventieve en therapeutische maatregelen

Voadsel dat met B. cereus kan zijn gecontamineerd, most op de
juiste manier worden behandeld, waarbi) vooral gelet moet wor-—
den op een snelle afkoeling na het verhitten, plaatsen in de
koelkast als het voedsel langer bhewaard moet worden en kort te-
voren voldoende snel op temperatuur brengen als het voedsel
weer moet worden verwarmd. De preventieve maatregelen komen dus
overgen met die bij ¢. perfringens. De therapeutische maatrege-
len kunnen zich beperken tot een symptomatische behandeling wvan

de patiénten.
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Inactivering van bacteriesporen

W.J. Xoociman, Unilever Research Duiven, Zevenaar. Huldig adres:

Hogere School vocr Levensmiddelentechnologie, 's-Hertogenbosch

INLEIDING

De aanwezigheid van bacteriesporen in levensmiddelen, op ver=
pakkingsmaterialen en op medische artikelen kan, indien de om-
standigheden voor groei gunstig ziijn of worden, aanleiding zijn
tot bederf, toxinevorming of infecties. In veel gevallen moeten
die sporen, om deze problemen te voorkomen, worden gelnacti-
veerd {een 'sporicide'-behandeling ondergaan). Maar dat is niet
altijd gemakkelijk, doordat de sporen, in vergelijking met de
normale vegetatieve bacterlén, veel resistenter zijn tegen de
meest gangbare antimicrobié&le behandelingen, zoals het gebruik
van desinfectantia, verhitting en bestraling.

In het navolgende wordt een beeld gegeven van de effectivi-
telt van verschillende sporicide-behandelingen; aan de corde
komt het gebruik van verhitting, icniserende en ultraviolette
straling, waterstofperoxyde, glutaaraldehyde en formaldenyde
en ethyleen- en propyleencxyde. De effectiviteit van een bepaal-
de sporicide-behandeling wordt als regel uitgedrukt in greot-
heden die het wverband aangeven tussen parameters van de inacti-
verende behandeling (bijvoorbeeld verhittingstemperatuur, ver—
hittingstijd, concentratie van een desinfectans, stralingsdosis)
en het aantal sporen dat die inactiverende behandeling heeft
overleefd. Die effectiviteit kan grafisch vocrgesteld worden als
een cverlevingscurve. Omdat de Rwantificeringsmethode in wezen
onafhankelijkx is van het type inactivatie, zal hij alleen uviteen-

gezet worden aan de hand van de hitte-inactivering.
HITTE*INACTIVERING VAN BACTERIESPOREN

Inactivering van bacteriesporen door middel van verhitting

is waarschijnlijk de meest onderzochte en meest toegepaste methode.
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De belangrijkste basis voor onze huidige kennis op dit terrein
en de methoden ter kwantificering werd gelegd door Bigelow &
Esty (1920), Esty & Meyer (1922) en Esty & Williams (1924).

In figuur 1 is de overlevingscurve weergegeven van sporen
van Clostridium botulinum, type A, na verhitting in 1/15 M
fosfaatbuffer (pH = 7,0) bij 106 °C. Een dergelijke overlevings—
curve is meestal logaritmisch: de lijn die het verband aangeeft
tussen de logaritme van het aantal overlevende sporen en de ver-
hittingstijd is een rechte lijn. De helling van deze lijn is
een maat voor de snelheid waarmee de sporen worden geinacti-
veerd; als de verhittingstemperatuur hoger wordt, zal de af-
sterving sneller verlopen en dus de helling van de liin steiler
worden. De helling van deze lijn wordt nu weerdegeven als de

'decimale reductietijd' of p-waarde. p
Decimale reductietijd

De decimale reductietijd (of p-waarde) wordt gedefinieerd als
de tijd die nodig is om, bij een bepaalde temperatuur, het ocor-
spronkelijk aantal crganismen tot 10% te reduceren. In ons voor-
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Fig. 1. Overlevingscurve voor sporen van
|02 Clostridium botulinum na verhitting bij
0O 4 B 2 18 20 106 “C in 1/15 mol 1-! fosfaatbuffer
Verhittingstijd (min} (pH 7,0).
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beeld (fig. 1) duurt het 10 minuten alvorens bij 106 9C het aan-

4 5

tal sporen van 10 tot 10~ is teruggebracht. De p c.-waarde is

i 106 “C
% . dus 10 minuten. Zoals reeds opgemerkt, zal de inactivering bij

{' hogere temperaturen (bijvoorbeeld 110 2

C) sneller, bij lagere
temperaturen (bijvoorbeeld 103 OC) langzamer verlopen. Dit is
geillustreerd in figuur 2. De overlevingscurves, zoals weerge-—
geven in de figuren 1 en 2, zijn om twee redenen niet geheel in
overecnstemning met de realiteit:

1. Indien een curve geconstrueerd moet worden op basis van reéle

meetgegevens, zullen de meetpunten spreiden rond de verwachte

rechte lijn. Toepassing van de methode der kleinste kwadraten

(de regressie~analyse) is in deze gevallen de (gtatistisch) enig
verantwoorde methode om vast te stellent

"~ of een 'rechte lijn' de beste beschrijving is van het verband
tussen de meetpunten; en

- hce groot de helling van de 1lijn {(en dus de D-waarde) is.
Daarbii is het 95% betrouwbaarheidsinterval {dat wil zeggen
p-waarden waarbinnen de gemeten hitteresistentiewaarde met 95%
betrouwbaarheid zal vallen} een belangrijk gegeven voor verdere

statistische toetsen.

Aantal )
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speren
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Fig. 2. Overlevingscurve vVoor sporen van Clostrifium botulinum, type A, na
verhitting bij 103, 106 en 110 °C ip 1/15 mol 17~ fosfaatbuffer (pH 7,0).
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2. Een rechte 1ijn, die het wverband aan zou moeten geven tussen
de logaritme van het aantal overlevende sporen en de verhittings-
tijd, blijkt niet altijd de beste beschrijving van dat verband.
De literatuur maakt vaak melding van afwijkingen in de overle-
vingscurven, zoals initié&le schouders, initiéle 'lag-fasen' in

de inactivering, zeer snel verlopende afsterving in het begin
gevolgd door een 'nermale rechtlijnige afsterving', 'staart'

aan de curve aenz. Een overzicht van deze 'afwijkende' overle-—
vingscurven en de megelijke verklaring wordt onder andere ge-
geven deor Stumbo (1%965).

Omdat de overlevingscurven dus vaak verschillende hellingen
hebben, is het onder die omstandigheden onmogeliijk een adequate
D-waarde te berekenen. In deze gevallen zal men er veelal toe
overgaan om de tijd wvast te stellen die, bij een-bepaalde tem-
peratuur, nedig is om een bepaalde initigle sporenbelasting tot
nul te reduceren (zie onder andere Stumbo, 1965 en Mgssel, 1977hb).

z-Waarde

De hitteresistentie van een bepaald type hacteriesporen is, in-
dien de sporen verhit zijn cnder gedefinieerde omstandigheden,
pas dan volledig omschreven, als naast een bepaalde p-waarde

ock de relatie tussen de D-waarden en de temperatuur gedefini-
eerd is. Dit gebeurt nu via de zogenaamde thermische-destructie-—
curve: als van ecen bepaalde sporensuspensie de D-waarden (bij-
Doz ©c 7 200 Pygg o¢ T 100 Pyyp
4 min) op logaritmische schaal worden uitgezet tegen de over-—

Ce

voorbeeld die van figuur 2:
eenkomstige verhittingstemperaturen, is de resulterende figuur
als regel wedercom een rechte 1ijn. Een voorbeeld van zo'n
thermische-destructiecurve is gegeven door de getrokken lijn in
figuur 3. De helling van deze rechte lijn wordt voorgesteld door
de z-waarde. Deze z-waarde stelt de temperatuurstijging of
—-daling voor (uitgedrukt in ¢ of °F) die nodig is om de D-waarde
met een factor 10 te verkleinen, respectievelijk te vergroten.

De in figuur 3 gencemde z = 10 °C betekent dus, indien bijvoor-
beeld de Diyg ©c
maal zo klein is, namelijk 0,4 minuten.

~waarde 4 minuten is, dat de D dan tien

120 °c
De helling wvan de curve, de z-waarde, kan berekend worden
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D -waards (min)

1G,01
1,0
3 Fig. 3. Thermische-destructiecurve; de
relatie tussen de logaritme van de’
D—waarden van Clostridium botulinum,
. type A, en de verhittingstemperatuur
o Izg"l N (getrokken liin). Dezelfde relatie, in-
’ 00 104 108 TH lig 120 124 dien de Arrhenius-vergelijking als uit-
Temperatuur *C) gangspunt wordt genomen (stippelliin).
volgens de formule
z = (7,-7,) /{19 D,~1g D ),

waarbij p., de p-waarde is bij] de laagste temperatuur T,, en D,

de D-waargle is bij een hoogste temperatuur T,

Zoals reeds vermeld bij de berekening wvan b-waarden, zullen
ook in de thermische~destructiecurve de meetpunten (namelijk
p-waarden) spreiden rond de verwachte rechte lijn. Ook nu is
de regressielijn, bepaald vié de berekening van de kleinste
kwadraten, de beste methode om de meest ketrouwbhare =z-1lijn vast
te leggen en te berekenen.

Werd in ons voorbeeld de meest voorkomende z-waarde van 10 °C
gebruikt, voor andere sporetypen kunnen hogere of lagere z-waar-
den worden gevonden. De z-waarde is een reactiekinetische groot-
heid, die in een bepaalde verhouding staat tot de Qlc—waarde.
Deze Qlo-waarde is een grootpeid die aangeeft met welke factor
de reactiesnelheid toe- of afneemt bij een temperatuursverhoging,
respectieveliik -verlaging van 10 OC. In formule is de relatie

tussen R, &0 z-waarden als volgt te defini&ren:
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(° )

Z

C)y = 10/{ig 240
Dit betekent dus dat, indien z = 10 OC, de Qlo—waarde 10 is;
bij z = 8 “c is de Qlo—waarde 18. In het algemeen betekent dit
dat de invloed van een kleine temperatuursverandering op de in-
activeringssnelheid sterker is naarmate de Qlo—waarde groter is.

De grootte van de z-waarde hangt niet alleen af van de soort
sporen, maar is soms ook afhankelijk van de omstandigheden tij-
dens de verhitting. Zo is die z-waarde bijvoorbeeld hoger, in-
dien wordt verhit bij lagere awéwaarden {(Murrell & Scott, 1966;
Kociman & Jacobs, 1977). Daarnaast zijn er aanwijzingen dat bij
de zeer hoge temperaturen waarbij UHT-sterilisatie plaatsvindt,
de z-waarden evencens toenemen.

I

Er is ook ecen verband tussen z-waarden en de activeringsenergie
()} in de Arrhenius-vergelijking. Deze vergelijking kan worden
gebruikt om het verband tussen de snelheid van inactivering en
de temperatuur meer fundamenteel weer te geven (Gerritsen &
Stamhuis, 1875).

Hierin is:

1
):
1

k = reactieconstante van de inactivering (fiid’
)i

F = activeringsenergie (J.mol”!), verschillend per sporesoort;

A = constante, verschillend per sporescort (tijd

voor gporen van Clostridum botulinum bedraagt deze circa
270 J.mol” ! (Kampen, 1975);
R = gasconstante (0.00831% J.mol”? K-l);
7 = absgolute temperatuur (K}
Omdat kx = (ln 10)}/p, kan men afleiden dat:
eE/RT

p = {ln m)é-

of:

lg p =0,36 - 1lg a + 215 E/7T
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of:
1g o = ¢ + 215 E/" (1)
Hierbij is b de decimale reductietijd (s).

Het verband tussen lg 0 en de temperatuur in 9c, dat dus
wordt uitgedrukt in de thermische-destructiecurve, wordt voldgens
deze benadering niet een geheel rechte lijn, maar een lijn die
enigzzing concaaf gebogen is. Im figuur 3 is dit weergegeven‘
door de stipﬁellijn. De afwijking van de rechte lijn is, over

een temperatuurgebied van ongeveer 25 oC, gering.

Omdat verder geldt dat:

_ k bij r + 10
10 T kit T (2)
an
10
L . (2
lg 2.

kan uit (1), (2) en (3} worden afgeleid dat

(ln 10) R 7 (r+ 10) _0,0046 z°
£ . E

(zie ook Pflug & Holcomb, 1977) en Kampen 1975.)

De betekenis van grootheden als p- en z-waarde kan als volgt
worden gelllustreerd. Indien voor een bepaald verhittingsproces
de exacte condities (tijd en temperatuur) moeten worden vastge-—
steld, geschiedt dat als volgt:

- leg het maximaal aantal sporen vast dat mag overleven in termen
als: de uitval na het proces mag, bijvoorbeeld maximaal 1 op 10°
verpakkingseenheden ziin;

- bepaal het zantal hitteresistente sporen dat, indien overle-
vend, het produkt zou doen bederven; kwantificeer hun D- en
z-waarden;

- beschrijf de procescondities op basis van deze gegevens zoals
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in het hierveolgende voorbeeld.

In een champignonsoep, die verpakt wordt in blikken, komen in
totaal 1000 {(thermoresistente) sporen voor van mesofiele bederf.
verwekkande sporevormers, met als thermoresistentiewaarden:

<

0,9 min, z = 10 “C. De maximale uitval ten gevolge

P121,1 °oc T .
van pederf mag zijn: 1 op 107 blikken. Dit betekent dat het cor-
spronkelijk aantal sporen (1000 per blik) moet worden terug-
gebracht tot 10k5 sporen per blik, Hiervoor zijn 8 decimale re-
ducties nodig, ofwel een verhitting gedurende 8 X 0,90 minuten
(= 7,2 minuten) bij 121,1 °C. paar de z-waarde 10 °C ig, worden
die 8 decimale reducties ook bereikt, indien verhit wordt gedu-
rende 8 X 9,00 minuten (= 72 min) bid 1i1,1 9. veor Clostridium
botulinum type A en B heeft men, aannemende dat deze {(thermo-
resistente) toxigene sporevormers voorkomen met een freguentie
van 1 per blik, een proces vastgelegd dat minimaal 12 decimale

reducties moet realiseren (de zogenaamde ‘botulinum cock').

Toepassing vap D~ en z-waarden in hittesterilisaties: de FO—

waarde

Gebruik makend van de bovenomschreven D- en z-waarden als dJroot-
heden om een hibte—-inactivatie te kwantificeren zoals geillu-
streerd in het voorbeeld van de champignonsoep, is het mogelijk
om het steriliserend effect van een bepaalde tijd-temperatuur-
behandeling (bijvocrbeeld 7,2 minuten bij 121,1 ¢y te vergelij~
ken met eenzelfde tijdsduur bij een andere temperatuur, bijveoor-
beeld 72 minuten bij 111,1 G, Bij hitte-sterilisaties wordt
voor dit doel gebruik gemaakt van de Fowwaarde. De Fo—waarde is
een procesbeschrijvende eenheid, gedefinieerd als het aantal
minuten bij 121,1 9c dat — berekend met een z van 10 O — equi-
valent is met de door het produkt ondergane hittebehandeling,
Een sterilisatieproces met sen FO van 5 minuvten kan dus gerea-
liseerd worden door een verhitting gedurende 5 minuten bij

o]

121,1 °C of ook wel door 50 minuten te verhitten bii 11,1 °C

of cok door 0,5 minuut bij 131,1 S,
Indien we, zoals in figuur 4 is geililustreerd, door het punt
9. = 1 min een 1lijn trekken, evenwijzig aan de rseds aan-

P121,1 °c
gageven thermische-destructiecurve (de =z-1ijn), verkrijgen we
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¥Fig. 4. Constructie van Fo—referentielijn ult een gegeven thermische-dsstructie
1iign.

de zogenaamde Fo—referentielijn. Deze lijn is dus een verzame-
ling van punten waarvoor geldt dat het inactivered effect equi-
valent is aan een Fo~waarde van 1 minuut. Via deze FD—referentie—

lijn kunnen we afliezen dat 1 minuuwt bij 121,121 °

C (FO= 1 minuut)
hetzelfde inactiverende of letale effect heeft als 10 minuten
bij 111,1 “c als 8 minuten bij 112 “C enz. De reciprogue van
deze tijden, de zogenaamde letaliteitsfactor, wordt gebruikt bij
de berekening van het steriliserende effect:

- bij 121.,1 Oc ig die letaliteitsfactor gelijk aan 1/1 = 1:

- bij 112 % is nij geliik aan 1/8 = 0,125,

Dit wil dus zeggen, dat een verhitting van L minuut bij 112 S
slechts 1/8 van de effectiviteit heeft van een verhitting wvan

1 minuut bij 121,1 “c. Met andere woorden: we moeten 8 minuten
verhitten bij 112 “C voordat we hetzelfde letale effect hebben
bereikt als een verhitting gedurende 1 minuut bij 121,1 OC.
Langs deze weg is het dus mogelijk om de bijdrage van elke tijd-
temperatuurcembinatie (dus zowel die tijdéns de opwarming van

‘ het te steriliseren produkt, als die tijdens de houdtijd en tij-

dens het koelen) tot de eigenlijke sterilisatiewaarde van het
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proces (de Fo—waarde) te berekenen. De uiteindelijke procesbere-
kening, waarbij de microbhlologische gegevens (p- en z-waarden}
moeten worden vertaald in de technologische grootheid Fo-waarde,
kan op twee manieren worden uitgevoerd, namelijk volgens de ad-
ditiemethode (de 'gelijke—tijdsinterval'-procedure van Patashnik,

1953} of volgens de grafische methode.

Berekening wvan Fo—waarden volgens de additiemethode: de gelijke-

tijds—-interval'-procedure

Bij de 'gelijke-tijdsinterval'-methode kunnen aan de hand van de
op gelijke tijdsintervallen ultgeveoerde 'koudste-punt'-tempera-
tuurmetingen de Fo—waarden, ook tijdens de voortgang van het
proces, nauwkeurig worden berekend. Hiervoor worden, zoals in
tabel 1 met een voorbeeld is gefllustreerd, de letaliteitsfacto-
ren voor ieder gelijke-tijdsinterval (in het voorbeeld 5 minuten)

genoteerd en opgeteld. De in dit voorkeeld verwerkte letaliteits-

Tabel 1. Sterilisatieberekening, weer te geven als F -waarde, volgens de
'equal-time interval'-methode van Patashnik (1953). Yoorbeela®: soep; ste-
relisatie gedurende 60 minuten bij 120 ©C (houdtijd)

Tijdstip aflezing Gemeten temperatuur Letaliteitsfactor?
{min) (o) (Fe
1 102,4 0,013
6 112,5 0,138
11 114,4 0,214
16 115,7 0,288
21 116,¢ 0,380
26 117,7 0,457
11 118,13 0,525
36 118,7 0,575
41 119,0 0,617
46 119,2 0,646
51 119,13 0,661
56 118,3 0,661

totaal: 5,127
Fo-waarde =5 x 5,127 = 25,635

1. Gebaseerd op experimentele gegevens van Shapton et al. (1971},

2. Zie paragraaf 'Berekening van F_-waarden volgens de additiemethode:
de 'gelijke-tijdsinterval'-procedure’,
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factoren zijn gencmen uit tabel 2. Indien voor een bepaalde tem-
peratuur de letaliteitsfactor niet bekend 1s, kan hij berekend

worden aan de hand van de navolgende formule:

1/ 107tz

letaliteitsfactor =
waarin 7 = referentietemperatuur, ¢ = gemeten temperatuur en
z = z-waarde.

Bij een referentietemperatuur van 121,131 ®C en rekenend met

O

een z-waarde van 10 OC, kan zo berekend worden dat bij 115,7 ~C

de letaliteitéfactor gelijk is aan:

(121,1—115,7)/10] -

1/ [10 0,288

Tabel 2. Letaliteitsfactoren bij verschillende temperaturen met 121,1 %c

als referentietemperatuur en berekend op basis van een z-waarde van 10 ©C.

Temp. Letaliteitsfactor bij temperatuur (°c) + fractie (°C)

0,0 o, 0,2 0,3 0,4 a,5 g,6 a,7 0,8 a,9

101 0,010 0,010 0,010 0,010 0,011 0,011 0,011 0,011 0,012 0,012
102 0,012 0,013 0,013 0,013 0,013 0,014 0,014 0,014 0,015 0,015
103 0,015 0,016 0,016 0,017 0,017 0,017 0,018 0,018 0,019 0,019
104 0,019 0,020 0,020 0,021t 0,021 0,022 0,022 0,023 0,023 0,024
105 0,025 0,025 0,026 0,026 0,027 0,028 0,028 0,029 0,030 0,020
106 0,031 0,032 0,032 0,033 0,034 0,035 0,035 0,036 0,037 0,038
107 0,039 0,040 0,041 0,042 0,043 0,044 0,045 0,046 0,047 0,048
108 0,049 0,050 0,051 0,052 0,054 0,055 0,05 0,058 0,059 0,060
109 0,062 0,063 0,065 0,066 0,068 0,062 0,071 0,072 0,074 0,076
110 0,078 0,079 0,081 0,083 0,085 0,087 0,08% 0,091 0,093 0,095
111 0,098 0,100 0,102 0,105 0,107 0,110 0,112 0,115 0,117 ©,120
112 0,123 0,126 0,129 0,132 0,135 0,138 0,141 0,145 0,148 0,151
113 0,155 0,158 0,162 0,166 0,170 0,174 0,178 0,182 0,186 0,191
114 0,195 ©,200 0,204 0,209 0,214 0,219 0,224 0,229 0,234 0.240
115 0,245 0,251 0,257 0,263 0,26¢ ¢,275 0,282 0,288 0,205 0,302
116 0,309 0,316 0,324 0,331 0,339 0,347 0,355 0,363 0,372 0,380
117 0,389 0,398 0,407 0,417 0,427 0,437 0,447 0,457 0,468 0,479
118 0,490 0,504 0.513 0,525 0,537 0,550 0,562 0,575 0,589 0,603
119 0,617 0,631 0,646 0,661 0,676 0,692 0,708 0,724 0,741 0,759
120 0,776 0,794 0.813 0.832 0,85t 0.871 0,891 0,812 0,933 0,955
121 0,977 1,00 1,02 1,05 1,07 1,10 1,12 1,15 1,17 1,20

122 1,23 1,26 1,29 1,32 1,35 1,38 1,41 1,45 1,48 1,51

123 1,55 1,58 1,62 1,66 1,70 1,74 1,78 1,82 1,8 1,91

124 1,95 2,00 2,04 2,09 2,1¢ 2,19 2,24 2,29 2,34 2,40

125 2,45 2,54 2,57 2,63 2,69 2,75 2,82 2,88 2,85 3,02

126 3,09 3,16 3,24 3,31 3,39 3,47 3,55 3,63 3,72 3,80

98



v

Berekening van Fo—waarden volgens de grafische methode

De grafische methode geeft ook een geintegreerd beeld van het
totale inactiverende effect van een warmtebehandeling: uitgaande
van de gemeten temperaturen worden die temperaturen overgezet op
het zogenaamde letaliteltspapier. Op dit letaliteiltspapier (zie
fig. 5), waarbij uitgegaan is van een z-waarde van 10 OC, ziin

de temperaturen zodanig op de vertikale as ultgezet dat de onder-
linge schaalverhoudingen covereenkomen met de voorncemde letali-
teitsfactoren. Omvat het traject 120-121 ¢ een afstand van 5 cm,

dan is het 10 °C lager liggende traject {(110-111 OC) slechts

Daturmn : Retorttermp :

Produkt Opwarmfijd:

Blikgrootte : Houd-tijd : 4
F,-waarde : Kosltijd

Temp./*C - e
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Fig. 5. Een voorbeeld van letaliteitspapier., Temperatuurschaal op basis van
een z~-waarde van 10 ©C.
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0,5 cm. Door de gemeten temperaturen uit te zetten op dit papier,
is via een eenvoudige oppervlaktemeting (planimetrisch, docr hok-
jes te tellen, df via uitknippen en wedgen) het zo vérkregen cp-
pervliak te relateren aan een standaardoppervlak voor FO= 1.

Hitteresistentie van bacteriesporen

De hitteresistentie van bacteriesporen is, zoalg reeds aange~
duid, vaak zeer heog. In figuur 6 is een bekncpt overzicht ge-
geven van de hitteresistentie van een aantal verschillende spore-
vormers. Gencemde figuur is gebaseerd op de gegevens zoals die
door Rugsell (1971) =zijn verzameld. Om de vergelijkbaarheid van
de verschillende gegevens te vergemakkelijken is in deze figuur
de temperatuur weergegeven waarbij, voor de desbetreffende spore-
vormer, een decimale reductietijd van &&n minuut werd gevonden

of berekend. De hoogste hitteresistentie staat daar voor Bacil-

lus stearcthermophilus, namelijk een p ~waarde van 1 min;

132 °¢

Tamperatuur /°C

® Bpcilivs stecrothermophiivs NCIB 8224

1304

& Bacilus cooguions SF F3

& Bocis subliis Sac - 12
120 © Clestridiom sporogenes (PA 3678}
& Bociliss subiils Bac -4

© Clostridium bdolulininy type A en 8
1 O Clpsirichon porfrigens NCTC F268
110

i tilis NCTC 823678, thermoacidurans ATLC
AR 5058

& Bosils cersus NCIC 5093
1009
G Clpstridieen perfringens ATCC F624

90+ @ Bagitus mocquariensis

Fig. 6. Hitteresistentie van Bacillus- en
Clostridium-sporen: overzicht van temperaturen
80° O Clostridium botulinum lype £ * waarbil} de D-waarde 1 min is.
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de laagste voor Clestridium botulinum type E, namelijk Dap 9=
1 min.

Genoende waarden zijn slechts ori&nterend. Er blijken niet
alleen grote verschillen te bestaan in p-waarden van de verschil-
lende soorten, maar ook binnen de typen of stammen van &&n soort.
Niet alleen het genotype maar ook de condities tijdens de sporu-
latie spelen een belangrijke rol. Daarnaast worden de gemeten
resistentlewaarden sterk beinvloed deor de condities tijdens het
verhitten (zocalg zuurgraad, wateractiviteit, eiwit-, vet- en
keolhydraatgehalte van verhittingsmedium, aanwegzigheid van zou-
ten) en die tijdens de 'recovery'-pericde.

Het effect van de zuurgraad van het verhittingsmedium is dui-
delijk gedemonstreerd door onder andere Xezones & Hutchings !
(1965) en Lowik & Anema (1872); naarmate de pH varr het verhit-
tingsmedium lager wordt, wordt ook de p-waarde kleiner.

Cok de wateractiviteit blijkt de hitteresistentie wvan sporen
sterk te beinvloceden (Murrell & Scott, 1966; HArnulv & Snygq,
1972; Kociman & Jaccbs, 1977); naarmate de a, van het verhittings-—
medium lager wordt, wordt de hitteresistentie aanmerkeliijk hoger.
Hierkij blijkt echter dat de p-waarde bij een &, tussen 0,2 en
5.5 maximaal is. Verdere daling van de a_ tot vrijwel 0,0 doet
de p-waarden weer dalen, soms zelfs tot lagere waarden dan die
welke bij a = 1,0 worden gevonden.

Hoge koclhydraatgehaltes en daarnaast hoge vet~ en eiwit-
gehaltes blijken (Alstrand & Ecklund, 1952) een beschermend ef-
fect op sporen te kunnen uitoefenen.

De recovery-condities (de omstandigheden na de verhitting)
spelen een belangriijke rol in de eventuele uitgroei van over-
levende, maar meestal docr hitte beschadigde sporen. Deze be-
schadigde sporen zijn als regel gevoeliger voor verlaagde pH-
wagarden, minder optimale aw—waarden, aen sub~optimale omgevings-

temperatuur, de aanwezigheid van antimicrobiéle stoffen (zoals
nitriet) enz. Met name van het effect van nitriet wordt gebruik
gemaakt bij de hitteconservering van sommige vleeswaren.

Voor inactivering deor ioniserende of ultravioletie straling
en door chemische middelen kan dezelfde wijze van kwantificering
worden toegepast. Zo kunnen de effectiviteit van een bestraling,
een waterstofpercoxydebehandeling en dergelijke ook in p-waarden
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uitgedrukt worden. In plaats van de z-waarde wordt in die geval-

len vaak de reeds gencemde 0, waarde opgegeven,
STRALINGSINACTIVERING VAN BACTERIESPOREN
Toniserende straling

Toniserende stralen zijn energlerijke stralen die hij passage
door het bestraalde materiaal ionisatie doen ontstaan, dat wil
zeggen elektronen uit de atomen verwijderen. Ze bestaan ult ront-
genstralen {(kortgolvige elektromagnetische straling), gamma-
stralen (zeer kortgelvige elektromagnetische straling), elektro-
nen en heliumkernen. Ultraviclette straling bezit als regel niet
voldoende energie om ioniserend te kunnen werken, maar brengt
atoemen in een aangeslagen toestand.

Als kwantitatieve eenheid van straling wordt de rad (of gray
als SI-eenheid) gebruikt. Hierbij is de rad of gray een eenheid
om de energie die door het bestraalde materiaal wordt geabsor-
beerd, te kwantificeren: &&n rad (radiation absorbed dose) komt
overeen met 100 erg geabsorbeerd per gram materiaal, De SI-
eenheid is de gray (Gy), een energie van 1 joule geabsorbeerd in
1 kg van een stof; 1 Gy = 100 rad.

Toniserende straling veroorzaakt DNA-beschadigingen. Een door
bestraling geinactiveerde spore kan nog wel ontkiemen en uit-
groeien, maar celdeling is niet meer mogelijk. In Nederland wor-
den gammastralen onder andere gebruikt voor het ontsmetten van
specerijen (10 kGy), het steriliseren van dieetvoeders voor
laboratoriumproefdieren {25 kGy), het voorsteriliseren van
verpakkingsmateriaal (5 kGy) en het steriliseren van medische
appendages, zoals wegwerp-spulten en -petrischalen (25 kGy).

Analoog aan het systeem dat wordt gebruikt om de hitteresisten-
tie van sporen te kwantificeren, wotdt bij bestraling de over-
levingscurve vastgesteld door de logaritme wvan het aantal over-
levende sporen ult te zetten tegen de bestralingsdosis, uvitge-

drukt in Gy of kGy {voorheen in krad of Mrad). De p .-waarde

10
van een organisme is in dit geval gedefinieerd als de dosis die
nodig is om de corspronkelijke sporenpopulatie tot 10% te redu-

ceren. Indien een initiéle schouder aanwezig is in de overlevings-
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curve, wordt het rechte stuk van de curve gebruikt voor de kwan-
tificering. De Dlo—waarde wordt dus berekend volgens de for-
mule:

Dlogwaarde = bestralingsdosis/(lg No ~ 1lg W),
waarbij N enw de aantallen zijn respectievelijk v&6r en na de
bestraling. Goldblith (1971) geeft naast de decimale reductie-
waarden ook de lengte van de 'schouder' op.

De verschillen in stralingsresistentie tussen bacteriesporen
zijn niet zo groot als bij de hitteresistentie. De Dlo—waarden
liggen meestal tussen 10 en 30 kGy. Factoren die de stralings-—
resistentie van bacteriesporen beinvlceden, zijn: socort, medium,
gasatmosfeer, temperatuur en aw—waarde (Goldblithk, 1971). Spo-
ren van het geslacht Clestridium zijn iets resistenter tegen
straling dan Bacillus-sporen. Onder aérche omstandigheden zidjn
bacteriesporen een factor 2 & 3 gevoeliger voor ioniserende
straling dan onder anadrobe omstandigheden. Bij hogere bestra-
lingstemperaturen (50-65 °¢) neemt de stralingsresistentie toe.
Verhoging van het watergehalte in de sporen heeft cen lagere

stralingsresistentie tot gevolg.
Ultraviolette straling

De golflengte van ultravioclette straling ligt tussen 210 en 328
nm. De hoeveelheid stralingsenergie is relatief laag, waardoor
ook de sporicide activiteit en het doordringend vermogen laag
is. Maximale effecten liggen bij golflengten tussen 240 en 280
nm. Evenals bij inactivering door middel van verhitting en ioni-
serende straling, is de overlevingscurve, waaruit we de DIO_
waarden zouden willen aflezen, in veel gevallen niet geheel lo-
garitmisch,.

De gevoeligheid van de verschillende groepen micro-organismen
voor deze straling is sterk verschillend:
- Gram-negatieve staafjes hebben de grootste gevoeligheid;
- Stafylokokken en streptokokken zijn een factor 5 & 10 minder
gevoelig, terwijl bacteriesporen ongeveer 10 maal ongevoeliger

zijn;
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- gchimmelsporen vertcnen in de meeste gevallen de hoogste UV-
resistentie, congeveer 50 maal zo hoog dan die van Gram-negatieve
bacterién,

Dlo—waarden, als regei uitgedrukt in J m_z, voor verschillen-
de typen micro—organismen zijn niet overvloedig voorhanden,
Durban & Grecz (1969%) vonden dat Clostridium botulinum, stam 33A,

. -2
gen sigmoide curve heeft, met een schouder van circa 70 J m en

2

een D..-waarde van ongeveer 300 J m ¢, Een analoog tvype over-

levinégcurve ontstaat als B. megaterium-sporen worden blootge-~
steld aan UV~straling. In figuur 7 is het &&n en andexr geIllu¥
streerd.

Naast de voorncemde verschillen tussen de verschillende micro-
organismen, is de aanwezigheid van vuil op het bestraalde opper-
vliak en de temperatuur waarbij bestraald wordt, van groot be-
lang voor de gemeten stralingsgevoeligheid. In bevroren toe-~
stand zijn de meeste bacterign veel gevoeliger voor UV-straling
dan bij kamertemperatuur. Binnen het temperatuurgebied van 5
tot 40 °C heeft de temperatuur geen duidelijke inviced,

% overlevenden
100

O, Fig. 7. Resistentie van sporen tegen
‘W ultraviclette straling; overlevings-
\ curve van Clostridium botulinum 33 A

0 T s T o0 06 eon (getrokken lijn) en Bacillus megaterium

Dosis UV-sireling (Jn2)  (stippelliin).
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Een belangriik verschijnsel dat in het kader van de UV-inac-
tivering gencemd moet worden, is de fotoreactivering. Hieronder
verstaat men het verschijnsel dat beschadigingen die door de UV-
bestraling zijn verocorzaakt in een bicologisch systeem, gedeelte-
1ijk kunnen worden hersteld door bestraling met licht van een
grotere golflengte. De fotoreactiveerbaarheid wvan micro-organis-—
men is sterk afhankelijk van het desbetreffende type micro-
organisme en het stadium (bijvoorbeeld vegetatieve c¢el of sporxre).
Daarbij blijkt dat tijdens de ontwikkeling van UV-resistentie in
de spore de fotoreactiveerbaarheid tegelijkertijd verdwiint
(Goldblith, 1971).

CHEMISCHE INACTIVERING VAN BACTERIESPOREN |

De resistentie van kacteriesporen teagen verschille%de antimicro-
biéle componenten wordt beschreven met begrippen als 'sporo-
statische' en 'sporicide' activiteit van het middel, naar ana-
logie wvan 'bacteriostatische’ en de 'bactericide’ activiteit.
Bij testen op de sporostatische activiteit van een bepaalde com-
ponent wordt, als regel, de laagste concentratie bepaald waar-
bij, in =en gelnoculeerde testbouillon met oplopende concentra-
ties van de te onderzoeken stof, nog groeiremming optreedt.

Deze concentratie heet dan de MIC (minimal inhibitory concen-
tration). Voor bacteriesporen kan, daarenboven, ock de concen—
tratie waarbij geen kieming meer optreedt van belang zijn. Dit
laatste wordt meestal via een microscopische methode bepaald

{Iund, 1962), waarbi]j de lichtbrekende eigenschap van een sporé
het beocrdelingscriterium is. Omdat de ontwikkeling van een spo-
re verschillende stadia kent (kieming, ontwikkeling tot vegeta-

tieve cel, vermeerdering van vedgetatieve cellen), is in feite

de term 'sporostatisch’ weinig informatief en zegt in elk geval
niets over het werkingsmechanisme.

Voor de vaststelling van de sporicide activitelit van een com-—
ponent worden, analcog aan de procedures tijdens hitte-inactive-
ring of bestraling, de te onderzoeken bacteriesporen gedurende
pepaalde tijden blootgesteld aan de component (Briggs, 1966}.
Vervolgens wordt het aantal overlevende sporen geteld. Een be-
langrijk nadeel van deze techniek is dat de sporicide component
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na afloop van de blootstelling moet worden geinactiveerd of ge-
neutraliseerd.

In de filtratietechniek {Busta & Speck, 1965) worden de spo-
ren in contact gebracht met het sporicide agens. Na aflcop van
de contacttijd wordt het gehele mengsel gefiltreerd door een
membraanfilter., Na wassen van het filter in zijn houder {verwij-
dering van de resten van de sporicide agens) worden de over-
levende sporen geteld door het filter op een geschikt telmedium
te incuberen. Het sporicide effect van een bepaalde handeling
wordt veelal‘aangegeven als het aantal decimale reducties dat

door de desbetreffende behandeling is gerealiseerd.
Waterstofperoxyde

Waterstofperoxyde [H202) is een sporicide component die reeds
rond 1920 werd tcoegepast bij de sterilisatie van onder andere
melkleidingen. Sindsdien is de component intensief onderzocht
op zijn antimicrobiéle eigenschappen en, mede als resultaat van
die onderzeoekingen, op uitgebreide schaal toegepast voor steri-
lisatie van verpakkingsmateriaal in aseptische verpakkingsmachi-
nes.

De sporicide-activiteit van H blijkt des te groter naar-

O
mate de temperatuur. tijdens de bghéndelinq heger, de concentratie
hoger en de contacttijd langer is (Ito et al., 1973; von Bockel-
manh & von Bockelmann, 1272; Swartling & Lindgren, 1968; Toledo
et al., 1973; Cerny, 1976). Ook de pH is van invlced, waarbij de
inactivering docoxy H202 sneller is bij lagere pH-waarden.

In de meeste gevallen kunnen decimale reductiewaarden bere-
kend worden uit de overlevingscurven. Ook bij H202—inactivering
wordt wvaak, zoals bilj loniserende straling, een initidle 'lag-
fase' in de inactivering aangetroffen. Een voorbeeld van een
overievingscurve is gegeven in figuur 8. Ben recent overzicht
van de inactiverende werking wan B0, op voocrnamelijk Bacillus
subtilis-sporen wordt gegeven door Cerny (1976}. Hij kwam tot
de volgende conclusies:

- De met H,0, behandelde B. subtilis-sporen hebben een bhetere
recovery na incubatie bij 30 °C dan bij 37 °C; bij onbehandelde

sporen is dit effect niet aanwezig,
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Fig. B, Fffect van de temperatuur, op de inactivering van sporen van Bacillus
subtilis met 25,8% waterstofperoxyde, gebaseerd op gagevens van Toledo et al.
{(1973).

- De inactiveringssnelheid van H?O2 blijkt, na een concentratie-

' vor 200 2 250 g 171 ongeveer

verhoging van bijvcoorbeeld 100 g 1~
te verdubbelen. Bi] een waterstofperoxydeconcentratie kboven
400 g 71
400 & 500 g 1~

heid, optimaal.

is dat effect veel minder sterk. Een concentratie van

! lijkt, met betrekking tot die inactiveringssnel-

- De afhankelijkheid van de inactiverende werking van H202 van
de temperatuur van de HzOz—oplossing kan worden uitgedrukt als
de z-waarde of Qlouwaarde. (Verschillende andere auteurs, waar-
cnder Toledo, Swartling en ock Cerny maken melding van z-waarden
voor B. subtilis van 35 3 50 “C).
~ Een voor de meeste aseptische verpakkingssystemen voldoende
snelle inactivering (namelijk binnen enkele seconden) is slechts
dan voldoende verzekerd als de H202—concentratie minimaal
300 g 17! is en de temperatuur tijdens die inactivering 80-9¢ °cC.
De verschillende typen bacteriesporen vertonen grote varia-
ties in resistentie tegen H,0,. Daarbij komt het verschijnsel
dat B. stearothermophilus bij 20 ¢ een hogere resistentie heeft
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dan B. subtilis, terwijl dit bij 80 °C net andersom is.
Algenene uitspraken over H202—resistenties van verschillende

micro-organismen zijn dus moeilijk te geven; de omstandigheden

waaronder H202 gebruikt wordt spelen een docrslaggevende rol.

Glutaaraldehyde en formaldehyde

Voor desinfectie van oppervliakten, zoals bedrijfs- en medische
apparatuur, wordt nog veelvuldig gebruik gemaakt van glutaaral-

dehyde en formaldehyde. Genoemde componenten hebben de volgende

structuurformdles:
H2 4¢O
#Y P
H - C\\ formaldehyde H2C H glutaaraldehyde
H AN 0
Cc - C%¢
~p

De sporicide werking van dit soort verbindingen, spaciaal de
dialdehyden, hangt waarschijnlijk samen met de reactiviteit van
de aldehydegroep: thiol- of aminogrcepen uit structurele of
functionele eiwitten reageren zeer gemakkeliik met (vrije) al-
dehydegroepen en de eiwitten worden aldus gemakkelijk gedenatu-
reerd.

Glutaaraldehyde 1s biljzonder effectief tegen diverse spore-
vormende micro-organismen (Rubbo et al., 1967), zcals is gefl-
lustreerd in tabel 3. De gevoeligheid voor deze component ver-—
schilt duideliik bi] de diverse sporevormers. Daarnaast blijkt
de effectiviteit van glutaaraldehyde-oplogsingen sterk te wor—

Tabel 3. Sporicide-activiteit van een 2%-ige, alkalische (pf = 8,0}
cplossing van glutaaraldehyde bij 20 “C (gebaseerd op gegevens van
Rubbo et al., 1967). '

Sporevormey Dlo-waarde (min)

Clostridium bifermentans 1
Clostridium sporogenes 3
Clogstridium tetani 7
Bacillus anthracis 3
Bacilius pumilus 30
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den vergroot door verhoging van de concentratie, de temperatuur
en de pH.

Hoewel nog veelvuldig toegepast voor desinfectiedoeleinden
en voor sterilisatie van bedrijfsruimten, is formaldehyde min-
der effectief als sporicide agens dan glutaaraldehyde (Rubbo
et al., 1967; Trujillo & David, 1972). De b-waarden van sporen
zijn, indien blootgesteld aan formaldehyde, ongeveer 10 maal zo
hoog als bij inwerking van glutaaraldehyde. Qok voor formaldehy-
de blijkt dat verhoging van temperatuur en concentratie de ef-

fectiviteit aanzienlijk doet toenemen.
fthyleenoxyde
Ethyleenoxyde, waarvan de structuurfornule is:

O
HZC—CH2

wordt algemeen toegepast voor de sterilisatie van medische ap-
paratuur, zoals slangen, wegwerpspuiten en dialyse-apparatuur.
Daarnaast vindt het tcepassing bij de ontsmetting van kruiden
en specerijen. Voor de industriéle toepassing van ethyleenoxyde
worden de te steriliseren produkten of apparaten, in karton,
papier of kunststof werpakt, in afgesloten ruimtes behandeld |
met het gas. Mengsels van lucht en ethylesnoxyde zijn explosief, |
indien het ethyleencxyde veoorkomt in concentraties van 3 tot 80

volumeprocenten. Menging met koolzuurgas of freon doet dit ex-

plosiegevaar tenilet.

Ter verwijdering van zuurstof wordt de sterilisatieruimte voor-
af geévacueerd, waarna ethyleenoxyde tosgelaten wordt. Na af-
loop wordt afwisselend enkele keren geévacuserd en weer belucht
met het doel resten ethyleencxyde uit het gesteriliseerde mate-
riaal te verwijderen. Een probleem hierkij is dat ethyleenoxyde
de neiging heeft zich aan het te steriliseren materiaal te hech-
ten. Deze sorptie kan fysisch van aard zijn of van chemische
aard. In dit laatste geval treedt er geen desorptie, maar een

veelal irreversible chemische reactie op tussen ethyleenoxyde
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en het te steriliseren materiaal. Vooral materialen met week-
makers, zoals het polyvinylchleoride met zijn ftaalzure ester,
nemen veecl ethyleenoxyde op, waarbil} vaak chemische sorptie-
verschijngelen kunnen worden waargenomen, Een goed overzicht
over de werking van ethyleenoxyde, de toepassing en de belang-
rijkste factoren die de werking en toepasbaarheid beinvloceden,
is gegeven door Driessen & Van Duin (1975).,

Ethyleenoxyde heeft een alkylerende werking op zeer veel as-—
sentiéle, chemische componenten van de cel, waaronder DNA, amino-
zuren en elwitten (Kelsey, 1967; Phillips, 1952, Kereluk et al.,
1470} . Met name thicl-, amino-, carboxyl-, hydroxyl- en fenol-
groepen zijn zeer gevoelig voor dit scort alkylerende stoffen.

Schematisch kan dat als volgt worden weergegeven:

NH2 NHCHZ-CH2~DH
sH S—CHZ—CHE-OH
Bacterie OH + H2C - CHZ“*“'bacterie O—CHZ—CHZ—OH
C-0H C—-0-CH_-CH_-OH
i ot " 2 72
o) ¢}
'levend' ethyleencxyde 'dood’

De inactiveringssnelheden die gevonden worden bij ethyleenoxyde-
behandelingen van sporen, en die ock nu mogen worden ultgedrukt
in p-waarden, blijken afhankeliik te zijn van de volgende facto-
ren:

- De ethyleenoxyde-concentratie in het gebruikte gasmengsel.
Phillips (1949) vond voor Bacillus globigii D-waarden van 7,2

! en van 0,35 wur voor 884 mg 17}, beide bij

uur bij 22 mg 1~
25 “c.

- De temperatuur tijdens de behandeling. Bij elke temperatuur-
stijging van 10 °C neemt de inactiveringssnelheid toe met een
factor 2-3 {(Phillips., 1949). Later onderzoek (Ernst & Shull,
19562) toonde aan dat er in feite twee verschillende Qlo-waarden
zijn: indien de tijdsduur die nodig is om een bepaalde inacti-
vering te krijgen wordt uitgezet tegen de temperatuur, vertoont
de zo verkregen grafiek een knik. Dit verschijnsel is daaruit

te verklaren dat in eerste instantie absorptie en diffusie van
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het gas een beperkende i1nvloed hebben.

- Het type sporevormer. Freeman & Barwell (19260) wvonden dat spo-
ren van Bacillus stearothermophilus een lagere resistentie tegen
ethyleencxyde hadden dan een aantal vegetatieve bacterién. Spo-
ren van Bacillus subtilis var., niger hebben de hoogste enthyleen-
oxyde-¥esistentie, ¢irca 5 minuten bij een concentratie van

500 mg 1—1, een relatieve vochtigheid van 40% en een temperatuur
“C (Kereluk et al., 1970).

- Relatieve wvochtigheid. De hoogste inactiveringssnelheden voor

van 54

ethyleenoxyde worden gevonden bij relatieve vochtigheden van
30-40%. Zowel bij de hogere als de lagere relatieve vochtigheids-
waarden verloopt de inactivering minder snel (Gilbert et al.,
1964},

- Het dragermateriaal. Indien sporen gedroogd wogden op harde
dragermaterialen, blijkt hun ethyleenoxyde-resistentie vervol-
gens hoger te zlijn dan na droging op zachte ondergrond, =zoals
katoenen lapijes. Poeder, stofdeeltjes, vet en dergelijke hebhen

een beschermende werking.
Propyleenoxyde

Propyleencxyde heeft de velgende structuur:

Hoewel het minder effectief is dan ethyleenoxyde, wordt ook pro-
pyleenoxyde toegepast voor ontsmettingsdoeleinden. Bruch & Koes-
terer (1961) wvonden voor Bacillus globigii-sporen, indien bloot-
gesteld aan een propyleencxydecconcentratie van 410 mg lalf een
relatieve vochtigheid van 80-20% en een temperatuur van 36-38 OC,
D1O-waarden van 144-216 minuten. Daarkij werd ook vastgesteld
dat de Dlo—waarde ongeveelr gehalveerd wordt als de concentratie
wordt verdubbeld. Verder bkleck dat toename van de relatieve

! vochtigheid het letale effect van propyleenoxyde verkleint (Him-

melfarb et al., 1962).




Andere chemische verbindingen

DPe verbindingen waterstofperoxyde, glutazraldehyde en formal-

dehyde zijn slechts voorbeelden van sporicide stoffen die kun-

nen worden toegepast.

componenten zijn:
- antibhiotica, =zcals

- alcocholen;

Bekende voorbeelden van andere sporicide

nisine (Campbell & Sniff, 1959) en subtiline;

- kwikverbindingen en halogenen;

- guarternaire ammoniumverbindingen;

- loog en zuur.

SLOTOPMERKING

gellijk was.
Voor meer details

wezen worden naar de

L handboek 'Inhibition
B (Hugo, 19271) in veel
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Een overzicht van het werkingsspectrum van dit socort verbindin-

gen wordt gegeven door Russell (1971}).

In het voorafgaande kon slechts een beperkt overzicht worden ge-
geven van datgene wat bekend is over de inactivering wvan bac-
teriesporen. De verscheidenheid in sporicide en sporostatische

behandelingen is dermate groot dat uitputtende bespreking onmo-

over de behandelende onderwerpen kan ver-
geciteerde literatuur; daarnaast kan het
and destruction of the microbial cell!

gevallen een goede hulp zijn om enigszins

een overgicht te krijgen over de bestaande gegevens.



Het bepalen van sporevormende bacterién in voedingsmiddeien

M.J.M. Michels, Unilever Research Duiven, Zevenaar

INLEIDING

Sporevormende bacterién worden volgens de 8ste editie van Ber-
gey's 'Manual of Determinative Bacteriology' (1974) alle inge-
deeld in de familie van de Bacillaceae: endosporevormende staaf-
jes en kokken. Deze familie is cop basis van celvorm, zuurstof-
behoefte, katalasereactie en sulfaatreductie (tabgl 1} onderver-
deeld in 5 geslachten: Bacillus, Speroclactobacillus, Clostridium,
bDesulfotomaculum en Sporosarcina,.

Het geslacht Bacillus (= staafije) wordt gevormd dcocor strikt
aérobe of facultatief anaérobe, meestal beweeglijke, Gram-posi-
tieve, Gram-variabele of Gram-negatieve, meestal katalase-posi-
tieve, sporevormende staafjes. Tot dit geslacht behoren volgens
Bergey's Manual (1974) 48 scorten, onderverdeeld in 22 welom-
schreven, goed bekende en 26 minder goed bekende soorten. Enkele

van de bekendste Bacililus-soorten zijn B. subtilis, B. cereus,

B. megaterium, B. licheniformis, B. puwilis, B. circulans, B. coa-

gulans en B. stearothermophilus. Veoor identificatie van Bacillus-
soorten wordt verwezen naar Bergey's Manual (1974), 'Aerobic Spo-
reforming Bacteria' van Smith et al. (1952), 'The Genus Bacillus'

Tabel 1, Tndeling van de geslachten binnen de familie van de Bacillaceae
volgens Bergey's 'Manual of Determinative Bacteriology', 8ste editie (1974).

Geslacht Celvorm Zuurstofbehoafte Overige kenmerkean
1. Bacillus staafje aéxroob of facultatief katalase-positief
anadroch

2. Sporolactobacillus staafje microaérofiel katalase-negatief

3. clostridium staafje anadroob geen reductie van
sulfaat tot sulfide

4, Dpesul fotomaculum staafje anadroob reductie van sulfaat
tot sulfide

5. Sporosarcina bol aéroob katalase-positief
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van Gordon et al. {1973) en "The Genus Bacillus: Aids to the
Tdentification of its Species' door Wolf & Barker (1968).

Het geslacht Sporolactobacillus - spore(vormende) lactobacil -
kent waar &&n vertegenwoordiger, §. inulinus, een micro—-aérofie-
le, beweegliike, Gram—~positieve, katalase-negatieve, melkzuur-
vormende staafvormige sporevormende bacterie. Omdat deze bacterie
alleen in sporeverming en beweeglijkheid afwlijkt van de familie
der Lactobacillaceae =n evenals de Clostridium-soorten katalase-~
negatief is, werd Sporolactobacillus door Kitahara & Suzuki (1963)
beschreven als een tussenvorm tussen Lactebacillus en Clostridium.
Latere geqevené (Suzuki & Kitahara, 1964) hebben echter duidelijke
verschillen in DNA-samenstelling aangetoond tussen Sporolacto-
bacillus en Clostridium, terwijl er wat celwandsamenstelling be-
treft juist overecenkomst met Bacillus vastgesteld is (Kandler,
1967) .

Het geslacht clostridium (= weecfspoeltje) bestaat uit strikt
anaérobe of soms ook adrotolerante, meestal beweceglijke, meestal
Gram-positieve, katalase-negatieve, sporevormende staafjes,
waarbij de spore gewoonlijk een opzwelling van de cel vercorzaakt.
De in Bergey's Manual (1974) genoemde 61 Clostridium-soorten wor-
den op basis van sporeligging (terminaal of subterminaal), hydro-
lyse van gelatine en bijzondere veoedingseisen onderverdeeld in
5 groepen. De in de levensmiddelenmicrobiologie bekendste Clos-
tridium~soorten zijn ¢. butyricum, . sporogenes, C. botulinum,

: C. perfringens en C. thermosaccharolyticum. Identificatie wvan
geisoleerde Clostridium-soorten kan plaatsvinden aan de hand van
tabellen met biochemische karakteristieken uit Bergey's Manual
(1974},

Tot het geslacht Desulfotomaculum — zwavelreducerende worst-
{vormige bacterie) — behoren strikt anad&robe, beweeglijke, Gram-
negatieve, sporevormende, rechte of gebogen staafjes, die sul-
faat, sulfiet en reduceerbare zwavelverbindingen tot zwavelwater-
stof reduceren. Het geslacht Desulfotomaculum kent 3 soorten
(Campbell & Postgate, 1%653) met als bekendste vertegenwoordiger
D. nigrificans, die voorheen als Clostridium nigrificans bekend

stond. -

Het geslacht Sporosarcina — spore(vormende) sarcina — bestaat

uit strikt aérobe, beweaglijke of cnbeweceglijke, Gram-positieve,
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katalase-positieve, sporevormende kokken, die voorkomen in pak-
ketjes van 2, 4 of 8 cellen. Het geslacht kent maar éé&n scort,
5. ureae, en is een tussenvorm tussen de geslachten Micrococcus
en Bacillus, waarbij S. ureae biochemisch veel op B. pasteurii
lijkt (MacDonald & MacDonald, 1962).

Volgens het uitstekende overzicht van Slepecky (1272), 'Ecolo-
gy of Bacterilal Sporeformers', komen van de genocemde vijf ge-
slachten van sporevormers in de natuur vooral veel Bacillus-~ en
Clostridium-soorten voor. In het volgende zal de aandacht daar-—
om juist op deze sporevormers gericht zijn, waarbiij de overige
geslachten echter niet conbesproken blijven. Omdat bovendien in
de levensmiddelenmicrobiologie veelal de sporen van sporevormen-—
de bacterién procesbepalend zijn, willen we ons voornamelijk
richten op het tellen van deze spceren en minder op het bepalen
van vegetatieve cellen van deze sporevormende bacterién. Wel
wordt het bepalen van beide verschijningsvormen beschreven voor
de voedselvergiftiging verocorzakende sporevormers Clostridium

perfringens en Bacillus cereus.
BEPERKINGEN BIJ HET BEPALEN VAN SPOREVCORMENDE BACTERIEN

Sporéevormende bacterién kunnen dermate van elkaar verschillen in
temperatuuroptinum {psychrofiel, mesofiel, thermofiel), zuurstof-
behcefte {agroohb, microadrofiel, anagroch) en voedingseisen (pan-
totheenzuur voor B. pahtothentjicus, ammonia voeor B. pasteurii,
reduceerbare zwavelverbindingen voor b, nigrificans) dat het
hierdoor van meet af aan onmogeliijk is alle sporevormende bac-
terién via é&n universele methode te bepalen. De logische con-
sequentie hiervan is dat met de gebruikelijke methoden maar een
beperkt gedeelte van de aanwezige sporevormers bepaald zal wor-
den. Het bestzan van een dergelijke beperking telt voor de le-
vensmiddelenmicrobioclecog echter niet te zeer, omdat deze in het
algemeen niet alle sporevormende bacterién zal willen bepalen,
maar zich zal willen keperken tot die sporevormers die in een
bepaalde situatie van belang zijn. Voor een gepasteuriseerd
produkt, zoals tomatenpuree in blik met een pH van 4,2-4,5, zal
de houdbaarheid vooral bepaald worden door B. cecagulans-sporen

en is daarom het bepalen van niet-zuurtolerante sporevormers
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voor de houdbaarheid niet van belang. Dit en enkele andere voor-
beelden ziin samengevat in tabel 2, die laat zien dat in elke
situatie maar een bepaalde categorie sporevormers van belang is.

Bi} elke analyse zal men zich dus vooraf moeten afvragen wel-
ke sporevormers in de gegeven situatie van belang zijn en zal
men die conditiles moeten kiezen die wvoor het bepalen van deze
sporevormers optimaal zijn. Hierdoor wordt het nadeel dat niet
zo maar alle sporevormers geteld kunnen worden eerder een voor-
deel, omdat door een weloverdachte keuze van de bepalingsmethode
de kans toenecmt dat de julste sporen bepaald worden en het ver-
zamelen van onbruikbare gegevens vermeden wordt. 20 zal men voor
grondstoffen voor te steriliseren produkten niet moeten kijken
naar de totale sporenbelasting van deze ingredi@nten, maar zal
men zich moeten richten op het bepalen van de werkelijk thermo-
resistente sporen, bijvoorbeecld de groep sporen die 20 min bij
100 °C overleeft.

Van oudsher heefit men bij het bepalen van bacteriesporen
vooraf een hittebehandeling toegepast om storende niet-spore-
vormers te elimineren. Evans & Curran (1943) merkten daarbi]
op dat sporen van mesofiele Bacillus-soorten na een hittebehande-
1ling sneller ontkiemden, hoewel hiermee geen hodere tellingen
verkregen werden. Voor sporen van thermotolerante en thermofiele
bacteriescorten bleek echter een hittebehandeling vocoraf te re-
sulteren in veel hogere tellingen (Curran & Evans, 1945)., Zi]
constateerden voor een thermotolerante B. subtilis-stam (nr.
4149) een toename van het aantal kolonies met een factor drie
na verhitting van de sporen gedurende 10 min bij 955 Oc. voor een
andere stam (nr. 154) was de toename ruim een factor 20. Sutton

et al, (1971) vonden voor faeces na verhitting gedurende 10 min

Tabel 2. Voorbeelden van de scort sporevorménde bacterién die voor de
houdbaarheid van enkele categorieén levensmiddelen bepalend kunnen zijn.

Type levensmiddel Type sporevormende bacterie

Zure produkten (pH < 4,6) zuurtolerant

Koudbewaarde, gepasteurisesrde psychrotroof

produktan

Tropenconsarven thermofiel

Kaas lactaatvergistende Clostridium-soorten
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kEij 80 ©C aantallen c. perfringens die zelfzs meer dan 1000 maal
hoger waren dan die bepaald zonder verhitting. Intussen weten we
dat in voedingsmiddelen voorkomende sporen vaak in een 'rust-
toestand' verkeren (Engels: dormant), dat wil zeggen dat deze
sporen niet contkiemen onder ogenschijnliijk gunstige condities.
Om deze rustende sporen in vegetatieve cellen te doen overgaan
moeten de volgende fasen doorlopen worden: (1) activering van

de spore, (2] kieming van de spore, (3) uitgroei van de gekiemde
spore tot een vegetatieve cel.

Een goed overzicht over activering wordt gegeven door Keynan
en Evenchik (1969). Van de door hen gencemde mogelijkheden tot
activering van de spore wordt de hitte-activering in de levens-
middelenmicrobiologie het meest toegepast. De voor activering
vereiste warmtebehandeling is volgens deze auteurs sterk afhan-
kelijk van de soort sporevormer en kan varidren van een paar
minuten bij &0 e {(voor B. megaterium} tot een verhitting bij
105-115 @

Ock binnen &&n soort sporevormer kunnen grote verschillen

C (voor B. stearothermophilus).

voorkomen, Zo isoleerde Ridgway {1958) uit dgesteriliseerde melk
een aantal B. subtilis-stammen die gqua hitte-activering in 3
typen ingedeeld konden worden., Bij type A namen de sporetellin-
gen nog toe na een voorafgaande verhitting van de sporen van
30 min bij 100 ®c. Bij type C namen de sporetellingen juist snel
af door werhitting bij 100 °C en bij type B was er nauwelijks
verschil in tellingen na verhittingen wvan 35 min bij 63,5 “c en
30 min bij 1090 ©c, Figuur 1| geeft een beeld van deze resultaten.
Het mooiste onderzoek naar hitte-activering is misschien wel
dat van Busta & Ordal (1%964), die de hitte~activering bestu-
deerden van B. subtilis-sporen bij 5-?4 Cc. Na correctie voor
hitte-activering tijdens de incubatie van de telplaten en voor
inactivering tijdens de verhitting bleek dat de activering bij
elke temperatuur optreedt, zij het dan dat bij lage temperatuur
langere tijden nodig zijn. Uit hun resultaten kan bijvoorbeeld
afgelezen worden dat &én jaar bewaren van de sporen bij 5 %c
dezelfde activering (40%) geeft als 9-10 dagen bij 30 °c, 33 uur
bij 37 °C of 10 min bij 74 °C. Hieruit blijkt dat sporen ook
tijdens de incubatie nog geactiveerd kunnen wordéen, al zal dat

wel vraden om een wat landere incubatietijd.
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Twee factoren maken het vaststellen van de juiste hittebehan-
deling van een te onderzoeken monster soms noeg extra gecompli-
ceerd. Eé&n factor is dat door de toegepaste hittebehandeling
sommige van de aanwezige sporen gedood kunnen worden. Dit kan
bijvoorkbesld gebeuren hij} weinig thermoresistente sporen, maar
ook bij thermoresistente sporen die een zware activeringsbehan-
deling vragen. De tweede factor is dat B. stearothermophilus-
sporen door een suboptimale hittebehandeling (enkele minuten
bij 80 tot 100G °c in plaats van 115 ®C) extra dormant kunnen
worden, waardoor te lage tellingen verkregen worden (Keynan &
Evenchik, 1969).

Na het voorgaande zal het niet meer verbazen dat in de litera-
tuur voor het tellen van sporen in levensmiddelen verschillende
verhittingscondities vermeld worden en dat het eigenlijk onmoge-
lijk is condities te formuleren die in elke situatie bruikbaar
zijn. Feitelijk zou men voor elk nieuw onderzoek meerdere tijd-
temperatuurcombinaties moeten toepassen om zo de beste active-~
ringsconditie vast te stellen. In de dagelijkse praktijk is dat
veelal te omslachtig en worden daarom pasteurisatie-activerings-—
condities gebruikt die niet eerst getest zijn. De hierna te noe-
men pasteurisatiecondities zijn in feite voorbeelden van zulke
veel gebruikte tijd-temperatuurcombinaties; het zal duidelijk
zijn dat deze msar een beperkte geldigheid hebben,
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Een alternatief voor optimale, van geval tot geval verschil-
lende activeringsomstandigheden zou ziin het gebruik wvan stan-—
daardverhittingscondities, wat, met al zijn beperkingen, zou
kunnen leiden tot meer vergelijkbare resultaten tussen micro-
biclogen onderling. De ISO {(International Organisation for Stan-
dardization) werkt wel aan standaardmethoden voor het tellen van
aérobe en anaérobe sporevormende bacterién, maar het zal nog wel
enige tijd duren voordat deze methoden uitgewerkt zijn in een
standaardvoorschrift. Totdat deze ISO-methoden beschikbaar zijn,
zal men er goed aan doen bi) de vermelding wvan sporetellingen

tevens aan te geven welke pasteurisatie-hitteactiveringsconditie

men toegepast heeft.

YOORBEWERKING EN VERHITTING VAN HET MONSTER BIJ SPORETELLINGEN
,

Niet-vloeibare monsters worden veelal &&n op tien verdund in
pepton/zout-verdunningsvloeistof [pepton (1 g l_l)/NaCl (8,5
g 1_1)} en gehomogeniseerd met een Stomacher, mixer of Ultra-
Turrax. Vlioeibare monsters worden dikwiils in onverdunde toe-
stand onderzocht, waarbij homogenisatie echter wel nedig kan
ziin, bijvoorbeeld bij melk, om de sporen goed over de vloaistof
te verdelen. Bij produkten met een lage pH verdient het aanbe-
veling de pH wvan het gehomogeniseerde monster met steriele loog
bij te stellen op 6,5-7,0 om ecen ongewenste pH-daling van het
telmedium te vocrkomen (dit is natuurlijk niet nedig wanneer
men voor deze produkten Jjuist een voedingsbodem met een lagere
pH wil toepassen, om daarna de zuurtolerante sporevormers te
bepalen) . De activering van de in het gehomogeniseerde monster
aanwezige sporen kan goed uitgevoerd worden door 10 ml hiervan
in een steriele schroefdopbuis te pipetteren zonder daarkij de
wand van de buis met de pipet te raken. Bangezien het meestal de
bedoeling is tevens alle vegetatieve cellen te doden, ig het
nodig het gedeelte van de buls boven het vlceistofniveau goed te
flamberen, de schroefdop te bevestigen en de gesloten buis ge-
durende de gewenste tijd in een waterbad van de juiste tempera-
tuur te plaatsen. Het niveau van de vloeistof in de buis moet
hierbij 2 em onder het niveau wan het waterbad staan.

Voor temperaturen boven 100 Oc kan de verhitting uitgevoexrd
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worden in een glycerolbad of in een 'pressure cooker'. Bij ver-~
hittingstijden van 15 minuten en meer zal men bij gebruik van
aen water- of glycerolbad de opwarmingstijd van circa 2 minuten
wel mogen verwaarlozen. Bij kortere verhittingstijden verdient
het aanbeveling met esn thermometer of thermokoppel het werke-
lijke temperatuwurverioop van het monster te bepalen, waarbij men
erop bedacht moet zijn dat in de buls een temperatuurgradiént

kan ontstaan.
AANTONEN VAN SPOREVORMENDE BACTERIEN IN VERHITTE VOEDINGSMIDDELEN

Hoewel het volgende voornameliik zal handelen over het bepalen

van bacteriesporen in voedingsmiddelen, kan het toch ook ver-

celst zijn vast te stellen of in cen verhit produkt sporevormers

gadroeid zijn. Wil men nagaan of gporevormende bacterién in een
produkt zijn gegroeid of dat een produkt erdoor bedorven is, dan
dient men te bedenken dat veel sporevormers in produkten niet of
slechts in geringe mate tot sporevorming komen. Het is daarom
onverantwoord om teneinde dit te kunnen aantonen het produkt te
verhitten, bijvocrbeeld 10 minuten bij 80 of 85 OC, met de be-
doeling daarna de sporen van de sporevormende bacterign te tel-
len. Vaak zal men dan niets vinden, terwijl het produkt toch
door sporevormende bacterién bedorven was.

Het is daarom nodig eerst de eventueel aanwezige bacterién
te kweken in verdunningen van het produkt in een telplaat of
een vloelbaar medium, zonder voorafgaande verhitting, en daarna
na te gaan of de bacterién die zich ontwikkeld hebben, spore-
vormers zijn. Men brengt daarioe reinculturen van deze bacterieéen
in of op een medium waarvan bekend is of verwacht mag worden dat
het sporevormers tot sporulering brengt. Wat betreft agrobe
sporavormers kan meestal goede sporulering verkregen worden met
Nutrient Agar van Oxoid. Men kan, nadat koloni#n enkele dagen op
platen met deze voedingsbodem gegroéid zijn, de sporen meestal
wel met behulp van een microscopisch preparaat waarnemen, waarbij
het overbodig is een speciale sporenkleuring toe te passen, omdat
de sporen als regel goed te zien zijn, indien de eenvoudige ne-
gatieve kleuring met nigrosine wordt toegepast.

Vaak is het maken van een reincultuur niet nodig en neemt
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men al sporen in het microscopisch preparast waar, indien men
een uitstrijkje van een weinig produkt of verdunningen van het
produkt bebroedt op een sporulering bevorderende voedingsbodem.
Het kan zijn dat er bij de poging om sporen te laten vormen
toch zo weinig sporulering is opgetreden, dat gporen in het
microscopisch preparasat niet te vinden zijn. Dan moet een sus-
pensie of een geringe verdunning van een reincultuur in een wvoor
de groei van de betreffende bacterie geschikt groeimedium zo-
danig verhit worden dat de vegetatieve cellen zeker zullen wor-
den gedcood, doch eventueel aanwezige sgporen overleven. Daarna
gaat men na of in het verhitte groeimedium weer groeli van de-—

zelfde bacterie optreedt.
BEPALEN VAN BACTILLUS-SOORTEN

De bepalingscondities voor sporen van psychrofiele, mesofiele
en thermofiele Bacillus-gscoorten zijn nogal verschillend en wor-
den daarom apart hehandeld. Verder worden enkele media voor B.

cereus besproken.
Psychrofiele Bacillus-soocrten

Bacillus-soorten die zich bij lage temperatuur kunnen vermenig-
vuldigen komen in hoge aantallen in grond voor en worden ook in
voedingsmiddelen aangetroffen (Michels & Visser, 1976) ., Daze
koudetolerante sporevormers staan bekend als psychrofiel of psy-
chrotroof, waarbii voor deze begrippen meerdere definities bhe-
kend zijn.

BPacterién worden volgens een gangbare definitie als psychro-
fiel beschouwd, wanneer ze in 2 weken bij 0 ‘¢ goed zlchtbare

groei geven. Het woord psychrotroof wordt dikwijls gebruikt

voor organismen die bederf kunnen geven van levensmiddelen die on-

der de gangbare koelcondities bewaard worden. Bij tellingen van
psychrotrofe bacterién wordt daarom meestal gekozen voor incu-
batie bij 5 of 7 °c.

Psychrofiele/psychrotrofe sporevormers zijn belangrijk veoor
de hcudbaarheid van gepasteuriseerde, niet-nabesmette, koel be-

waarde levensmiddelen, zoals gepasteuriseerde melk (Langeveld,
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1970; kijdrage van Langeveld in dit boek) en gepasteuriseerde
maaltijcdcomponenten (Michels & Anema, 1974).

Meestal wordt bij sporetellinéen van deze Jgroep sporevormers,
die geen erg thermoresistente sporen vormt, gekozen voor een
lichte pasteurisatie van 5 of 10 min bij 80 Cc. Het telmedium
bij uitstek is Trypticase Soy Agar (BBL). De te kiezen incubatie-
tijd en -temperatunr zijn sterk afhankelijk van het doel van het
onderzoek. Bij kcoud bewaarde levensmiddelen worden psychrotrofe
sporen wel bepaald met incubaties wvan 1 week bij o “c of 10 da-
gen bij 7 OC.'Wil men selectief alleen de psychrofiele sporen
bepalen, dan kan 14 dagen bij 0 O geincubeerd worden. Optimale
groei van deze koudetolerante Bacillus-goorten vindt plaats bij
20 & 25 °

niet meer alle kunnen vermenigvuldigen. De uitgroei van psychro-

C, maar bij 30 “C zullen deze Bacillus-scorten zich

fiele/psychrotrofe sporevormers in koud bewaarde levensmiddelen
zal men daarom niet controleren met incubatie bij 30 OC, maay
met 20 “C als incubatietemperatuur, waarbhij 2 dagen al voldoen-

de is om goed zichtbare kolonles te geven.
Mesofiele Bacillus-socrten

Voor de pasteurisatie-activering van mesofiele Bacillus-sporen
wordt in de literatuur een heel scala van verschillende tijd-
temperatuurcombinaties vermeld. Een veel gebruikte verhitting
is 10 min bij 80 “C, terwijl binnern de 180 15 min bij 80 °¢ wel
als standaard voorgesteld is., De keuze van een verhittings-
conditie‘kan achter sterk afhangen van het doel van het onder-
zoek. Wil men bijvoorbeeld alleen thermoresistente sporen tel-
len dan zal men via een intensievere hittebehandeling selecteren.
Voor het tellen van thermoresistente sporen in melk koos Ridgway
(1958) bijvoorbeeld condities varidrend van 2 min bij 100 °¢ tot
40 min bij 110 Se¢. Als bepalingsmedium wordt veel gebruik ge-
maakt van Nutrient Agar, Plate Count Agar of ook wel Trypticase
Soy Agar, met incubatie gedurende 2-3 dagen bij 30 °C. Men moet
zich hierbij bewust zijn dat niet alle mesofiele Bacillus-soorten
op deze media kunnen groeien.

Een gedetailleerde cOpgave van de opbrengst op Nutrient Agar

van een reeks Bacillus-800rten samen met alternatieve media en
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orhopingsmethoden vindt men bij Knight & Proom (1950) en Ember-
ger (1970). Van de gencemde 3 media wordt Nutrient Agar ex Oxold
{CM 3) veel gebruikt, omdat op dit medium gemakkelijk sporen ge-
vormd worden, wat als bevestiging van de sporetelling kan dienen.
vergeleken met Plate Count Agar heeft Trypticase Soy Agar naar
cnze ervaring het voordeel dat hierop minder spreiders voorkomen,

die tellingen kunnen bemoeilijken.
Thermofiele Bacillus-soorten (B, stearothermophilus, B. coagulans)

De bekendste groep van thermofiele Bacilius—soorten wordt gevormd
door de veroorzakers van 'flat sour'-bederf, een type bederf wvan
(bij hoge temperatuur bewaarde) conserven, waarbij wel microbidle
verzuring optreedt, maar geen gas gevormd wordt. Tot de 'flat-
sour'-sporevormers rekent men de thermocfiele B. stearothermophi-
lus (groeit bij 55 °¢ en niet bij 37 OC) en de facultatief ther-
mofiele, ook wel thermotolerant gencemde B. coagulans, die zich
bij 5% én bij 37 °c kan vermeerderen. Een goed overzicht over
deze 'flat-sour'-bacterién wordt gegeven docor Fields (1%70) .

Voor het tellen van sporen van thermofiele 'flat-sour'-Bacil-
ius-gsoorten wordt meestal een activering toegepast van 20 of 30
min bij 100 ©C, hoewel ook wel 5 min bij 100 °C gebruikt wordt
{Richmond & Fields, 1966). Als telmedium wordt algemeen Dextrose
Trypton Agar gebruikt (bijvoorbeeld Difco B 80), welk medium
naast glucose broomkresolpurper als pH-indicator bevat, waardoor
na incubatie gedurende 48 uur bij 55 Sc de zuurvormende kolonies
door een gele hof van de niet-zuurvormende kolonies te onder-
scheiden zijn. Naast B. ceagulans en B. stearcothermophilus komen
op dit medium ook andere, facultatief thermofisle sporevormers
tot ontwikkeling. Incubatie bij 60 °C maakt de omstandigheden
meer selectief voor B. stearothermophilus en B, coagulans, maar
heeft de beperking dat dan niet meer alle B. coagulans-stammen
geteld worden (Richmond & Fields, 1966). Verdere details over
het tellen van 'flat-sour'-thermofielen windt men bij Maunder
(1976} .

Wil men speciaal de zuurtelerante B. coagulans tellen, bij-
voorbeeld bij onderzoek van tomatenprodukten, dan wordt Thermo-
acidurans Agar (Difco B 303} gebruikt. Op dit medium met ecen pH
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van 5,0 groeit B. stearcthermophilus niet, omdat deze sporevor-
mer zich niet bij deze pH kan vermeerderen., Voor B. ceoagulans
wordt dit medium 2 dagen bij 55 °C geincubeerd. Als activerings-
conditie voor de sporen van 8. coagulans vermeldt Speck {1%76a)
een hittebehandeling (exclusief opwarmtiid) van 5 min bij 88 “C.

Bacillus cereus

Naast de ecerder genoemde Bacillus-soorten verdient B. cereus

nog vermelding als een veel voorkomende ad&robe sporevormer dié
voedselvergiftiging kan veroorzaken. Een goed overzicht over

B. cereus vindt men bkii Goepfert et al. {(1972) en bij Gilbert

& Tayloxr (1976). Het B. cereus-enterotoxine is recentelijk nader
beschreven dcor Spira & Goepfert (1975} . Naast zijn belang als
mogelijke verocrzaker van voedselvergiftiging is B. cereus ock
hekend als vercorzaker van bederf van melk en melkprodukten
(Labots & Hup, 1964; bijdrage van Langeveld in dit boek).

Veel media voor het tellen van B. cersus maken gebruik wvan
het feit dat de meeste B. cereus-stammen lecithinase-positief
zijn, waardocr in een medium met eigeel een ondocrschijnende
zone rond de kolonie ontstaat. BEen bekend B. cereus-medium is
mannitol-eigeel-phenclrocd-agar volgens Mossel et al. (1967},
verkrijgbaar als 'Cereus-Selektivagar nach Mossel', Merck 5267.
B. cereus, die mannitol-negatief is, geeft op dit paarsrode
medium na 1 & 2 dagen bij 30 e droge kolonies met cen wijde
precipitatie-zone ten gevolge van hydrolyse van lecithine. Ande-
re lecithinase-positieve Bacillus-soorten die op dit medium tot
ontwikkeling komen, ziin herkenbaar, doordat ze mannitol vergis-
ten en er door het gevormde zuur een kleuromslag van de pH-
indicator {phenolrecod) van paars naar geel optreedt, waardoor
zen geel hof rond de kolenie ontstaat. Docr de aanwezigheid van
10 mg polymixine-B sulfaat is het medium niet alleen geschikt
voor sporetellingen, maar ook voor het bepalen van vegetatieve
cellen van B. cereus. Een bij de sporetelling goed bruikbare
verhittingsconditie is 10 min bij 80 °C (Labots & Hup, 1%64;
Labots et al., 1965). Daarnaast worden ook wel minder intensie-
ve verhittingen aanbevolen, zeals 15 min bij 70 °c (Goepfert,
1978) .
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Een beperking van dit medium is dat, wanneer veel andere
mannitol-positieve sporevormers aanwezig zijn, de hele plaat
geel wordt, waardoor de mannitcl-negatieve kolonies niet meer
herkenbaar zijn en ook de eigeelreactie moeilijker afleesbaar
wordt. Een andere beperking is dat het medium alleen als strijk-
plaat gebruikt kan worden, waarbij 0,1 ml suspensie opgebracht
wordt. Gaat men uit van een 1 op 10 verdund monster dan kan men
op deze manier alleen aantallen B. cereus groter dan 100 per
gram bepalen. Daarom worden er ock wel eenvoudiger B. cereus-
media gebruikt, waarin alleen de eigeelreactie als middel dient
om B. cereus te herkennen en die wel als mengplaat toegepast
kunnen worden.

Bij onderzoek wvan melkprodukten blijkt Nutrient Agar (Oxoid
CM 3) met 50 ml 17! Oxoid-eigeelemulsie goed te veldoen voor het
tellen van B-cereus-sporen (Labots et al., 1965). Zelf heb ik
bij onderzoek van droge produkten goede ervaringen opgedaan met
mengplaten van McClung-agar met 100 mi 17! Oxoid-eigeelemulsie.
Deze voedingshodem was eigenlijk ontwikkeld als strijkplaat-
medium met 20 g 17! agar voor lecithinase-positieve clostridium-
gsporen (McClung & Toabe, 1947), maar voldoet goed als mengplaat
voor B. cereus, wanneer de agarconcentratie verlaagd wordt van
20 tot 15 g 17'. Deze McClung-agar met 15 g 171 agar wordt onder
nr. 10861 geleverd dcor Merck. Bij incubatie bij 30 °C geeft
B. cereus op de laatste twee media al na é&n dag kolonies met
cen wijde precipitatiezone er cmheen en is daardoor wel te onder-
scheiden van andere lecitinase-positieve Bacillus-soorten. De
ontstane typische kolonies kunnen als B. cereus bevestigd worden
op basis van spereligging en bicchemische eigenschappen zoals
heschreven docr Goepfert (1976).

SPOROLACTOBACILLUS

Sporolactobacillus inulinus 1s volgens de ontdekkers (Kitahara
& Suzuki, 1963) uiterst zeldzaam, en ofschoon deze sporevormer
uit kippevoer geisoleerd werd, neemt men toch aan dat de beteke-
nis voor voedingsmiddelen erg beperkt is. In het velgende wor-
den enkele eigenschappen vermeld die voor een beter begrip wvan

deze gporevormer essentieel zijn,
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Sporolactobacillus werd door Kitahara & Suzuki (1963} ge-
kweekt in een medium met glucose (20 g 17!'), gistextract (5 g 171
en pepton (5 g 17'). De optimale groeitemperatuur was 35 OC,
terwijl er geen groei was binnen 8 dagen bij 10 of 45 Sl Jonge
cellen bleven alleen beweeglijk als het medium gebufferd was
met natriumacetaat of calciumcarbonaat. In het glucose-gist-
pepton-medium werden zo weinig sporen gevormd dat deze micros-
copisch niet waarneembaar waren. Fas in een met calciumcarbonaat
gebufferd medium met 107 "M mangaansulfaat werden meer dan 108
sporen per ml gevormd. De sporevorming op dit medium was echter
niet goced reprcduceerbaar en daarom werd later een specilaal
sporuleringsmedium ontwikkeld — met onder meer ammoniumsulfaat,
calciumcarbonaat en tomatenserum — dat bij incubatie in een COz-
atmosfeer bii 37 °C leidde tot sporulering van L0% van de aan-
wezige cellen {Kitahara & Lai, 1%67}. De ontstans sporen over—
leefden een temperatuur van 80 °c gedurende 10 min nagenoeg on-
gedeerd, maar 10 min bij 90 “°C gaf al een reductie van lO6 tot
10° sporen per ml. Op een met calciumcarbonaat gebufferde
glucose-gist~pepton-agar worden heel kleine kolenies gevormd,
die herkenbaar zijn door een heldere hof rond de kolonie wvan

door melkzuur opgelost calciumcarbonaat.
BEPALEN VAN CLOSTRIDIUM-SOORTEN

[j: in deze paragraaf worden enkele.methoden en media beschreven voor
f_' het bepalen van psychrofiele, mesofiele en thermcfiele Closéri-
I dium-soorten. Het bepalen van ¢, perfringens wordt wel behandeld,
g maar hij ¢, botulinum wordt alleen verwerzen naar de deshetreffen-
de literatuvur. Deze laatste beperking is gemaakt, omdat bij op
¢. porulinum gericht onderzoek speciale veiligheldsmaatregelen

vereist zijn en het zeker niet aan te bevelen 1s dit socrt onder—

i zoek ter hand te nemen zonder hiervoor eerst cpgeleid te zijn,
f{ Omdat bij het bepalen van Clostridium-soorten in grond of voe~
dingsmiddelen de toevallige isolatie wvan €. botulinum niet uit

1, zijn met hieruit verkregen plaat- of vlceistecfcultures van on-

bekende cilostridium-sporen. Tevens is na het onderzoek een be-

L
| te sluiten is, dient men in het algemeen zeer voorzichtig te

il trouwbare sterilismatie of desinfectie van de gebruikte materia-

len en cultures vereist.
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pPsychrofiele Clostridium—-soorten

bsychrofiele Clostridium-sporen zijn een tiental Jaren geleden
voor het esrst door Sinclair & Stokes (1964) geisoleerd uit
mensters zand, maodder en rioolslik, na pasteurisatie van de
mensters gedurende 15-20 min bij 80 ©Cc en anaérobe ophoping
Cc.

Hoewel bij dit onderzoek in vlees of melk geen psychrofiele

van de Clostridium-sporen in Trypticase Soy Broth bij 0

clostridium-sporen werden aangetoond, werden deze later toch

wel gelsoleerd in een vlceistofcultuur bij 4 e {Bhadgsavle et al.

1972). Van de vier geisoleerde stammen waren er twee psychro-
fiel (minimale groeitemperatuur 0O %y, terwijl de andere twee
psychrotroof waren, met een minimale groeitemperatuur van 4 “c.
Doordat deze koudetolerante Clostridium-sporen weinig in voe-
dingsmiddelen schijnen voor te komen zijn er ook ééen methoden
beschreven voor een directe telling van deze sporen Cp een se-
lectief of differentieel medium. Voor de bepaling ervan wordt
daarom verwezen naar de door gencemde onderzoekers gebruikte
ophopingsmethoden. Voor bepalingsmethoden voor de hier niet ge-
noemde, maar in voedingsmiddelen soms zeer belangrijke, psychro-
trofe ¢. botulinum-typen, zoals type E met cen minimale groei-
temperatuur van 3,3 ©c, wordt verwezen naar de paragraaf over

C. botulinum.
Mesofiele Clostridium-soorten

De gebruikelijke media voor het bepalen van ¢Clostridium-sporen
berusten op hun vermogen om sulfiet tot sulfide te reduceren,
waarna uit dit sulfide bij aanwezigheid van ijzerionen zwart
ijzersulfide gevormd wordt. Hierdoor worden vioeibare media met
sulfiet en ijzer door Clostridium-sporen zwart gekleurd, terwijl
bij agarcultures de cClostridium-sporen docr een zwarte hof rond
de kolonie gekenmerkt worden. Volgens Mossel & de Waart {1968}
iz deze sulfietreductie — onder aan de Cclostridium-SOOrt aan-
gepaste condities — voor alle Clostridium-soorten aantoonbaar.
Bij gebruik wvan een medium met een vaste samenstelling kunnen
ook niet-sulfietreducerende Clostridium-soorten aandgetroffen

worden, zoals ¢. pectinovorum (Gibbs & Freame, 1962} en c. teta-
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nomorphum en ¢. nauseum (Put & Wybenga, 1961).

In de praktijk gaat men ervan uit dat nagenoceqg alle Clostri-
dium-scorten sulfiet reduceren en worden de Clostridium-soorten
bepaald op media met sulfiet en ijzer. Van belang hierbi]j is
nog wel de gebruikte sulfietconcentratie. Gebleken is namelijk
(Put & Wybenga, 19%61l) dat sommige scorten, zoals C. sporogenes,
sulfietgevoelig zijn en bij te hoge sulfietconcentraties (1 g 1"1
Na2803-7H20) onvoldoende tot ontwikkeling komen, waardoor te
lage tellingen verkreden worden. Maar ook bij een goede sulfiet-
concentratie is de zwartkleuring van het medium docor sulfiet-
reductie nog in twee opzichten kritisch (De Waart, 1971;:

- de incubatie mcet strikt anaéroob plaatsvinden, cmdat het en-
zym sulfietreductase door lage zuurstofconcentraties nog dgeremd
kan worden;

~ de glucoseconcentratie van het medium mag niet boven de 1 g 17!
liggen, omdat anders uit glucose gevormde zuren reeds Jeprecipi-
teerd ijzersulfide kunnen oplossen of storen bij de vorming van
voldoende sulfide.

Om sporen van mescfiele Clostridium-soorten te tellen worden
de te onderzoeken monsters in het algemeen gepasteuriseerd ge-
Sc (Gibbs & Freame, 1965} of gedurende 10
min bij 80 °C (Hobbs et al., 1971). Voor het bepalen van de

durende 30 min bij 75

aantallen sporen kan men gebruik maken van vloceibare media (Most-
Probable-Number-Techniek), van agarmedia in dieptecultuur (Mil-
ler-Prickett-buizen), of van gietplaten.

a. Most-Probable-Number-technjek (MPN). Omdat Clostridium nmeest-
al maar in lage aantallen in wvoedingsmiddelen voorkomt, is een
telling via de MPN-methode een veel gebruikte manier, omdat hier-
mee cok lage aantallien bepaald kunnen worden., Als medium wordt
hiervoor Differential Reinforced Clostridial Medium gebruikt,
kortweg DRCM genocemd. DRCM is door Gibbs & Freame (1962, 1965)
ocntwikkeld uit een voor Clostridium‘optimaal medium, Reinforced
Clostridial Medium, dat door Hirsch & Grinsted (1954) beschreven
was. Sulfietreducerende Clostridium-socrten geven zwartkleuring
van DRCM door de aanwazigheid in dit medium van natriumsulfiet

en ferricitraat (waarbij in plaats wvan het meeililk oploshare
ferricitraat beter het goced cplasbare ferriﬁﬁmoniumcitraat ge-

bruikt kan worden). Deze zouten kunnen niet met het medium nee
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gesteriliseerd worden, maar worden kort voor gebruik als ste- P
riele ocplossingen toegevoegd aan het gesteriliseerde basismedium.
Omdat Bacillus-socorten geen sulfiet reduceren kan men ervan ver—
zekerd zijn dat uitgaande van een gepasteuriseerd monster zwart-
kleuring wvan het medium op de aanwezigheid van Clostridium-

sporen wijst, DRCM wordt voor MPN-tellingen afgevuld in schroef-
dopfliesies (geheel gevuld) of in cultuurbuizen, die met paraffine-
clie van de luchtzuurstof afgesloten worden. De incubatietijd is
5-7 dagen bij 30 OS¢, van DRCM zijn geen handelsvormen bekend.

b. Milier-Pricket-buizen (MP-buizen). Een andere techniek waar-
bij op eenvoudige wijze de voor Clostridium-soorten verelste
anaércbiose gerealiseerd kan worden is die waarbij plat-ovale J
cultuurbuizen (MP-buizen) gebruikt worden, die met agar of slap-
pe agar gevuld worden, waarna de agar met paraffireclie, vet of
vagseline van de lucht afgesloten werdt. Deze techniek is onder
meer beschreven door Mossel et al. (1958) ., Voor gebruik in MP- f
buizen is door Mcossel sulfiet-agar ontwikkeld (Mcssel et al.,
1956; Mossel, 1959), waarbij het in eerste instantie ontwikkelde
medium nog te veel sulfiet bevatte, waardoor tegenwoordig alleen i
sulfiet-agar volgens de latere formulering (Mossel, 1959) toege-
past wordt. Dit medium wordt 1-3 dagen bij 30 ¢ geincubeerd.
Hierbij is het zaak vroegtijdig het aantal zwarte kolonies in

de buizen te tellen, omdat anders de gehele buis zwart kan kleu-
ren. Een ander nadeel is dat gasvorming in de agar op kan treden,
waardoor de tellingen bemoeilijkt kunnen worden. Ondanks de ele-
gante techniek is het daarom tech een methode met duidelijke be-

perkingen, vooral wanneer men wat langer wil incuberen, wat bij-

voorbeeld bij het bepalen van door hitte beschadigde sporen ver-—
eist is. Door Merck wordt een sulfiet-ijzer—-agar (art. nr. 10864)
op de markt gebracht die erg veel lijkt op de sulfiet-ijzer-agar
van Mossel. Ten onrechte staat hierbili] vermeld dat het door Merck '
gevoerde medium door de IS0 aanbevolen wordt door het tellen van
Clostridium-gporen in vlees en vleeswaren; een dergelijke ISC-

methode bestaat namelijk nog niet.

¢, Gietplaten. Sporen van Clostridfum kunnen ook goed bepaald

worden met gietplaten die anaéroch geincubeerd worden. Als me-

dium hiervoor kan men DRCM kiezen, dat met 15 g 17! agar omge-

zet wordt in een vaste voedingsbhbodem {Gibbs & Freame, 1965). De
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platen incubeert men enkele dagen bij 30 0C, waarna de zwarte
kolonies geteld worden. De commercieel verkrijgbare vcorloper
van DRCM — Reinforced Clostridial Agar {(RCA) — kan, cok na tce-
voeging van sulfiet en ijzer, niet als alternatief voor DRCM
gebruikt worden, omdat RCA te veel glucose bevat (5 g 17 '),
waardoor de vorming van ijzersulfide gestoord kan worden en er
geen zwarte kolonies ontstaan. Voor het anad&roob incuberen van
de platen is or een reeks mogelijkheden, wvariérend van een che-
mische zuurstofbinding met alkalische pyrogallol tot een micro-
biologische zuurstofconsumptie door Micrococcus albus. Een over-
zicht van de diverse methoden vindt men bij Willis (1969). Voor
degene die niet dagelijks clestridium-sporen telt, blijkt de
gemakkelijkste en betrouwbaarste methode het werken met anad-
rocbe potten te zijn. De platen worden hierbij in een doorzich-~
tige plastic pot geplaatst, waarin tevens een denerator geplaatst
is die chemicalig&n bevat waaruit na toevoeging van water, water-—
stofgas en kooldioxyde gevormd wordt. De zuurstof in de intussen
gesloten pot wordt via een palladium-katalysator door de ontsta-—
ne waterstof omgezet in water, waardoor anaérobe condities ont-
staan. Door het gevormde kooldioxide wordt de groei van enkele
socrten Clostridium bevorderd. Het bekendste op deze manier wer-
kende commercidle systeem is dat van BBL, dat onder de naam Gas-
pak 100 Anaerobic System uitgebracht wordt, compleet met pot,
Hz/coz—generatoren, katalysator en anaérocbindicator. Daarnaast
zijn er sinds kort ook H2/C02—generatoren van Oxoid op de markt
die voor dit systeem geschikt zijn (Oxoid Gas-Kit). Bij het ge-
bruik van deze potten is het aan te hevelen telkens een nieuwe
hoeveelheid katalysator te gebruiken — de palladium-katalysator
kan vergiftigd worden met door Clostridium-cellen geproduceerd
Hgs — of'anders in elk geval via een methyleenblauw anag&roob-
indicator te controleren of anaiérobe condities opgetreden zijn.
Een punt dat nog van belang kan zijn biij tellingen van Clostri-
dium-sporen is dat door hitte sterk beschadigde Clostridium-
sporen dikwijls niet ontkiemen, wanneer geen lysozym aanwezig

is {(Adams, 1973; Alderton et al., 1%74). Verwacht men derge-
lijke sporen aan te treffen, dan doet men er goed aan véér ge-

bruik bijvoorbeeld 5 mg lysozym per liter medium toe te voegen,
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De drie hier beschreven methoden voor het tellen van Clostridium-
sporen hebben elk hun voordelen en nadelen — zie voor een dis-
cussie hiervan Mossel et al. (1956} en Gibbs & Freame (1965) —
en een keuze wordt meestal gemaakt op basis van persoonlijke
voorkeur. Hierbij prefereer ikzelf de gietplaatmethode, die han-—
dig werkt en goede resultaten geeft (nauwkeuriger dan MPN-tel-~
lingen) . Het voordeel van MPN-tellingen dat hiermee lagere aan-
tallen cClostridium-sporen dJdeteld kunnen worden, is veelal een
schiijnvoordeel, omdat zulke lage aantallen (2-10 per gram) maar
zelden werkelijk van belang zijn.

Tot slot nog een opmerking over het bepalen van vegetatisve
cellen van Clostridium., De door Mossel (1959) en Gibbs & Freame
{1965) beschreven methoden zijn onder zekere voorwagrden ook
vocr dit deel geschikt. Nadere details hievover ziin bij de ge-

noemde auteurs te vinden.
Thermofiele Clostridium-soorten (C. thermosaccharclyticum)

De enige in de vceedingsmiddelenmicrobiclogie helangrijke ther-
mofiele Cicstridium-scort is C. thermosaccharolyticum, die veel

gas (H, en CO2) vormt uit zetmeel, suiker en dergelijke, en die

bekendzstaat om zijn zeer thermoresistente sporen. Deze ¢. ther-
mogaccharolyticum vormt niet makkelijk kolonies in agar, komt in
ingredignten maar in lage aantallen voor en wordt daarcm meestal
met vlioeibare media bepaald. Een medium dat door meerdere onder-—
zoekers gebruikt wordt, is Liver Broth (Oxcid CM 77} . Het medium
wordt anaéroob geincubeerd dcor bhuizen met Liver Broth af te
dekken met een laagje agar. Het medium is niet selectlef, maar
door de agarprop in de buis is gasontwikkeling goed waar te nemen,
waardoor C. thermcsaccharolyticum van andere thermofiele spore-
vormers (bijvoorbeeld B. stearothermophilus) te onderscheiden is,
Ter selectie en activering van de sporen wordt het gehomogeni-
seerde monster meestal 5 & 10 min verhit in kokend water. Bij
het cnderzoek van ingrediénten wordt 20 g gehomogeniseerd maar
nog onverhit monster verdeeld over 6 buizen met Liver Broth,

die dan tot 100 °C verhit worden, waarna de buizen vervolgens

3 dagen biij 55 O¢ geincubeerd worden.

Voor het tellen van sporensuspensies kan men MPN-tellingen
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gebruiken. Een werkvoorschrift vocr het onderzoek van ingre-
diénten vindt men bij Ashton {1976} . Naast vloeibare media is
er ock wel gewerkt met agarmedia. Attenborough & Scarr {1957)
bepaalden C. thermosaccharcolyticum in suiker via membranen be-
dekt met RCM-agar, terwijl Langeveld (1%67) een C. thermosaccha-
rolyticum-stam ult gesteriliseerde chocolademelk telde op Oxoid
Nutrient Agar met melk (100 ml 17 ).

Clostridium perfringens

Een compleet overzicht over ¢. perfringens als veroocrzaker van
voedselvergiftiging vindt men bij Walker (1975). In dit over-
zicht vindt men ook de media die ontwikkeld ziin voor het be-
palen van ¢. perfringens, Omdat men bij ¢. perfringens dikwijls
juist vegetatieve cellen wil bepalen, worden er hoge eisen ge-
steld aan de selectiviteit van het medium. Van alle bekende me-
dia zijn waarschijnlijk alleen die met D-cycloserine als selec-—
tieve component behoorlijk betrouwbaar. Van deze media is Egy-
Yolk~Free~Tryptose~Sulfite-Cycloserine—-Agar van Hauschild &
Hilsheimer (1974) het meest geaccepteerd,

Op dit deor cycloserine selectieve en door sulfiet en ijzer
differentiéle medium is ¢. perfringens herkenbaar, docrdat zwar-—
te kolonies gevormd worden. Omdat ock enkele andere Clostridium-
gsoorten (bijvoorbeeld ¢. bifermentans) op dit gedurende 20 uur
bi3 37 “C geincubeerde medium tot ontwikkeling kunnen komen, is
een nadere bevestiging van zwarte kolonies als ¢. perfringens
gewenst. Details hierover vindt men bij de eerder genoemde au-
teurs en in het hoofdstuk over ¢. perfringens van Duncan & Har-
mon {1%976). Recente ervaringen met dit medium ziin beschreven
door Harmon (1976), Hauschild et al. (1977), Emswiler et al.
(1977} en Orth {(1977).

Tryptose-Sulfite-Cycloserine-Agax is niet als zodanig ver~
krijgbaar, maar het basismedium — zonder cycloserine, sulfiet
en ijzer — komt overeen met de door Difco geleverde SFP-agar-
base 0811,
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clostridium botulinum

Informatie over het Clostridium botulinum en het tellen of
aantonen van de sporen daarvan vindt men bij Kautter & Lynt
(1976) en in recente artikelen van Kautter & Solomon (1277} en
Hauschild & Hilsheimer (1977).

BEPALEN VAN DESULFOTOMACULUM

Van de drie soorten binnen het geslacht Desulfotomaculum is al-
leen D. nigrificans voor levensmiddelen van belang. D. nigrifi-
cans (vroeger C. nigrificans) 1s een therncfiele gsporevormer
met zeer thermoresistente sporen die uit reduceerbare zwavel-~
verbindingen zwavelwaterstofgas vormt en daarom begend staat
als een 'sulfide-stinker' (8Speck, 1976k). Doordat het gevormde
zwavelwaterstofgas goed oplosbaar is treedt bij D. nigrificans

geen bombage van de blikken op.
Desulfotomaculum nigrificans

Voor het bepalen van p. nigrificans-sporen in ingrediénten, zo-
als suiker, meel en melkpoeder, zijn dooxr de National Canners
Association gedetailleerde methodes uitgewerkt, zcals beschre-

ven door Speck (1976b}. In principe wordt hierbij van een ge-
homogeniseerd monster 20 ml verdeeld over een aantal buizen met
een sulfiet-ijzer-agar, waarbij de hitteactivering van de spo-

ren plaats kan vinden docr verhitting tot 100 °¢ van het gehomo-
geniseerde monster of van de be&nte buizen. De buizen met sulfiet-
ijzer-agar worden 1-2 dagen bij 55 Yc geincubeerd, waarna D. ni-
grificans—-kolonies herkenbaar ziin als gitzwarte bolletjes in de
agar. Van deze sulfiet-ijzer-agar ziljn twee varianten bekend,
namelijk de BBL Sulfite Agar nr, 11680, met 1 g 1-' natriumsulfiet
en een spijker als ijzerbron, en de Oxold Iron Sulphite Agar CM
79, met 0,5 g 17! natriumsulfiet en ijzercitraat als ijzerbron.

De Oxolid-agar bevat maar 0,5 g 17! suifiet, omdat een hoger ge-
halte groeiremmend zou werken. De genoemde media laten de groei
toe van ¢. thermosaccharolyticum, die ook zwartkleuring kan ge-
ven door reductie van sulfiet. Doordat deze sporevormer veel
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gas produceert scheurt daarbij de agar, waardoocr de gehele buis
zwart wordt en de groei van ¢. thermcsaccharolyticum in dit me-
dium daarmee van P. nigrificans te onderscheiden is.

Als alternatief voor de voor PD. nigrificans niet specifieke
sulfiet-agar zou men misschien beter gebruik kunnen maken wvan
de door Lin & Lin (1970) ontwikkelde Beef-Extract-Trypton-Iron-
Agay (BETI-agar). Deze agar bevat geen sulfiet, maar sulfaat
als zwavelbron, waardcoor alleen sulfaatreducerende bacterién
zwartkleuring rond de kolconies geven. BETI-agar kan toegepast
worden in buizen of volgens Lin & Lin zelfs in petrischalenldie
agroob geincubeerd worden, wanneer een deklaag wvan 10 mm BETI-
agar (met 20 g 17! agar) aangebracht wordt, Een vereiste bhif
deze laatste procedure is waarschijnlijk wel dat glazen petri-
schalen gebruikt worden, omdat plastic petrischalen zuurstof-
doorlatend ziijn.

SPOROSARCINA

Het geslacht Sporosarcina kent maar &&n vertegenwoordiger, name-
lijk s. ureae (Bergey, 1974}, zo genoemd omdat deze sporevormen-—
de Sarcina ureum kan omzetten, waarbij ammoniumcarbonaat gevormd
wordt. S. ureae komt voor in grond en werd daarult na een pas-
tourisatie bij 80 “C door Gibson {1935) geisoleerd door dirscte
tellingen op een agar met (100 g 17!) ureum, die bij 22 °C gefn-
cubeerd werd. Naast 5. ureae komen ook andere ureum~hydrolyseren-
de bacterién op dit medium tot ontwikkeling, die echter micros-
copisch makkelijk van Sporosarcina te onderschelden zullen ziijn
{(Sporcsarcipna is kok-vormig en beweeglijk!}. Gibson (1935 telde
rond de 10 000 cellen van S§. ureae per gram vruchtbare grond,
waardoor §. ureae cok in met grond besmette levensmiddelen zoals
groente verwacht zou kunnen worden; onderzoek op dit gebied is
echter niet bekend. .

S. ureae groeit optimaal in een pepton-bouillon met ammonium—
chloride (5 g 17') en een pH van §,8. Beneden pPH 6,4 en boven
PH &,4 treedt geen groel Op. De optimale temperatuur voor greoei
is 22-30 OC, terwijl er geen groei is bij 37 °c, Volgens Gib-
son (1935) was de SPOrevorming optimaal bij 22 °C op agar met

(5 g 17'Y pepton, (5 g 17') vlieesextract en ammoniumchloride
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(5 g 17') met een pH van 6,8-7,0. Wijzelf vonden bhruikbare
sporevorming op TSA, die bij 20 Cc gelncubeerd werd. MacDonald &
Machonald (1962} testten 31 sporuleringsmedia, waarvan er 9
sporulering gaven van 50% of meer der cellen. Van deze ¢ media
gaf maar &&n medium nagenceyg 100% sporulering. Gibson (1935) vond
na verhitting van een sporensuspensie gedurende 5 min bij 100 “c
nog overlevende sporen bij 6 wvan 15 cnderzochte stammen. Mac-
Deonald & MacDonald (1962) lieten zien dat slechts een zeer klei-
ne fractie van de sporen een temperatuur van 100 Sg gedurende

10 min overleefden, maar dat 10 min kij 85 g nog nagenceg geen
vermindering van het aantal sporen opleverde. Vermeldenswaard

is verder nog dat normaliter geen vrije sporen gevormd worden,
maar dat deze in de vorm van pakketdjes van 2, 4 of 8 sporen
voorkomen, juist zoals de vegetatieve cellen van deze sarcina.
Doordat de sporen fasehelder zijn, 2iin ze met fasecontrast-

microscopie makkeliijk wvan de vegetatieve cellen te onderscheiden.
SLOT

Informatie cover samenstelling en bereiding van de in dit hoofd-
stuk genoemde media vindt men - behalve in de genoemde literatuur -
dikwijls ©cok in de hierna te noemen handboeken van medialeveran-
ciers, terwijl bovendien Leininger {(1976) een goede begchrijving
geeft van de meeste van deze media. Handboeken over media:

- BBL, 1973. Manual of Products and Laboratory Procedures. 5th
ed.; BBL Division of Becton, Dickinson and Company. Cockeysville,
Maryland, USA,

- Difco Manual, 1952, 9th ed.:; Difco Laboratories, Detroit, USA.

- Difco, 1962. Supplementary literature, Difco Laboratories,
Detroit, USA.

- Merck, Mikrokiclegisches Handbuch, E. Merck, Darmstadt.

- Marck, Mikrobiclogisches Handbuch, 1. Erg3nzung, E. Merck,
Darmstadt.

- Merck, 1976, Mikrobiclogisches Handbuch, 2. Erganzungd, E. Merck,
Darmstadt.

- The 0Oxoid Manual, 1979. 4th ed.; Oxoid Ltd., London.
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Sporevormende bacterién in vleesprodukten

H. Labots, Centraal Instituut voor Voedingsonderzoek TNO

INLEIDING

De huidige vieesverwerking is voortgekomen uilt oceroude tech- -
nieken die werden toegepast bij het verwerken van gedocod wild
en geslachte dieren. Deze technieken zijn tijdens de ontwikke-
ling van het slagersambacht verfijnd. Oude vondsten tonen aan
dat reeds vroeg gereedschappen werden debruikt woor het uit-
snijden van gedode dieren en voor het pbewerken van huiden. De
vrouw van de jager behoorde bedreven te zijn in de kunst wvan
het koken en braden van vlees. Drogen, zouten en roken van vliees
waren reeds in de tijd van Homerus bekend.

In de moderne industrie spelen die cude technieken van zou-
ten, drogen, roken en verhitten nog steeds een belangrijke rol.
Op grond van deze conserveringsmethoden kunnen vleesprodukten
in de volgende categorieén worden ingedeeld:

1. Vers vlees (niet geconserveerd): grote of kleine stukken,
verpakt of onverpakt, gekoeld of diepgevroren. Voorbeelden hier-
van zijn technische delen (onderdelen van een karkas), gepor-
ticneerd {voorverpakt) vlees en gehakt.

2. Licht gezouten gepasteuriseerde vlgeswaren: deelstukken of
verkleind, onverpakt of in gesloten verpakking. Voorbeelden
hiervan zijn gekookte ham en schouder (in blik of kunststof-
folie), licht gezouten rundvlees, kookworstseoorten en andere
vergelijkbare worsten (in natuur- of kunstdarm). Deze produkten
bevatten ongeveer 2% (m/m) keukenzout, d.w.z. 3-4% (m/m) op de
waterfase, en de pH varieert van 6,0 tot 6,5. Het aanvangs-
nitrietgehalte is 100-150 mg kg—l. Tijdens de pasteurisatie
wordt de temperatuur in het hart meestal niet hoger dan 7¢ 9C:
de daarbij behorende 7 _-waarde is erg klein en wordt niet be-
rekend,

3. Licht gezouten geappertiseerde vlesswaren: deelstukken of
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verkleind, Voorbeelden hiervan zijn kleine hammen, luncheon
meat en leverpastel. Zout- en aanvangsnitrietgehalten alsmede
de pH zijn vergelijkbaar met die van groep 2, De verhitting is
zodanig dat in het hart een Fo—waarde van 0,5 tot 1,0 wordt be-
reikt.
4. Matig tot sterk gezouten rauwe stukken vlees: al dan niet in
gesloten verpakking. Voorbeelden hiervan zijn rockvlees, bacon
en sommige spekgoorten, De zoutgehalten van deze produkten va-
rigren nogal; licht gezouten bacon heeft ongeveer 4% {(m/m)
keukenzout in de waterfase, bij matig gezouten bacon is dit
5 4 6% (m/m) terwijl de in Nederland verkrijgbare bacon gewoon-
1ijk ca. 10% (m/m) zout op de waterfase bhevat. Rockvlees bevat
vaak nog meer zout. Doordat bij de bereiding ook vaak nitraat
wordt gebruikt, worden soms hoge nitrietgehalten gevonden (50-
100 mg kg"l). De pH ligt meestal in de buurt van 6,0.
5. Rauwe gerijpte vleeswaren: bij deze produkten wordt een be-
paalde indroging toegdepast en soms is er sprake van een pH-
daling. Voorbeelden hiervan zijn rauwe ham, snijworst, salami.
In de produkten met een lage pH (< 5,0) is het zoutgehalte in
de waterfase nog betrekkellijk laag {(6-2%; m/m);: de langzaam ge-—
rijpte worstsoorten waarin de pH niet zo sterk is gedaald (5,3-
5,6) bevatten meer dan 10% (m/m) keukenzout in de waterfase.
Het restnitrietgehalte is gewconlijk laag { <10 mg quI).

Het roken wordt tegenwoordig nawelijks meer toegepast als
conserveermethode, maar voornamelijk voor het verkrijgen van
een rockarocoma. Het wordt vooral gebruikt voor produkten in de

categorieén 2, 4 en 5.

Bovengenoemde conserveertechnieken zijn bedoeld om de ontwikke-
ling van micro=-organismen in vleesprodukten tegen te gaan. Op
vlees komen vele soorten micro-organismen voor die bederf en
soms voedselvergiftiging kunnen veroorzaken. De sporen van de

sporevormende bacterién zijn vooral van betekenis, wanneer an-

dere micro-crganismen zijn uitgeschakeld, bijvoorbeeld door ver-

hitting.

De bacteriesporen zijn nauwelijks wvan betekenis voor rauw
vlees (groep 1) dat in diepgevroren toestand bacteriologisch
gezien oneindig lang houdbaar is en dat in gekoelde toestand
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bederft door niet-sporevormende bacterign. De gituatie iz even-
wel anders, wanneer vlees na het braden erg langzaam afkoelt of
bij te hoge temperatuur wordt bewaard. Onder die omstandicheden
kunnen bijvoorbeeld de sporen van cClostridium perfringens gemak-
kelidk unitgroeien en voedselvergiftiging vercorzaken.

In sterk gezouten en rauwe, geriijpte vleeswaren (groepen 4
en 5) krijgen de sporevormende bacterién geen kans door de ver-
laagde wateractiviteit en de soms verlaagde pH. Bij die vlees-
produkten zijn het vooral gisten en schimmels of microkokken
en melkzuurbacterién die bederf kunnen verscorzaken. '

Problemen als gevolg van de ontwikkeling van sporevormende
bacterién zijn vecoral te duchten bij in gesloten verpakking
verhitte vleesprodukten en bij matig gezouten rauwe vleeswaren,

wanneer deze laatste niet voldoende gekoeld worden opyeslagen.

BESMETTING VAN VLEESPRODUKTEN MET BACTERIESPOREN

Er ziin verschillende manieren waarcp vleegsprodukien met bacterie-

sporen besmet kunnen worden: via het vlees zelf, via de hulp-

stoffen en via de bewerking.
Vieesgrondstoffen

De primaire bron van bacteriesporen is grond, maar voor bepaalde
anaérobe sporevormende bacterién, zoals Clostridium perfringens,
is de darminhoud van warmbloedige dieren een natuurlijke om-—
geving (Slepecky, 1972). Het aérobe-sporengehalte van koemest
kan erg hoog zijn; het is een afspiegeling van de opname van
deze sporen via het voer (Labots et al., 1965).

Besmetting van het vliees met bacteriesporen windt voor het
grootste deel plaats tijdens het slachten, door direct of in-
direct contact van het karkas met de door grond en mest bevuil-
de huid. Het is daarom zeer Belangrijk dat besmetting tijdens
het slachten zo veel mcgelijk wordt woorkomen; in dit opzicht
is bij het slachten van runderen de wijze van onthuiden van be-
tekenis.

De besmetting van het karkas met bacteriesporen geschiedt

niet homogeen; pas na vérgaande verkleining is er sprake van
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een enigszins homogene verdeling. De hetercgeniteit 1s onder
andere de corzaak van de uiteenlopende onderzoeksresultaten be-
traeffende het sporengehalte van viees. Toch kan bij benadering
werden gesteld dat het aantal mesofiele Bacillus-sporen conge-
veer 100 en het aantal mesofiele Clostridium-sporen 1-10 per
gram bedraagt (Mol & Timmers, 18970). C. perfringens vOormt een
belangrijk deel van de anagrobe-sporenflora (Ladiges et al.,
1974), terwlil clostridium botulinum slechts in zeer kleine

aantallen wordt gevonden (Roberts & Ingram, 1976}.
Hulpstoffen

Hoewel zeer vele hulpstoffen en andere materialen worden ge-
bruikt bij de bereiding van vleesprodukten, wordt/in het onder-
staande alleen aandacht besteed aan keukenzout (NaCl), nitriet
(NaNOz), specerijen en meel (meestal tarwezetmeel). Br ziin
aanwijzingen dat zout en nitriet geen belangrijke bijdrage le-
veren aan de besmetting van vleesprodukten met bacteriesporen,
hetgeen bepaald niet kan worden gezegd van meel en speceriijen.

Tarwezetmeel kan enkele duizenden mesofiele adrobe sporen
per gram bevatten en waarschijnlijk ook anaérobe sporen, zodat
deze bron van sporenbesmetting bij toepassing van meel bi] een
aantal vleeswaren {4%) zeker niet verwaarloosd mag worden. Aan
het thermofiele-sporendgehalte van een aantal grondstoffen wor-
den wel elsen gesteld (National Cannex's Association, 1968).

De sterkste sporenbesmetting kan echter van de zijde van de
specerijen worden verwacht. Winning en eerste verwerking van
specerijen geschiedt vaak onder primitieve omstandigheden; mede
als gevolg daarvan kunnen de bacteriesporengehalten van spece-—
rijen hoog tot zeer hoog zijn. Zo kan het aantal mesofiele
Bacillus-gsporen in zwarte peper 10° per gram zijn, het aantal
thermofiele Clostridium-sporen 10t per gram en het aantal meso-
fiele c¢lostridium-sporan 103_per gram; ook thermcofiele agrcbe
sporen en sporen van . perfringens en Bacillus cereus wWorden
aangetroffen (Labots, 1968; Julszeth & Deibel, 1974; Powers,
1975).

Bij normaal gebruik (circa 0,3%; m/m) zullen kruidenmengsels

die geen kiemdodende behandeling hebben ondergaan het bacterie-
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sporengehalte van het vileesprodukt kunnen verhcgen met 100 a
1000 mesofiele Bacillus-sporen en 1 & 10 mesofiele Clostridium-
sporen per gram. Het aandeel dat kruldenmengsels in de besmet-
ting hebben is vaak groter dan dat van het vlees zelf. Om die
reden worden soms op kruiden kiemdodende behandelingen toege-
past en worden ook wel kiemarme kruidenextracten gebruikt. De

in dit opzicht meest bekende behandelingen ziin die met ethyleen-
oxyde en met ionigserende straling. De effectiviteit van ethyleen-
oxyde hangt af van de concentratie, de temperatuur en de inwer-
kingstijd en wordt mede bhepaald door produkt, verpakking en werk-
wijze (Driessen & Van Duin, 1975). Een bestralingsdcosis wvan circa
8 kGy (0,8 Mrad) is meestal voldosnde om het sporenazantal van de
kruiden tot minder dan 100 per gram te reduceren (Van Dijck,
1970; Vajdi & Pereira, 1973).

Verwerking

Tijdens de bewerking en verwerking van vlees tot vleesprodukten
Zzijn er legic mogelijkheden van besmetting met alierlei scorten
microc-organismen. Om vele redenen dient de besmetting zo gering
mogelijk te zijn, en daartoe zijn goede, hygiénische werkwijzen
gewenst. Onder de micro-organismen zullen zich ook bacteriesporen
bevinder, afkomstig van het produkt zelf. Er is alleen gevaar
voor ernstige besmetting met sporen, wanneer de omstandigheden
zodanig ziJn dat op oppervlakken achtergebleven sporen via ont-
kieming, uitgroei en hernieuwde sporulering in aantal kunnen toe-
nemen, Het is niet bekend of deze laatstgencemde situatie zich
bii de bereiding van vleesprodukten voordcet.

VERHINDERING VAN DE ONTWIKKELING VAN SPOREVORMENDE BACTERIEN IN
VLEESPRODUKTEN

In de inleiding is reeds uiteengezet dat de voornaamste hulp-
middelen bij de conservering van vleesprodukten zijn: zout, ni~
triet, verhitting en koelen of invriezen. Omdat de aandacht voor-—
al 1s gericht op sporen, zal in het vervolg het accent vallen op
die produkten waarin de ontwikkeling van sporevormende bacterin
een dgevaar inhoudt, dat wil zeggen de matig gezouten rauwe vlees-
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produkten en de gepasteuriseerde en geappertiseerde vleesproduk-
ten. Voor deze groepen produkten is vooral van betekenis de kom-
binatie van zout, nitriet, pH en opslagtemperatuur, respectieve-
1ijk de combinatie van zout, nitriet, pH, verhitting en opslag-

temperatuur,
Zout

Het is reeds lang bekend dat zout (keukenzout, NaCl) remmend
werkt op de groei van vele groepen micro-organismen (Indgram &
Kitchell, 1967). Door het werk van Scott {1957), die het begrip
wateractiviteit (awj invoerde, is duidelijk geworden waarom
zouten en suikers conserverend kunnen werken., De wateractiviteit
(aw) van een produkt is per definitie de relatieve gvenwichts-
vochtigheid, dat wil zeggen het quotiént van de waterdampdruk
van het produkt en de dampdruk van zuiver water bij dezelfde
temperatuur en druk. De a, ig een maat voor de beschikbaarheid
van water voor micro-organismen (Leistner & Ridel, 1976).

In vleeswaren wordt de verlaging van de a, van het vlees be-
werkstelligd door het toevoegen van zout in combinatie met an-
dere hulpstoffen (polyfosfaten, koolhydraten}. Het is voor wat
betreft de groei van de micro-organismen niet onbelangriik of
de verlaging van de 2, wordt hereikt door toevoeging van natrium-
chloride, een andere alkalichloride of andere anorganische zouten
of suikers. Zo toonden Jakobsen et al. (1972) aan dat bij gelijke
aw~waarden de remming van B. cereus, veroorzaakt door natrium-
chloride en kaliumchloride, wveel sterker was dan de remming door
glycerol. Deze alkalizouten zouden een specifieke remming uit-
cefenen.

Algemeen wordt aangenomen dat ontwikkeling van agrche en ana-
grobe sporevormende bacterién niet mogelijk is bhij aw—waarden
lager dan 0,95 (Leistner & Rddel, 1976); deze waarde wordt be-
reikt door 8 & 9% (m/v) NaCl in water op te lossen. Grenswaarden
van de a_ voor verscheidene micro-organismen wverschilden nogal
eens bij de door diverse auteurs gedane onderzoekingen. De grens
waarden zijn bovendien gewoonliik bepaald onder cptimale condi-
ties. In vleeswaren zijn de omstandigheden gewoonlijk minder

gunstig.
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Nitriet

HNitriet (NaNOZ) wordt als middel om de groei van bacterién te
remmen vrijwel steeds toegepast in combinatie met keukenzout.
Vroeger werd geen nitriet gebruikt maar nitraat, dat door bac-—
terién in pekel of op vlees in nitriet werd omgezet. Het nitriet
zet het van nature in vlees aanwezidge mycglobine om in de sta-
biele kleurstof nitrosomyoglobine. Hoewel men geneigd is te
verconderstellen dat het nitraat als een verontreiniging van het
oorspronkelijk gebruikte zeezout in de vleeswarenbereiding is
terechtgekomen, is het ock mogeliijk dat nitraat als zodanig werd
toagevoegd. Nitraat zouw al in de 13% eeuw in behoorlijke hoe-
veelhaden beschikbaar zijn geweest in verband met de buskruit-
fabricage en in die tijd ook al een aantal medische toepassin-
gen hebben gehad (Jensen, 1945). De conserverende werking werd
toegeschreven aan het vermogen van nitraat om het anaérobe
milieu, dat tot rotting zaanleiding zou kunnen geven, om te zet-
ten in een agdroob milieu. Een latere verklaring van de remming
van micro-organismen door het nitriet was dat deze samenhing
met het niet-gedissocieerde HNOZ. De remmende inviced was immers
sterker naarmate de pH lager was ({(Castellani & Niven, 1955).

Een heel andere conclusie trokken Perigo et al., (1967} cop
grond van hun experimenten met voedingsmedia. 21) ontdekten na-
melijk dat in vlceikare media voor het afremmen van Clostridium
sporogenes veel minder nitriet nodig was wanneer dit werd mee-
gesterlliseerd, dan wanneer, zoals gebruikelijk, cen door fil-
tratie gesteriliscerde nitrietoplossing na de sterilisatie werd
toegevoegd., Uit nitriet en bepaalde componenten van het medium
zouden dug verbindingen gevormd worden met een sterke remmende
invloed.

Het sinds 1967 verrichte onderzoek naar een 'Perigo’-~factor
in vleesprodukten is beschreven in de'rapporten en discussies
van de beide nitrietsymposia (Krcl & Tinbergen, 1974; Tinbergen
& Krol, 1977). Tot nu toe is echter niet duldelijk geworden wel~
ke de aard is van de remmende factor die gevormd wordt door de
inwerking van nitriet ¢p de componenten van het vleesprodukt.

Verschillende malen is'waargenomen dat Bacillus—-soorten min-

der gevoelig zijn voor nitriet dan clostridium-soorten (Mol &
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Timmers, 1970; Grever, 1974). Dit betekent dat uitgrcel wvan
adrobe sporevormende bacterié&n nog mogelijk is onder omstandig-
heden waarbi) anaérobe sporevormende bacteridn geheel geremd
worden. In produktaen die een betrekkelijk geringe warmtebehan-
deling hebben ondergaan, is dit verschijnsel dan ook niet zeld-
zaam. Het gaat dan meestal om B. licheniformis en B. circulans
of B. coagulans.

Wanneer produkten door anadrobe sporevormende bacterién be-
derven, betreft dit gewoonliijk ¢. sporocgenes en aanverwante

proteolitische Clostridium-soorten.
zout, nitriet, pH en opslagtemperatuur

Voor de ontwikkeling van sporevormends bacterién in, matig ge-
zouten rauwe vleeswaren is wveooral de combinatie van zout, ni-
triet en pH van betekenis samen met de opslagtemperatuur. Vroce-
ger werden de meeste rauwe produkten zo zwaar gazouten, dat
daardoor reeds de ontwikkeling van sporevormende bacterién bij
ongekoelde opslag werd voorkomen. De wens om dit soort produkten
met sen lager zoutgehalte te kunnen produceren an de ontwikke-
ling van de koelketen en verpakkingstechniek hebben produkten
doen ontstaan die bij onvoldoende koeling de ontwikkeling van
sporevormende bacterién nauwelijks verhinderen. Omdat deze pro-
dukten toch vaak onder minder doede koeling worden bewaard,
kunnen er regle mogelijkheden aanweziqg zijn voor de ontwikke-
ling van minder gewenste micro-organismen, zoals ¢. perfrinpgens
en buitengewoon toxische ¢. botulinum—~sSoorten. Daq deze matig
gezouten produkten toch nog betrekkelijk wveilig zijn, is te
danken aan de invloed van zout, nitriet en een lage pH, die sa-
men een gunstig effect op de houdbaarheid hebben. Zout, nitriet
en pH-verlaging zijn gelijkwaardige 'partners' die elkaar weder-
z1jds versterken cnder andere ten aanzien van de remming van de
groei van c¢. kotulinum, hetgeen duidelijk blijkt uit figuur 1.
De aanwezigheid wvan een bloklje geeft aan dat onder die omstan-~
digheden groei is opgetreden, Soortgelijke diagrammen kunnen
worden samengegteld voor het gedrag van ¢. sporcgenes (Roberts,
1974} . .

Wanneer deze diagrammen worden samengesteld van proeven bij

143




s -1
natrimmnitrietgehalte {(mg kg )
natriumchloridegehalte (%; m/v}

Fig. 1. Het effect van pH, NaCl en NaNG, op de groel van ‘103 vegetatieve
cellen van C. botulinum bij 35 ©C. Bron: Roberts (1974}.

varschillende incubatietemperaturen, dan blijkt bij vergelij-
king dat de remmende factoren des te sterker werken naarmate

de temperatiur verder verwijderd is van de optimale temperatuur
voor het micro-organisme (Baird-Parker & Baillie, 1974; Roberts,
1974) . Bepaalde combinaties van zout- en nitrietgehalten an pH
stoppen de ontwikkeling van ¢. hectulinum en C. perfringens vol-
ledig bij lage temperatuur, maar laten wel groei toe bij hogere
opslagtemperatuur.

Een nog niet volledig opdgehelderde factor is die van de ini-
ti&le infectie. Bij een geringde mate van besmetting wordt de
valladige remming bij lagere zoukt- en nitrietgehalten en hogere
pH, gerealigeerd dan bii een hoge maté van besmetting.

Tenslotte nog een opmerking over snijworst. Dit produkt wordt
tegenwoordig in Nederland volgens een snelle bereidingswijze ge-
maakt {Mulder, 1977). Dat houdt in dat verkleind vlezs snel ver-
zuurd wordt tot een pH lager dan 5,0 na toevoeging van glucose
en — vaak — een speciale entcultuur of entworst (melkzuurbacte-
rig&n) en door toepassing van een verhoogde rijpingstemperatuur
(27 ©Cj. Het produkt heeft een zodanig lage pH dat ook bij de
matige zoutgehalten die worden toegepast, geen ontwikkeling van
sporevormende bacteri&n mogelijk iz. Natuurlijk dient ervacr
gezorgd te worden dat de pH-daling snel en zonder storingen ver-
Loopt, omdat anders tijdens de bereiding, gezien de betrekkelijk
hoge temperaturen, wel degelijk ontwikkeling van sporevormende
bacterién kan plaatsvinden.
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Zout, nitriet, pH en verhitting

Voor de stabiliteit en de veiligheid van verhitte vlees-
produkten, zowel gepasteuriseerde als geappertiseerde, ziijn
vier factoren van betekenis, die elkaar wederzijds beTnvlceden:
zout, nitriet, pH en de intensiteit van de verhitting. Juist in
die ccombinatie¢ schuilt het grote geheim van de stabiliteit van
vleesprodukten die, in vergelijking met andere conserven, een
vri) matige verhitting ondergaan.

De wederzijdse beinvloeding kan gemakkelijk worden gedemon-
streerd door middel van de gecombineerde werking van zout en
verhitting. Wanneer een sporensuspensie van B. cereus bij 90 “c
wordt verhit, en de verhitte suspensie na verschillende verhit-
tingsperioden wordt uitgezaaid in ecen medium zonde; zout en in
gsenzel fde medium met 3,5% (m/m) keukenzout - een gebruikelijke
zoutconcentratie in de waterfase van viseswaren — dan blijkt
dat hat zout de ontkieming van de sporen sterker gaat remmen
naarmate de suspensie langer verhit is geweest (fig. 2), Het-
zelfde is waargenomen VoOr ¢. botulinum-gporen (Ingram, 1876).
Wanneer de bacteriesporen zich bevinden in vlieeswaren met een
normaal zoutgehalte {(circa 23; m/m} en deze vleeswaren worden
varhit, dan is de schijnbare afsterving groter (kleinere Dp-
waarde) dan wanneer geen zout aanwezlig zou zijn geweest (grote-
re b-waarde}. In geappertiseerde vleesprodukten is de verhit-
tingsintensiteit voldoende om vegetatieve cellen volledig te
doden. De bacteriesporen worden evenwel slechts ten dele ge~
dood; het resterende deel blijft weliswaar onder optimale om-
standigheden kweekbaar, maar kan door de opgelopen beschadiging
in vleeswaren niet meer ontkiemen en/of uitgrosien, mede door
de aanwezigheid van zout, nitriet (in de vorm wan nog cnbekende
verbindingen) en een enigszins verlaagde pH (meestal circa 6,2).

Het natriumchloride kan niet zonder meer door andere zouten
worden vervangen. Bij eigen onderzoek bleken equimoleculaire
hoeveelheden kaliumchloride in vergelijking met 3,5% (m/m) na-
triumchloride nauwelijks de afsterving van B. cereus-sporen te
beinvloeden, _

Voor geappertiseerde vleeswaren geldt, evenals voor rauwe

vlieeswaren, dat de initi#le sporenbesmetting zo laag mogelijk

145




1lg N
? -
5
54
BCA
4 =
geen NaCl
3 3,5% NaCl
T £ ] .
20 40 60 Fig. 2. Invlced van 3,5% (m/m) NaCl in *
verhittingstijd (min) Plate Count Agar als telmedium voor
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moet ziin: een combinatie van remmende factoren geeft meer vei-
ligheid naarmate het aantal bacteriesporen geringer is. Het is

erg belangrijk ervoor zorg te dragen dat zowel de extrinsieke
verhittingsfactor als intrinsieke factoren zoals zout- en nitriet-—
gehalte en pH op het gewenste niveau worden gehandhaafd.

Bij gepasteuriseerde, normaal gezouten vleeswaren, zoals ham,
schouder, kookworst en leverworst is de verhitting betrekkelijk
gering; zout en nitriet vertonen daardoor ock een minder sterk
remmende werking, Deze vieesprodukten moeten dan ook bij lage
temperaturen worden bewaard om uitgroei van bacteriesporen te
voorkomen, Door een uitgebalanceerde gombinatie van zout, nitriet,
verlaagde pH en verhitting kan evenwel een produkt als vacuiim-
verpakte gepasteuriseerde rookworst vaak lange tijd ongekoeld
worden bewaard zonder dat bacteriegroei optreedt (pH £ 5,8,
zout in waterfase 4-5%, aanvangsnitrietgehalte 150 mg kg'l).
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RADAPPERTISATIE

Een nicuwe methode voor het houdbaar maken van vlees, waarbij

het van belang is ook alle sporen te vernietigen, ig de zoge-—
naamde radappertisatie (Rowley et al., 1974). Door produkten

als ham en bacon na een thermische pasteurisatie bij lage tem-
peratuur te bestralen met gamma-stralen (dosiz ongeveer 40 kGy

(4 Mrad)} kunnen conder bepaalde comstandigheden produkten ver-
kregen worden die stabiel zijn bij opslag en een acceptabel aroma
bezitten. Deze conserveringswijze heeft tot nu achter alleen toe-

passing gevenden vocor militair gebruik en in de ruimtevaart in

de USA.
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Sporevormende bacterién in zuiveiprodukten

L.P.M. Langeveld, Nederlands Instituut vcor Zuivelonderzoek, Ede

DE GRONDSTOF MELK

In rauwe melk komen sporen van zowel aérobe als ana@robe spore-
vormende bacteri&n in sterk wisselende aantallen voor. Sporen
van agrobe sporevormers treft men soms aan tot aantallen van
enkele dulizenden per ml, maar gewoonlijk tussen 1 en 100 per ml.
Voor sporen van anadrobe gporevormers liggen de gehalten meest—
al wat lager namelijk tussen 0,1 en 10 per ml. De aantallen spo-
ren van zowel a&robe als anaé&robe gporevormers hangen vooral af
van de mate waarin besmetting tijdens het melken optreedt. Bij
een goede techniek van machinaal melken vindt besmetting prak-
tisch alleen plaats vanaf de spenen.(Underwood et al., 1974).
Besmetting van de spenen met grond, mest en voer moet daarvan
wel de oorzaak zijn. Niet bekend is of sporevormende bacterién
ook op de uier tot sporevorming kunnen komen. Door de uiers con-
stant goed te wassen vdSr het melken is het mogelijk het sporen-—
aantal fe reduceren. Incidenteel wassen of het wassen af en toe
overslaan schijnt weinig effect te hebben op een hoge respectie-
velijk lage sporenafgifte (Waes, 1975). Slcrdige melktechnieken,
waarbij bijvoorbeeld tepelhouders op de grond vallen, kunnen
verhoogde aantallen tot gevolg hebben (De Vries & Stadhouders,
1977) . Sporen Komen namelijk in grote aantallen in grond en mest
voor {(10%-107 per gram), waarbij sporen van a&robe soorten in
het algemeen talrijker zijn dan die van anadrobe, hetgeen wordt
weerspiegeld in de onderlinge verhouding ervan in melk. Hooi en
kullvoer zijn doorgaansg ook rijk aan sporen. Wat betreft de aan-~
tallen is er een verband tussen vcer en mest; doordat vertaring
van voedselcomponenten plaats vindt, is het gehalte in mest ho-
ger (Labots et al., 1965). Ten aanzien van de meeste scorten
sporevormende bacterié&n is het nog een open vraag of en in hoe-
verre groei en sporulering in het spijsverteringskanaal kan op-
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treden. Een 'normaal’ aantal sporen in de melk kan al door be-
smetting met 10 mg mest of grond per 1 melk verklaard worden.

Na het melken tot aan de verwerking in de fabriek neemt het
aantal sporen niet meer toe door gporulering. Er is eerder sprake
van een geringe afname ten gevelge van ontkieming. Wel kan nog
besmetting optreden ten gevolge van contact met vaatwerk en
apparatuur.-ZO vonden Atwal et al., {(1974) biij gebruik van melk-
bussen een verontreiniging van 15 sporen per ml melk en Labots
et al. (1965) stelden vast dat melkbussen een even grote be-—
smoetting met sporen van Bacillus cerecus konden vercorzaken. Ver-
derop in dit heofdstuk zal nog worden ingegaan op de besmetting

van produkt door sporen afkomstig van apparatuur.

In verschillende delen van de wereld is aandacht besteed aan de
concentratie waarmee sporen van verschillende sp@ré@ormers in
melk voorkomen. Wat bhetreft het geslacht Bacililus is B. licheni-
Fformis het meest talrijk, gevolgd door de soorten subtilis, pu-
milus en brevis. Plaatselijk echter kan de situatie wel verschil-
len, want Abo-Elnaga (1968) vermeldt dat sporen van B. cereus
het meest talrijk voorkcomen in wintermelk in Egypte, terwijl
Atwal {1974) in India hoofdzakeliik B. subtilig-sporen in melk
vond. De veel hogere concentratie in melk van sporen van B, 1i-
cheniformis ten opzichte van scorten van B. cereus is een
weerspiegeling van de onderlinge verhouding van de sporen in de
grond {(Labots et al., 1965). Van het geglacht Clostridium zijn
C. perfringens en C. sporogenes het meest talrijk in melk aan-
wezildg.

Het feit dat sporen van bepaalde soorten freguenter voorkomen
betekent nog niet dat deze ook meer aanleiding tot problemen
geven. De aard van een produkt en de bewaringsmethode hepalen
welke naar veoren komen; dit kunnen goorten zijn waarvan de spo-
ren in een relatief laag aantal aanweziqg zijn, zoals bijvoor-
beeld vaak het geval is met die van B. cereus en C. tyrobutyri-
cum. In vele gevallen treedt geen grcel van sporevormers in zui-
velprodukten op, maar geven aanwezige sporen later problemen,
wanneer ze in andere voedingsmiddelen verwerkt worden. Dit kan
bijvoorbeeld het geval zijn bij toepassing van gedroogde produk-
ten, zoals melkpoeder in soepen en bij het gebrulk van kaasg in

smeltkaas.
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TOEVOEGINGEN

Toevoeging van ingrediénten kan het aantal sporen in produkten
doen toenemen en kan zo soms een rol spelen bij het bederf van
het eindprodukt. Over gehalten van sporen in ingrediénten is
geen uitgebreide literatuur voorhanden. Men kan, indien men wil
weten of een bepaalde toevoeging een noemenswaardige verhoging
van sporen zal leveren, de concentratie bacteriesporen hepalen -
en dit vergelijken met de concentratie ervan in de hcocofdgrond-
stof, de melk. '
Met de door Mossel et al. {1974) gegeven benadering kan men
berekenen of de eventuele toename van spcren van belang is;
indien de fractie die van een ingredié&nt wordt toegevoegd ge-
lijk is aan x, het gehalte aan spcren gelijk is aan n per gram,
en dat van de melk ¥ per gram, dan is het sporengehalte van de

toevoeging van geen belang, indien
(L - x)¥N+x.n < ¥ + 0,1 ¥

Deze benadering kan men ook toepassen voor een specificke groep
van sgporen. Is n zo hoog dat nlet meer aan bovengenoemde voor-
waarde wordt voldaan, dan dient mwen te overwegen in hoeverre
het hogere gehalte nadelig zou kunnen zijn voor de houdbaarheid

van het produkt en of maatregelen zouden moesten worden genomen.

BEINVLOEDING VAN HET AANTAL SPOREN EN DE ONTWIKKELING VAN SPORE~
VORMENDE BACTERIEN

De aanwezigheld van sporen in melk is een gegeven dat men bij de
verwerking in de regel voor lief moet nemen, omdat men op korte
termijn weinig invlioed op de mate van besmetting tijdens de melk-
winning kan uitoefenen. Bij de industriéle verwerking kan men
trachten het aantal sporen alsnog teruyg te brengen of de bewer-
king, produktie-omstandigheden of de bewaring zodanig aan te pas-
sen dat zo weinig mogelijk hinder wordt ondervonden van spore-

vormende corganismen.
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Vverlaging van het aantal sporen

Indien men het aantal sporen in melk wil verlagen, kan men de
door Simonart & Debeer (1954) in samenwerking met Alfa Laval
ontwikkelde bactofuge toepassen. Dit is een centrifuge met ca-
paciteiten tussen 6000 en 13 000 liter per uur, waarbij bacte-
rién en sediment, waarin cok een deel van de caseine, van de
melk worden gescheiden en via gaaties in de wand van de centri-
fugetrommel worden afgevoerd. De hoeveelheid eiwitrijk slib be-
draagt 20 & 30 g kg—l. Ten einde dit niet te verliezen wordt
dit tegenwcoordig vaak met een kleine UHT {ultra high tempera-
ture)-sterilisator gesteriliseerd en weer aan de behandelde
melk toegevecegd. De eigenschappen van deze melk veranderen hier-
door niet ncemenswaardig. De sporenreductie door deze behande-
ling ligt tussen 95 en 98%. Het aantal c. tgrobutyrfcum—sporen kan
daardoor zodanig worden verlaagd dat weinig of geen nitraat
meey nodig is voor de bestrijding van boterzuurgisting in kaas.
Bij toepassing voor laaggepasteuriseerde melk kan de houdbaar-
heidsperiode met circa 25% worden verlengd mits geen nabesmet-—
ting plaats vindt, Het aantal vlokken van B. cereus in de room-
laag van niet-gehomogeniseerde laaggepasteuriseerde melk kan
drastisch worden verlaagd. Bij de produktie van gesteriliseerde
melk levert een voorafgaande behandeling met de bactofuge geen
groot veoordeel op, omdat het aantal decimale-reducties nauwe-
lijks 2 bedraagt, terwijl minimaal 8 decimale reducties nodig
zijn om steriliteit te verkrijgen. De intensiteit van de hitte-
behandeling zou dus met slechts circa 20% kunnen worden geredu-
ceerd. Behandeling van melk met de bactofuge vocr de bereiding
van melkprodukten heeft weinig of geen zin, indien wvia daarna
toegevoegde ingrediénten weer veel sporen worden toegevoedd.

Een andere mogeliijkheid wvoor het verlagen van het aantal
sporen is behandeling van de melk met waterstofperoxyde gevolgd
door een behandeling met het enzym katalase. Het bij 60 ¢ ge-—-
durende een half uur laten inwerken van 1 g H,0, per 1 melk
heeft een verlaging van het aantal sporen tot gevolg die glo-
baal in de orde van 2 decimale reducties ligt. Dit procé&dé wordt
niet veel toegepast, maar kan bij de kaasbereiding bijdragen aan

de bestrijding van boterzuurgisting en bij de produktie van ge-
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steriliseerde melk een minder intensieve hittebehandeling moge-
1idik maken.

Indien rauwe melk of melk die slechts zodanig is gepasteuri-
seerd dat het enzym alkalisch fosfatase juist onwerkzaam is ge-

maakt, bij kamertemperatuur of kouder worden bewaard, roomt de

melk binnen enkele uren op, waardoor 90 tot 95% van de sporen

| en de bacteri&n omhocg gevoerd worden door de trossen stijgende

\ vetbolletijes. Van dit verschijnsel wordt in Nederland nauwelijks
gebruik gemaakt. Door deze oproming vindt uitgroei van sporen en
toename van vegetatieve cellen aanvankelijk wvooral in de room- -
laag plaatg, totdat deze grcei ten gevolge van onderlinge bein-
vloeding afremt, terwijl op dat moment in de onderstaande melk

i het kiemgetal nog betrekkelijk laag is. Dit betekent dat de

houdbaarheid over de gehele melkhoeveelheid berekend wordt ver-

groot., Hierop berust waarschijnlijk de grotere houdbaarheid van

niet-gehomogeniseerde ten opzichte van wel~gehomogeniseerde

laaggepasteuriseerde melk.
Gebruik van remmende factoren

In veel gevallen kan het gebruik van remmende factoren erteoe

Jﬁ bijdragen bederf door sporevormende bacterién te voorkomen. Als
Ef' remmende factoren kunnen worden genoemd een verlaagde pH, ver-
laagde redoxpotentiaal, ontoegankelijkheid van zuurstof, ver-
laagde wateractiviteit ten gevolge van indampen of toevoegen

van zout of suiker, aanwezigheild van nisine en verhoging van
viscositeit. De meeste punten komen nog aan de orde bii de be-

" gpreking van de diverse produkten. Een zodanige verlaging wvan

de wateractiviteit dat sporevormende bacterién niet meer kunnen

groeien wordt bij gesuikerde gecondenseerde melk bereikt door

het hoge gehalte aan saccharose. Heeft een produkt een pudding-

achtige structuur, dan kunnen vele sporevormende bacterién niet
h

verder uitgroeien dan tot een kolonie van beperkte omvang. Dit
kan soms van praktisch belang zijn, als de produktie-~omstandig-
heden en/of de bewaartemperatuur al zodanig zijn dat nog slechts

incidenteel een spore tot ontwikkeling komt.
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Warmtebehandelingen

Door laagpasteurisatie worden geen sporen onwerkzaam gemaakt.
Bij toenemende intensiteit van hittebehandelingen verdwljnen
successievelijk de sporen van B. cereus, B. licheniformis,

B. cvirculans en ten slotte van B. szsubtilis. Doordat een hitte-
behandeling ock sporen tot kieming kan activeren, is er bij
kortdurende verhittingen van 10 4 20 seconden cen temperatuur-
gebied van ongeveer 75-90 °q, waarbij bijna geen gsporen van

B. cereus worden gedeood, maar waarin door activering van deze
sporen de houdbaarheid van een produkt juist iets kan worden
verminderd. Worden bij iets meer intensieve verhittingen de
gsporen van B. cereus julst gedood, dan neemt de houdbaarheid
van produkten bij bewaring onder 25 “C tce, niet alleen ten ge-
volge van het geringer aantal spcren dat overblijft, maar ook
doordat andere Bacillus-soorten langzamer groeien. Het effect
van verschillende pasteurisatie- en sterilisatiemethoden komt
in volgende paragrafen nog aan de orde,

Door warmtebehandeling van melk kunnen sporen ock zodanig
worden geactiveerd dat een deel ervan bij opvolgende bewaring
bij niet al te lage temperatuur sneller ontkiemt. Door daarna
weer een warmtebehandeling toe te passen worden deze ontkiemde
sporen gedocd. Dit idee is door Shehata & Collins (1972) en
door Florenz (1976) al enigszins ultgewerkt voor gepasteuriseer-
de melk. Zelfs indien de eerste behandeling licht is, bijvoor-
beeld een temperatuur van 65 Ce gedurende 30 s, en de melk daar-—
na 6 wur lang bij 10 °C wordt bewaard, kan bij opvolgende pas-
teurisatie bij 72 °C het aantal sporen van B. cereus al met 90%
worden gereduceerd (Florenz, 1976).

Bij ontvangst aan de melkfabrieken wordt rauwe melk vaak ge-
thermiseerd. Thermisatie is een hittebehandeling gedurende cir-
ca 10 s bij een temperatuur van 65 °C en heeft tot doel het aan-
tal gram-negatieve bacterién zodanig te reduceren dat de melk
alvorens te worden gepasteuriseerd nog 1 & 2 dagen gekoeld be-
waard kan worden. Gezien bovenstaande ervaring zou thermisatie
een enigszins gunstig effect kunnen hebben op de houdbaarheid
van niet nabesmette gepastepriseerde meik en cok op het aantal

vlokken van B. cereus dat bij bewaring kan ontstaan.
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Koud bewaren

Door gerede produkten koel (7 9¢ of lager) te bewaren kan ont-
wikkeling van een groct deel van de in een produkt aanwezige
sporen worden tegengegaan en in sommige produkten waarin al
veel remmende factoren zijn ingebouwd, zoals in kaas en smelt-
kaas, zelfs geheel worden voorkomen. De scorten die bil tempe-
raturen van 5 & 7 “C en lager ncg kunnen greoeien worden wel
psychrotrofe sporevermende bacterién genoemd, maar cver de juis-
te definitie bestaat nog geen eensluidende opvatting.

Uit onderzoekingen van Shehata & Collins (1972) en Michels
& Visger (1976) is gebleken dat sporen van sporevormers die bij
5 °C kunnen groeien minder thermoresistent zijn dan die van
mesofiele socrten. Indien men zuivelprodukten zodanig produceert
dat een lange gekoelde bewaring bij 5 °c of lager mogelijk is,
bijvoorbeeld voor puddingen in portieverpakking of slagroom in
blik, dan meoet gezien die ervaring kunnen worden volstaan met
ean verhitting met een Fogwaarde van c¢irca 0,1, Voor veel melk-
produkten is de bewaringstemperatuur vaak ongeveer 10 °C, waar-
voor wel een wat intensievere verhitting wenselidik zal ziin.

Veel 1s hierover echter nog niet bekend.

Het is niet zo dat na het toepassen van verhitting ncg slechts
sporevornmende bacterién en eventueel overgebleven andere thermo-—
resistente micro-organismen een rol kunnen spelen. Na een pas-
teurisatie— en zelfs na een sterilisatiebehandeling kan hesmet-
ting met allerlei micro-crganismen optreden; dit ongewlld ge-
beuren wordt aangeduid met de term nabesmetting of na-infectie.
Het verlcop van het bederf kan daardocr in sterke mate worden
veranderd, meestal versneld, en de rol van de sporevormende bac-
terién kan geheel op de achtergrond geraken. Ock het effect van
de behandeling met de bactofuge en andere behandelingen of maat-
regelen kan ten gevolge van nabesmetting geheel teniet worden
gedaan. Remmende factoren bouwt men vaak in als aanvullende
maatregsl op een hittebehandeling. Er kan gemakkelijk nabesmet-—
ting optreden met organismen die niet of nauwelijks beinvlced
worden door deze remmende factoren.

Door heet af te vullen met grondig gereinigde apparatuur of

s
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door aseptisch af te wvullen met voorgesteriliseerde apparatuaur
xan nabesmetting voor een groot deel, respectieveliik geheel
worden voorkomen. De laatste tijd komen er ock wulmachines aan
de markt waarmee bijna aseptisch kan worden afgevuld. Door spe-
ciale maatregelen, zoals het reinigen zonder dat demontadge en
weer montage nodig is (¢leaning in place: CIP), door het toe-
passen van defiltreerde lucht en door een kiemgetal reducerende
behandeling van het verpakkingsmateriaal, wordt de nabesmetting

tot een laag niveau teruggebracht.

SPOREVORMENDE BACTERIEN EN VERSCHILLENDE PRODUKTEN

Gepasteuriseerde pelk .

In veel landen wordt de melk voor de dageliijkse consﬁmptie zo-
danig verhit dat het enzym alkalisch fosfatase onwerkzaam wordt
gemaakt, maar het enzym percoxidase nog niet of nog niet hele-
maal wordt geinactiveerd. De behandeling is minimaal gelijkwaar-
dig aan een verhitting gedurende 15 s op een temperatuur van

72 ©C. Deze behandeling wordt in de zuivel, nogal verwarrend,
HTST (high temperature short time)-pasteurisatie gencemd, dit
echter om de tegenstelling aan te geven ten opzichte van de oor-
spronkelijk gebruikelijke pasteurisatie gedurende een half uur
op 63 °C. In Nederland spreekt men van laagpasteurisatie. In—
dien de melk wordt gehomogeniseerd, wordt wel een iets inten-
sievere hittebehandeling toegepast, bijvoorbeeld 15 s bij een
temperatuur van 77 OC, ten einde het melklipase voldoende on-
werkzaam te maken.

Indien melk op deze wijze depasteuriseerd is en wordt bewaard
bij temperaturen tussen 7 9 en kamertemperatuur, treedt bederf
op door B. cereus waarvoor een beginsporenconcentratie lager dan
1 per ml ruimschoots voldoende is. Bij een concentratie van en-
kele miljoenen cellen per ml brengt B. cereus meestal zoetstrem—
ming teweey. Na genoemde pasteurisatiebehandeling zijn behalve
sporen van sporevormende bacterién ook nog levende cellen van
thermoresistente bacteri&n aanwezig. Bij bewaartemperaturen bho-
ven 20 “C kunnen enkele scorten hiervan nog met B. cereus con-

curreren, namelijk sommige Streptococcus—-soorten en Alcaligenes
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tolerans, vooral indien de pasteurisatiebehandeling zodanig is

geweest dat het alkalisch fosfatase juist is gelnactiveerd.

Bii bewaring bij temperaturen lager dan 7 O¢ presedt, indien

! het hceveelheden melk van een halve liter of meer betreft, wvoor-
namelijk bederf op door B. circulans (Langeveld et al., 1973),
maar volgens onderzoekingen elders zouden ook andere psychro~
trofe sporevormers naar voren kunnen komen {(Grosskopf & Harper,
1969; Chung & Cannon, 1971). Het gehalte aan sporen van psychro-
trofe sporevormers ligt in de orde van 1 per 10 ml melk. De

' generatierijd van B. cereus bedraagt bij 7 ©C 10 wur; van B. cii-

culans bij 5 °9C 20 vur. Indien gesteld wordt dat melk zeksr con-

! sumeerbaar is tot sen kiemgetal wvan 10° per mi, kan berskend

worden dat, inclusief sen ontkiemingsperiode van enkele dagen
voor de eerst ontkiemende sporen, de houdbaarheid bij 7 ¢ on-
geveer 12 dagen is en bij 5 °c cngeveer drie weken.

Hetgeen in de twee voorgaande alinea's is gezegd, gaat alleen
cp, indien de melk niet is nahesmet. Als dit wel het geval is,

i zullen bii lage temperatuur Gram-negatleve bacteri&n de mate

van bederf bepalen. Bij kamerte@peratuur kunnen behalve deze

ook melkzuurbacterién aan het bederf bijdragen. Figuur 1 geeft
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Fig. 1. Ontwikkeling van de bactexrieflora in rauwe en laaggepasteuriseerde
relk bij een bewaartemperatuur van 7 “C en het effect van laagpasteurisatie
i en nabesmetting met psychrotrofe Cram-negatieve bacteri&n. B. cersus:ver-
| loop van het kiemgetal, indien geen nabesmetting heeft plaatsgehad; na-
besmet: verleop van het kiemgetal bij nabesmetting.
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weer hoe het kiemgetalverloop in melk kan zijn v&48r en na de
pasteurisatie bi} een bewaring bij 7 %¢. Er is ultgegaan van
cen concentratie van | spore van een psychrotrofe B. cereus per
10 ml en een nabesmettingsniveau van 1 psychrotrofe Gram-nega-
tieve bacterie per 100 mil.

Door het aantal spoeren in de melk voor pasteurisatie te vexr-
lagen kan de houdbaarheid van gepasteuriseerde melk, mits na-
besmetting achterwege blijft, verbeterd worden. Docr behande-
ling met de bactofuge kan een ongeveer 40-voudige reductie van
het aantal sporen, ook van de scorten van B. cereus, werden ver-
kregen. Er zijn ook onderzoekingen verricht naar het effect wvan
dubbele verhitting, waarbki] de twee behandelingen gescheiden
zijin deor een bewaring bij lagere temperatuur. De mogell jkheden
van deze werkwijze zijn reeds onder 'Warmtebehandelingen' cop
pagina 153 besprcken. Aangaande het te verwachten efféct van een
verlaging van het aantal sporen kan een schatting gemaakt wor-
den. Om van egen vrij normale beginconcentratie van 0,1 spore
per ml naar een concentratie van 10% cellen per ml nabij het
bederfpunt te komen is een 107 -voudige vermeerdering nodig.
Hiervan uitgaande kan men inzien dat elke tienvcoudige reductie
van het beginaantal sporen tot gevolg heeft dat de houdbaarheid
met circa 1/7 wordt verlengd; aangenomen is dat de ontkiemings-
periode slechts een klein gedeelte van de totale houdbaarheids-
periode uitmaakt. Als de reductie van bhepaalde sporen van een
soort zo groot is dat niet meer iedere verpakte eenheid een
spore bevat, dan kan in een dergelijke eenheid de hcoudbaarheid
sprongsgewijs aanmerkelijk beter worden, omdat dan het bederf
veroorzaakt moet worden door tragere soorten.

Melk die niet is gehomogeniseerd en zodanig is gepasteuri-
seerd dat het alkalisch fosfatase juist is geinactiveerd, ver—
toont bij bewaring al snel een duidelijke roomlaag. Bij bewa-
ring bij temperaturen vanaf 7 ©C kan bij deze melk het ver-
gschijnsel 'bitty cream' cptreden. In de roomlaag wvan de melk
zijn dan sporen van B. cereus die bij het opromen zijn meege-
voerd in de roomlaag, tot een kolonie uitgegroeid. De cellen
van B. cereus blijven bhij elkaar en doen om de kolonie een room—
vlok ontstaan ten gevolge van de werking van het door de cellen
geproduceerde enzym lecithinase. Deze roomvlokken komen na uit-
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schenken weer op de melk drijven en smelten niet bij verwarming.
In Engeland waar men veel niet-gehomogeniseerde laaggepasteuri-
seerde melk in thee en koffie gebruikt is dit gebrek zeer onge-
wanst. Er is daar aan dit probleem veel cnderzoek verricht; in
Nederland is door Labots & Galesleoot (1959} aandacht aan dit pro-
bleem gegeven. In gehomogeniseerde laaggepasteuriseerde melk
komt men dit niet tegen omdat op deze melk geen rcomlaag wordt
gevormd. De ontwikkelingsmogelijkheden van B. cereus .zijn daar-
in echter minstens even groot. _

Labots et al. (1965) stelden vast dat het verschijnsel 'hitty
cream' wordt veroorzaakt door wat zij ncemden snel~ontkiemende
sporen van B. cereus; dat zijn sporen die in melkX bij bewaring
biij 20 ©C binnen een dag ontkiemen. Dergelijke sporen werden
vooral in grond en mest aangetroffen. In melkbussen en op ge-
reedschap vond men, indien daar sporen van B. cereus aanwezig
waren, vooral sporen die een langere ontkiemingstijd nodig had-
den. De voor de houdbaarheid van laaggepasteuriseerde melk en
voor 'bitty cream' nadelige sporen van B. cereus zijn dus vooral
uit grond en mest afkomstig.

Gepasteuriseerde melkprodukten

De niet-~zure produkten, waarvan slagroom, vla en havermoutpap
voorbeelden zijn, worden aanmerkelijk intensiever verhit dan
meestal bij melk het geval is, maar indien de verhitting minder
intensief geweest is dan overeenkcmend met 30 min bij een tem-
peratuur van 92 & 95 “C en geen nabesmetting heeft plaatsgevon-
den, is de bederfverocorzakende bacterle meestal nog wel B. cere-
us. Bij wla en pap, waarbij de hittebehandeling tevens voor de
zwelling van de zetmeelkorrels meet dienen en daardeor nogal
intensief is, kan het voorkomen dat geen levende B. cereus-
sporen meer in een Verpakkingseenhei@ voorkomen; dan kan

B. licheniformis als bederfveroorzaker gaan optreden, hetgeen
dan ook met een iets langere houdbaarheid gepaard gaat. Vroeger
werd vaak heet afgevuld in flessen waardoor sporevormende bac-
terién de enige waren die zan het bederf bijdroegen. Bij uit-
zondering werd naverhit in de fles. Tegenwoordig wordt het pro-

dukt meestal gekoeld en daarna afgevuld in eenmalige verpakkin-
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gen. Daarbi]j is de kans op hesmetting met andere dan sporevormen-—
de bacterien groter.

Indien vla en pap niet gekceld worden bewaard, kunnen zl of
niet naast B. cereus cok B. licheniformis en B. circulans tot
ontwikkeling komen. Bij vanillevla geeft B. licheniformis aan-
leiding tot een carbolachtige geur. B. circulans geeft in wvanille-
vla en enkele andere vla-soorten aanleiding tot witte vlekken,
heoewel deze ook kunnen ontstaan ten gevolge van de groei van
melkzuurbacterién die door nabesmetting in het produkt zijn ge-
komen.

Indien melkprodukten zodanig zijn verhit dat B. cereus-sporen
nog niet al te sterk in aantal zijn gereduceerd, tussen 7 en 25 Oc
worden bewaard, kan zich vooral B. cereus ontwikkelen. In het
geval van slagrocm moet men bedenken dat de groai/zich tussen
cpkloppen en consumptie kan voortzetten.

In Nederland ondergaan produkten die als gepasteuriseerd wor-
den verkocht, zoals vla, vaak een UHT-sterilisatie. Het gaat daarbij
meer om de vocrdelen van het continu-werken dan om de steriliteit,
hcewel het produkt direct nz de hittebehandeling wel steriel is.
Tijdens de enkele seconden dat het grondstoffenmengsel op hoge
temperatuur komt, komt de zwelling wvan het aan deze behandeling
aangepaste zetmeel tot stand. Er wordt meestal niet-heet en niet-
aseptisch afgevuld en als deze produkten bederven, geschiedt dit

meestal door andere micro-organismen dan sporevormers.
Gesteriliseerde melk en melkprodukten

Voor sterilisatie worden een drietal typen behandelingen tce-—
gepast:

1. Lang-laag sterilisatie in glas, blik, polvetheen of andere
verpakking. De verhitting vindt plaats tet temperaturen tussen
125 en 110 °C. De verhittingsduur is 10 min tot 1 uur. Het ste-
riliserend effect (SE) mocet 8 of hoger zijn.

2. Kort-hoog of wel UHT (ultra high temperature)-sterilisatie,
De verhittingstemperatuur ligt tussen 135 en 150 °C. De var-
hittingsduur ligt tussen 1 seconde bij de hogere temperaturen
tot enkele tientallen seccnden bij de laagste temperatuur. Het

SE moet 8 of hoger zijn. Hierna wordt aseptisch afgevuld,
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3. Het twee—ctappenprocédé waarbij het produkt eerst kort-hoog
wordt voorgesteriliseerd (SE=6 of hoger) en daarna in lichte
mate in de verpakking lang-laag nagesteriliseerd (SE=3 & 5}. De
sterilisatie in de verpakking dient slechts om sporen die na de
sterilisatie en tijdens het wvullen in het produkt geraken te in-

activeren.

Lang-laag sterilisatie geeft veel sterilisatiesmaak. Kort-hcog-
sterilisatie met eenzelfde sporedodend effect geeft dit nauwe-
lijks. Dit wordt verklaard door de lage Cig (2-3) veor chemische
processen, zoals het contstaan van verbindingen die sterilisatie-
smaak wverocrzaken, ten opzichte van de hoge QIO (8~13) die geldt
voor het doden\van bacteriesporen (Pien, 1972; Perkin et al.,
1977) . Bij het twee—-etappen-procédé dat eigenlijk alleen veel-
vuldig in de zuivel wordt toegepast, kan de intensiteit van de
gterilisatie in de verpakking zodanig worden gereduceerd dat de
nadelige chemische effecten, gzoals bruinkleuring en het ontstaan
van sterilisatiesmaak, tenminste kunnen worden gehalveerd.

In de zuivel wordt voor de weergave van de intensiteit wvan
sterilisatieprocessen in plaats van met Fomwaarden meestal met
het door Galesloct (1956a, 1962) ingevoerde begrip steriliserend
effect (SE) gewerkt, vooral ook doordat technieken voor esn goe-
de meting van het temperatuurverloop in het produkt tijdens het
verblijf in de sterilisatieruimte nog niet algemeen beschikbaar
zijn. Het steriliserend effec£ wordt weergegeven met de formule
SE = lg N1 e waarin N1 de concentratie aan levende sporen
voor de verhitting en ¥, de concentratie daarna. Als referentie

2
worden sporen van de vrij resistente stam B. subtilis 125-0 ge-

lg ¥

nomen. Als men aanneemt dat in onverhitte melk 10 sporen per ml
net eenzelfde resistentie zouden voorkocmen, hetgeen al een uit-
zonderlijke situatie is, dan zou een verhitting met een SE van
§ ten gevolge hebben dat in 1 op 10 000 liter nog een spore zou
overleven. Een steriliserend effect van & & 10 wordt in de zui-
vel, voldeende bevonden, indien alleen op mescfiel bederf be-

hoeft te worden gelet. Het komt overeen met een P =waarde van

2=2,5.
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Er zijn in verschillende landen onderzoeckingen gedaan om na te
gaan of de hitte-intensiteit bij lang-laaq sterilisatie kan wor-
den teruggebracht. Proeven van Wajid & Xalra {1976} en van Ra-
daeva et al. (1974, 1975) wijzen erop dat door toevoeglng van
nisine in een concentratie van 100 Reading Eenheden per ml de
benodigde intensiteit tot ongeveer de helft kan worden terug-
gebracht. Volgens Shehata et al. (1977) zou dit effect nog gro-
ter zijn. Dit zou voor het twee-etappenprocddé kunnen betekenen
dat men de vocrsterilisatie zou kunnen weglaten of, wat met het
oog cp de smaak meer zin heeft, dat men bij handhaving van de
voorsterilisatie de Fo—waarde van de nasterilisatie in de ver-
pakking tot ongeveer 0,5 zou kunnen terugbrengen. Dit geldt voor
wat betreft het bederf dcor mesofiele micro-organismen. Cok door
voorbehandeling van de melk met waterstofperoxyde kan de inten-
siteit van de sterilisatie worden teruggebracht. Golgens Khala-
falla et al. (1977) zou de benodigde Fo- waarde tot cngeveer

de helft worden gereduceexrd docr op melk of chocolademelk wvooraf
per liter 3 g waterstofperoxyde gedurende 30 min bij een tempe-—
ratuur van 60 °C te laten inwerken. Een overzicht van de effec-
ten van waterstofperoxyde op melkeigenschappen en melkcomponen-—
ten is recent gegeven door Santha & Ganguli (1976). Voorzover
hekend worden waterstofperoxyde of nisine in de ons omringende
landen niet toegepast ter beperking van de intensiteit van de
hittebehandeling van melk en melkprodukten.

Wordt bij het twee-etappenprocéds afgevuld in glazen flessen,
dan koelt men uit warmte-economische overwegingen na het voor-
steriliseren liever niet te ver terug en vult men heet af in
hete flessen. Geschiedt dit bij temperaturen tussen 45 en 75 “c,
dan kan in de vulmachine en in de tussen de docrstroomsterili-
sator en de vulmachine aanwezige buffertank groei en sporulering
van een aantal soorten sporevormende bhacterién cptreden. Bij een
toemperatuur tussen 45 en 55 ®C treden vooral B. coagulaps en
intermediaire typen van B. coagulans en B. circulans 0p de voor-
grond (Galesloot & Labots, 195%a). Door doelmatige reiniging
kan het niveau van het aantal overblijvende sporen zodaniyg wor-
den verlaagd dat het bij een volgend vulproces lang duurt, voor-
dat besmetting van enig belang met nieuw gevormde sporen op-

treedt.
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Bij de veel toegepaste vultemperaturen tussen 65 en 75 Cc
treedt vooral grcoei op van thermofiele sporevormers. 00k na
goed relnigen van regelmatig bkij deze temperatuur gebruikte ap-
paratuur herbergt deze waarschijnlijk altijd noyg wel enkele van
deze sporen. De groeisnelheid van deze sporevormers is groter
dan van de hiervoor gencemde soorten en hernieuwde sporevorming
is na 6-10 uur werken met de apparatuur een feit (Hermier, 1961).
Men moet op een iets hogere temperatuuy dan 80 °C gaan afwvullen
om besmetting met deze sporen geheel te voorkomen. De thermo-—
fiele sporevormers waarmee besmetting tijdens hest vullen kan
optreden, ziin andere dan die weike in de rauwe melk voorkomen
en verschillen daarvan vooral, doordat ze wel lactose kunnen
fermenteren. Zij kunnen niet groeien bij temperaturen lager dan
30 °C en hun voorkomen in gesterilisecerde melk in landen met
cen gematigd klimaat blijft onopgemerkt (Galesloot & Labots,
1959b) . Alleen als de melk na het sterilisatieprcces zeer lang-
zaam zou afkcelen, zou bederf door deze bacterién kunnen plaats-—
vinden. In warme landen kan wel groeli van thermofiele spore-
vormers optreden tijdens de distributie van de gesteriliseerde
melk.

Het kan dus een dgevaar betekenen bii het steriliseren volgens
het twee-etappensysteem als de afgevulde voorgesteriliseecrde
melk sterker met sporen besmet raskt dan het lage niveau waarcp
men gerekend had. Dit kan ook het geval zijn, indien in retoﬁr-
flessen veel sporen aanwezlg zijn van een bepaald type van
B. circulans dat goed sporen kan vermen in melk.

Tijdens de distributie en bewaring van de ongeopende fles
en in de melkresten in de gebruikte fles kan uitgroei en weder-
om sporevorming door deze bacterie optreden. Gedeeltelijk over-
leven de sporen het normale flessenwasproces en het is niet uit~
gesloﬁen dat in de flessenwasmachine kruisbesmetting plaats-
vindt. Doordat bi] het twee—etappenpfocédé de sterilisatie in
de fles betrekkelijk licht is, kunnen gemakkelijk enkele sporen
per fles overleven. 2o ontstaat een vicieuze cirkel die kan wor-
den deoorbroken door van nieuwe flesgsen uit te gaan, of door de
flessen tweemaal achtereenvolgens te reinigen bij een tempera-
tuur van 80 °C, waarbij de loogconcentratie wordt verhoogd tot

20 g 17!, De betreffende variant van B. circulans verschilt van
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andere stammen van B. circulans, doordat hij altijd onbeweeg-
1ijk is, aan de melk een carbolsmaak geeft en goed sporen vormt
in melk bij 25 °Cc. Na bewaring gedurende een week bi] deze tem-
peratuur kan men in een microscopisch preparaat van de melk na
een cenvoudige kleuring met methyleenblauw het typische beeld
van deze sporeveorming waarnemen (fig. 2} en Galesloot & Labots
(1959a) . Van deze waarneming kan men gebruik maken bij het stel-
len van een diagnose.

Bij het twee-etappenprocédé kan ook worden afgevuld in po-
lyetheenflessen. Men vult deze niet bij hoge temperatuur, om-
dat het materiaal dan te welnig vormvast is. lets lagere tem-
peraturen zijn ock ongewenst, omdat dan bij bufferen en afvullen
het gevaar van groei en sporulering bestaat. Men vult daarom bij
30 °c of ncyg lagere temperatuur. De polyetheenflegsen zijn een-
malig en komen niet meer in het bedriif terug. Indien de vul-
machine wvoor deze flessen bovendien dagelijks goed gereinigd
wordt, bestaat er weinig gevaar voor besmetting met speren na

de kort-hoog—-sterilisatie,

Tegenwoordig worden veel melk en melkprodukten kort-hooy geste-

riliseerd om ze vervolgens aseptisch af te vullen. Er wordt wel

eens gevreesd dat in het temperatuurgebied tussen 135 en 150 Ce

de z-~waarde hoger is dan in het gebled waarin lang-~laag gesteri-

liseerd wordt. Onderzoek heeft op deze vraag nog geen duideliijk

‘ Fig. 2. Melk waarin na bebroeding bij 25 OC

& gedurende 4 dagen groel is opgetreden van het
carbolsmaak preducerende type van B. circulans.
Kleuring: methyleenblauw; vergroting 2000 x.
Bron: Galeslcet & Labots, 1959.
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antwoord gegeven. Van een sterilisatie van netto 10 min bij een
temperatuur van 11D °c, waarmee in de zuivel ter voorkoming van

mesofiel bederf in de regel goede resultaten worden bereikt, is

’ de Fo-waarde 2,4 min. Uitgaande van een z-waarde van 11 %% kan
worden berekend dat een verhitting van 4 s bij een temperatuur
van 138 °C een daarmse gelijkwaardige bhehandeling is. Bij UHT~-
| gterilisatie van melk en melkprodukten is een verhitting van 4 s
y kij 140 & 142 Sc zeer gebruikelijk en cverieving van sporen
schijnt geen rol van betekenis te spelen. Hieruit en uit recent
onderzoek wvan Perkin et al. (1977) lijkt te mogen worden qecoﬁ—
cludeerd dat in het UHT-gebied de TDT-curve niet een geheel
andere helling heeft. Komt in een partij UHT-gesterilisecerde
produkten toch bederf door sporevormende bacterién voor, dan
moeten misschien eerder andere oorzaken in ogenschouw worden
genomen, zoals onvoldcende voorsterilisatie van de apparatuur
{eventueel plaatseliik, ten gevolge van vervuiling), onregel-
matigheden tijdens de steriligsatie van het produkt en besmetting
tijdens het verpakken. Kort-hoog sterilisatie wordt in Nederland
S veel bij de vlabereiding toegepast.
‘ Er is reeds opgemerkt dat men de intensiteit van een sterili-
satieproces kan vaststellen door het steriliserend effect te be-
palen. Indien SE groter is dan 8 en indien vocxr deze meting een
grote hoeveelheid wmelk van sporen mcet worden voorzien, heeft
men zoveel sporen van B. subtilis 125-0 nodig dat het kweken be-
zwaarlijk wordt. Men kan dan gebruik maken van meer resistente

sporen, bijvcorbeeld van B. stearothermophilus, nadat gerst ex-—

perimenteel de omrekeningsfacter is bepaald voor SE ten aanzien
van sporen van B. stearothermophilus naar SE ten éanzien van
B, subtilis 125-0. De verhouding kan bijvoorbeeld zo ziin dat
ean SE van 4 ten opzichte van sporen van een stam van B. stearo-
thermophilus var. calidolactis overeenkomt met een SE van 8 ten

opzichte van sporen van B. subtilis 125-0.

Geévaporeerde melk

Dit produkt heeft de meeste bekendheid gekregen onder de naam
koffiemelk. Het bevat ongeveer tweemaal de hoeveelheid droge

stof van melk en alle sporevormers kunnen er nog in groeien.
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Het produkt wordt gesteriliseerd in de handel gebracht. Bij uit-
zondering komt bedexrf voor door B. subtilis of B. cireulans, in- ‘
dien ondersterilisatie heeft plaatsgehad. Gedurende een deel van
het jaar zou geévaporeerde melk zonder toevoeging zodanig in-
gtabiel zijn, dat adegquate sterilisatie niet mogeliik is. Men
past echter dagelijks proefsterilisaties toe om vast te stellen
hoeveel fosfaat als stabilisator nodig is. Ten gevolge van die
toevoaging is het vrijwel altijd mogelijk voldoende intensief
te gteriliseren. Een FD—waarde van 2,5 lijkt ook hier voldoende
te zijn. Bij het indampproces bestaat het gevaar voor groei en
sporulering van thermofiele sporevormende bacterign. Veoral bij
produktie voor warme landen moet hiertegen worden gewaakt en
het kan daarom nodig zijn te steriliseren tot een hogere Fo-
waarde dan 2,5. .

Het aanvankelijke aantal sporen van gencemde sporevormande
bacterién kan in het gesteriliseerde produkt vanzelf afnemen.
indien bijvoorbeeld blikjes gesteriliseerde koffiemelk waarin
nog levende sporen van B. stearcthermophilus var, calidolactis
voorkomen, worden opgeslagen bi) tewmperaturen die liggen onder '{
de minimumgroeiltemperatuur van deze sporevormer (37 O of lager},
dan valt waar te nemen dat het aantal sporen van B. stearother-
mophilus var. calideolactis afneemt naarmate de duur van opslay i
toeneemt. Het kan zelfs zo ver afnemen dat de blikjes bij late- 8
re incubatie bij 55 ©C niet meer bederven. '

Tabel 1 geeft een voorbeeld van een proef unitgevcerd met spo-

ren van B. stearothermophilus var., calidolactis die v&8r het

Tabel 1. Sporen van stam C953 van B. stearothermophilus var, calidolactis
per 1 koffiemelk die een sterilisatie van de koffiemelk hebben overleefd,
direct geteld en geteld bi] dezelfde temperaturen na verschillende bewaar-
tijden. Het aantal toegevoegde sporen voor de sterilisatie bedrceg 107 per
1 koffiemelk. De tellingen zijn uitgevoerd door verdunningen te maken in
lakmoesmelk, Bron: Galesloobt & Hassing (niet gepubliceerd).

Bewaarperiods Bewaartemperatuur %)
{(weken) 20 30 37

0 2600 2604 2600
1 210 30 20
4 40

8 10

165




I

steriliseren aan koffiemelk waren toegevoegd. De sterilisatie
had een Fo—waarde tugsen 2,5 en 5. Duideliijk blijkt het effect
van de bewaartijd en de bewaartemperatuur, Bij enting met ande-

re stammen van deze bacterie, maar ook onder praktische omstan-

digheden waarbi] sporen van thermofiele sporevormers vanuit de
indampapparatuur in het produkt zijn geraakt, wordt de hier be-
schreven afsterving na het steriliseren steeds waargenomen.
Voor dit verschijnsel is door Schmidt & Nank (1957) de term de-
activering gebruikt, maar uvitgesteld-afsterven zou een juistere

benaming zijn.
Melkpoeder

De melkpoederbereiding bestaat uit twee continu verlopende,

elkaar opeenvolgende processen. Het eerste, het indampen, vindt

{ onder vacuim plaats, waarbij na een voorverhitting van de melk
de temperatuur daalt naar 70 & 80 ¢, als de melk de indamp-
Rt installatie binnentreedt. Tijdens het indampproces daalt de

A temperatuur verder totdat de ingedikte melk bij 30 & 40 ¢ de
installatie verlaat. Het drogen zelf geschiedt tegenwoordig
door de ingedampte melk f£ijn te vernevelen in lucht van onge-
veer 180 “C. De hittebehandeling bij het indampen is zodanig,
dat van enige sporedoding nauwelijks sprake kan zijn. Bij het
-,jr drocgproces zelf blijft de temperatuur van de drogende vlcei-

‘ stof betrekkeliijk laag, waardoor evenmin doding van sporen oOp-
treedt. Vandaar dat het sporengehalte in het pceder als regel

overeenkomnt met dat van de uitgangsmelk, wanneer men rekening
houwdt met de concentratiefactor. Zou men het sporengehalte van
poeder om de een of andere reden willen verlagen, dan zou men
maatregelen mceten nemen om besmetting tijdens de melkwinning
te voorkomen. Een andere mocgelijkheid is cen intensivering van
de voorverhitting; indien men een kort-hoog-verhitting toepast,
zal het optreden van kooksmaak weinig petekenis hebben. Als men
poeder wil bereiden met een extra laag gehalte aan sporen van
B. cereus 1s een verhitting van enkele seconden cp 125 “¢
(stadhouders & Hup, 1976) voldoende om de concentratie van deze
sporen tot minder dan 1% van het corspronkeliijke aantal terug

te brengen.
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In principe zou er tijdens het indampproces een verhoging
van het sporenaantai kunnen coptreden, indien in enige fase van
deze bewerking de omstandigheden gunstig zouden zljn en lang ge-
noeg gehandhaafd zouden worden om sporulering van bepaalde scor-
ten mogelijk te maken. Dit is waarschijnlijk voor de meeste
sporevormers niet het geval; wel is dit verschijnsel bekend voor
de melksuikeromzettende varianten van thermofiele sporevormende
bacterién. Dit is vooral van belang in cmlocpverdampers, omdat
daar de spreiding van de verblijftijd groot is, maar ook in de
moderne valstroomverdampers vindt groei en sporulering plaats,
vooral indien de temperatuur tussen 55 en 75 °c ligt. Ock bij
indampen van andere produkten, bijvoorbeeld zcete wei, kunnen
thermofiele sporevormers naar voren komen. Tabel 2 laat zien
hoe ten gevolge van het indampproces het aantal sporen van deze
bacterie in het melkpoeder plotseling toeneemt. Hernieuwde rei-
niging van de indampinstallatie is dan noodzakelijk. Op zich is
de aanwezigheid wvan deze sporen in produkten weinig bezwaarlijk,
maar ze kunnen een probleem gaan vormen, indien poeders worden
gebruikt veoor de fabricage van gesteriliseerde produkten die
later aan vri] hoge bewaartemperaturen zullen worden bloot-

gesteld (bijvoorbeeld scepen).
Roeryoghurt

Yoghurt is een zuur produkt waarin geen groei van sporevormende

bacterién kan optreden. Bij de roeryoghurtbereiding wordt na het

Tabel 2. Toename van het aantal aérobe thermofiele sporevormers in melk-
poedar vercorzaakt door groel en sporulering tijdens het verloop van het
indampproces. Bron: Stadhouders & Hup (niet gepubliceerde gegevens).

Bemonsteringstijd Aantal thermofiele sporen en sporevormende
{aantal bedrijfs- bacterién per gram poeder

uren na in bedrijf-

stelling) totaal sporen
0,25 <10 <10
6 <10 <10
9 30 <10

12 160 140

15 3100 2200
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pasteuriseren van de melk (bijvoorbeeld gedurende 3 min bij een
temperatuur van 90 ©¢) deze tot 30 a 32 °¢ afgekoceld en slechts
zeer licht ge&nt, met 0,2 & 0,5 ml yoghurtcultuur per liter,

Bij deze temperatuur wordt de yoghurt ock gekweekt gedurende
circa 15 uur. Gedurende de eerste helft van deze periode, als

de pH nog nagenceg cnveranderd is, is uitgreoei mogelijk van spo-
ren van B. cereus die de verhitting hebben overleefd. Er kan
varvolgens een zanmerkelijke vermeerdering optreden, zelfs in
die mate dat de cellen van B. cereus 1in een gekleurd microsco-
plsch preparaat van dae gerede yoghurt gevonden kunnen worden. ‘
B. cereus 1s echter dan niet meer via esen telplaat aantoonbaar.
Er bestaan aanwijzingen dat deze groel een brijachtige struc-
tuur en een minder f£ijne smaak van de yoghurt tot gevolg heeft
(Galesloot & Hassing, 1973). B. cereus kan vooral een voorsprondg
op de yoghurtbacterién krijgen, indien men na het pasteuriseren
de melk enige tijd op de kweektemperatuur houdt alvorens te

enten.

Kaas

In kaas kunnen in principe alleen anaérobe sporen tot ontwikke-
ling komen omdat de redoxpotentiaal laag is {~100 tot =150 mV).
Doordat er nog verdere bheperkingen zijn, namelijk de vrij lage
pH en de afwezigheid van suikers, en er alleen lactaat is als
energiebron, kan van de sporevormende bacterién eigenliik alleen
¢. tyrobutyricum tot ontwikkeling komen. Deze bacterie zet door
melkzuurbacterién uit melksuiker (lactose) gevormd lactaat om
in boterzuur, koolzuurgas en waterstofgas. De sporen worden door
de kaasmelkpasteurisatie niet aangetast. Indien er sporen tot
uitgroei komen, gebeurt dit enige tijd na de bereiding. Ten ge-
volge van de gasvorming ontstaan er gaten of scheuren in de
kaas en men spreekt van het gebrek 'laat-los' of 'boterzuur-
gisting', Naast de term 'laat-los' wordt gebruik gemaakt wvan
de term 'vrgeg-los'; een gebrek dat direct na de bereiding van
kaas kan ontstaan, indien coli-achtige bacterién gas uit melk-
suiker maken op een moment dat dit laatste nog in de kaas aan-
wezig i=,

De gasvorming bij boterzuurgisting kan zich uiten in enkele
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niet zeer grote gaten tot zeer veel of zeer grote gaten en
scheuren, afhankelijk van de mate waarin de gisting optreedt.

De mate van gisting hangt samen met de hoeveelheld boterzuur

die gevermd wordt. Kenmerkend voor de boterzuurgisting is steeds
het aanwezig zijn van kolonién van ¢. tyrobutyricum in het zui-
vel (fig. 3), al zijn het er soms maar enkele per kaas. Deze ko-
loni&n zijn groengeel van kleur en hebben meestal een harde kern.
Hun deoorsnede varieert van enkele tienden van een milimeter, als
er veel aanwezlg zijn tet clrca een millimeter als er weinig
zijn. Als er op een zeker moment C. tyrobutyricum-gporen tot
uitgroei komen, hetgeen enige dagen tot enlige weken na de be-
reiding kan zijn, dan daalt eerst de redoxpotentiaal. Deze da-
ling wordt enige dagen later gevoelgd door de vorming van gas,

het ontstaan van koloﬁién en verhoging van het boterzuurgehalte. |
Omdat er uit twee molekulen melkzuur slechts een molekuul boter- |

zuur ontstaat en boterzuur een zwak zuur is, loopt de pH van de

Fig. 3. Kolonién van Clestridium tyrobutyricum in kaas waarin boterzuur-
gisting is opgetreden (ware groctte). Een aantal kolonién is met een pijl
aangegeven. Gasvorming vindt niet altijd onmiddelliijk naast de kolonie
plaats.
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kaas op, waardoor de pH in het centrum 0,3 hoger kan worden dan

aan de rand van de kaas.
C. tyrobutyricum is de belangrijkste lactaatvergistende

anaérobe sporevormende bacterie die in vele kaassoorten tot
uitgroei kan komen. In silage met een hoog vochtgehalte en een
niet te lage pH kunnen sporen van deze bacterie in aantallen
tot 10° g~! veoorkomen, maar ook in silage van goede kwaliteit

kunnen hoge aantallen gevonden worden, Het is nog onvoldoende

bekend hoe groei en sporulering van ¢. tyrobutyricum in silage
kan worden voorkomen. Het onderscheid tussen ¢. #tyrocbhutyricum
en C. butyricum is niet zeer scherp en nog onderwerp van dis-—

cussie. Ook laatstgencemde bacterie kan soms lactaat vergisten,

maar als C. tyrobutyricum zangemerkte stammen fermenteren een

B geringer aantal suikers dan ¢. butyricum, meestal slechts wei-
D nig meer dan glucose en fructose (Roux & Bergére, 1377). Gibson
' ! (1965) noemt nog enkele andere steeds opgaande verschillen.

C. butyricum is docrgaans lets zuur- en zoutgevoeliger. Het ge-
ringe wverschil tussen de twee bacteriescorten bemceilijkt het
vinden van een selectieve telmethode.

Ook al zijn sporen van €. tyrobutyricum in de kaasmelk aan~—
wezig, eventueel zelfs in grote aantallen, dan hoeft dit nog
niet te betekenen dat deze sporen tot ontwikkeling komen. Dit
hangt namelijk af van een combinatie van de volgende factoren:
sporengshalte, pH, nitraatconcentratie, zoutgehalte en bewaar-
temperatuur (Galesloot, 1264). Als in een hepaalde kaas &&n van
deze factoren zeer gunstig is voor het optreden van boterzuur-—
gisting, moet met een of meer van de andere geccmpenseerd wor-
den om die ontwikkeling tegen te gaan. Over de verschillende
factoren zal hier het een en ander worden gezegd.

- Sporengehalte van de melk. In Nederland bevat de melk meestal
tussen 100 en 10 000 sporen van ¢. tyrobutyricum per 1. Men kan
deze concentratie door een behandeling met de bactofuge met on-
geveer 98% verlagen, maar dit is convoldoende om van nitraat—
toevoeging bij de kaashereiding geheel te kunnen afzien, zeker
wanneexr kuilvoer gevoederd werdt. Docr melk met 500 mg waterstof-
peroxyde per 1 gedurende een half uur cop 54 °Cc te houden schijnt
een reductie van circa 90% van het aantal c¢lostridium-sporen

verkregen te kunnen worden {Naguib & Hussein, 1972), maar van het
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effect op de sporen van ¢. tyrobutyricum zijh geean betrouwbare
gegevens bekend. In ieder geval kan men deoor het toepassen van
een waterstofperoxyde-katalasebehandeling de kans op boterzuur-
gisting verkleinen; een behandeling die intengsief genoeg is om
nitraat geheel achterwege te kunnen laten, heeft nadelige ge-
volgen voor de structuur van kaas. Op de boerderij ligt de oor-
zaak van de besmetting met de sporen vrijwel altijd in het ge-
bruik van silage. Uit hetgeen in de inleiding van dit hoofdstuk
is gezegd valt af te leiden wat men ter beperking van de be-
smetting kan doen, maar ook dat er bij de normale melkwinning
niet gemakkelijk aan besmetting is te ontkomen. In Zwitserland
bijvoorbeeld is daarom in verschillende gebieden het gebruik

van silage niet teoegestaan.

- pH. In figuur 4 {(Galesloot, 1964) is de invloed van de pH op
het mcment dat de kaas 24 uur oud is cp de ontwikkeling wvan
boterzuurgisting in ongepekelde maar wel wvan nitraat voorziene
kaas weergegevern. Het optreden van boterzuurgisting werd gevolgd
door het verloop van de redoxpotentiaal te meten en het tijdstip
van beginnende gasvorming vast te stellen. Galesloot (1964)
geeft dergelijke figuren ook voor andere parameters, waarbij bij-

voorbeeld bij de curven wvan links naar rechts oplopende nitraat-

Enin mv
¢r
T = volumevergroting voor het eerst waargenocmen
_100 -
=200 \o »
VH 5,22 \ﬁs,le pH 5,10
-300 T .\"?—-—0 "‘——ro k“-r
=400 i H 1 | 1 i - L
5 I L} 11 13 15 17 19 21

ouderdom kazen in dagen
Fig. 4. Invloed wan de pi {op =een ouderdom van 24 uur) op het optreden
van boterzuurgisting in kaas, gemeten aan het verloop van de redoxpoten-
tiaal van ongepekelde bij kamervtemperatuur bewaarde kaas. De kazen waren
gemaakt wit melk die per liter 100 mg KNO, bevatte en waaraan circa 10
sporen van een stam van €. tyrobutyricum per ml waren toegevoegd.
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concentraties of toenemende concentraties van sporen van ¢. tyro-

butyricem vermeld staan. Takel 3 laat de invloed van de pH na

24 uyur zien op de mate van boterzuurgisting in gepekelde kaas.

- Het zoutgehalte van de kaas. Als in normale kaas snel een

! in het vocht bereikt zou ziin,

i zoutgehalte van circa 35 mg g
dan zou boterzuurgisting zonder toepassing van nitraat niet op-
treden. Hierdoor kan bij de bereiding wvan lunchkaasjes die een

gewicht van 0,5 kg hebben de hoeveelheid nitraat die wordt toe-

gevoegd aanmerkelijk worden gereduceerd. Bij Cheddar, waar het
zout aan de reeds verzuurde wrongel wordt toegevoegd, kombt boter-—
zuurgisting nauwelijks voor. Bij vele andere kaassoorten echter

iz toevoeging van nitraat onmisbaar. Tabel 3 laat zien hoe naast

de pH ook de pekelduur invloed heeft op het optreden van boter-

zourgisting.

- Nitraattoevoeging. Bij een toevoeging van NaNO3 aan kaasmelk
! van 150 mg 17! kan voldoende effect worden gesorteerd, indien
de omstandigheden niet al te ongunstig zijn. Bij een overigens
normale samenstelling van de kaas zou bij weglaten van nitraat

al bhoterzuurgisting kunnen optreden, indien de melk 10 sporen

Tabel 3., Invlced van pH en de pekelduur van Edammer Kaas van 2 kg op het
ontstaan van boterzuurgisting. De kazen waren gemaakt uit melk die per 1
100 mg KNO3 bevatte en waaraan circa 10 sporen van een stam van ¢. tyro-
butyricum per ml waren toegevoegd. Bewaartemperatuur van de kaas 18 7C,
Mate van boterzuurgisting: 0, geen gisting; 10, zeer sterke gisting.

Proef pH van de 24 h Pekelduur Zoutgaehalte Mate van boterzuur-
oude kaas (h) mg per g gisting
droge stof)

BG 50 5,10 43 26 2
5,10 64 30 1
5,10 72 37 o
5,16 48 26 3
5,16 €4 30 2
5,16 72 37 i
5,22 48 26 10
5,22 64 30 5
5,22 72 17 4
BG 62 5,06 24 18 0
5,20 24 18 4
5,20 a8 26 3
5,20 72 35 2
5,20 96 42 1
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van €. tyrobutyricum per 1 bevat.

Nitraat op zich heeft geen invlced cp de boterzuurgisting.
Tijdens de rijplng van de kaas wordt het aanvankelijk wvooral
door melkzuurbacterid&n langzaam, maar later soms ook door an-
dere bacterién en dan meest sneller, omgezet in nitriet. Dit
nitriet wordt vocr een deel weer chemisch en/of bacterieel om-—
gezet; het overige deel van het nltriet lijkt in zeer lage con-
centraties van circa 1 ng kg~™! in conmbinatie met of bevorderd
door het enzym xanthine-oxidase remmend te werken op de ont-
kieming van C. tyrohutyricum. Door middel van sommige bacterién
kan nitraat te snel via nitriet verder worden omgezet en dus
onwerkzaam worden; onder andere door coli-achtige bacterién die
zich eigenlijk alleen gedurende de eerste dag na de kaasberei-
ding kunnen ontwikkelen, als er nog melksuiker aanwezig is. Ook
sommige Lactobacillus-goorten kunnen het nitraat te snel omzet-
ten indien ze zich gedurende de eerste weken na de bereiding
voldoende ontwikkelen., In deze gevallen kan er op zeker moment
cnvoldoende nitriet over zijn om ontkieming van de sporsn van
C. tyrobutyricum tegen te kunnen Jaan (Nieuwenhof, 1977). Na
een bepaalde tijd is nitriet niet meer nodig, omdat het zout
de remmende rol overneemt, Het duurt echter enkele dagen tot
een aantal weken, afhankelijk wvan de grootte van de kaas, voor-
dat het zout in voldoende hoge concentratie tot in het centrum
van de kaas is doorgedrongen.

- Bewaartemperatuur. Bij bewaring van kaas onder 10 CC treedt
geen boterzuurgisting op; bij een normale bewaartemperatuur van
15 °C moet men echter met die mogelijkheid rekening houden. Bij
ongekoelde bewaring is het gevaar veel groter (niet—gekoelde
pakhuizen).

Er zijn cnderzoekingen verricht om na te gaan of andere stof-
fen nitraat kunnen vervangen. Lysozyme of eiwit van kippeeieren
en nisine bleken alternatieven. Proeven van Wasserfall (1976)
tocnden aan dat boterzuurgisting in veel gevallen zal kunnen
worden tegengegaan indien per ml kaasmelk 550 Eenheden lysczyme
worden toegevoegd als zuiver enzym of in de vorm van een toe-
voeging van kippeeiwit, terwijl goede kaas kan worden verkregen.
Deze behandeling is echter kostprijsverhogend.

Nisine kan worden toegepast in een concentratie van circa
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15 Reading Eenheden per ml kaasmelk, waardoor de kaas circa

50 Reading Eenheden per gram zal bevatten. Hierdoor kan hoter~
zuurgisting worden voorkomen {(Lipinska et al., 1975), waar-
schiinlidk alleen indien andere factoren niet te gunstig zijn
voor boterzuurgisting en nisine niet door andere bacterién
wordt afgebroken. Het ligt misschien eerder wvoor de hand bij de
bereiding gebruik te maken van een nisinevormend zuursel, alleen
of in cowmbinatie met een ander nisine-yvesistent zuursel, Een
niginevormend zuursel is steeds een reincultuur en men moet bij
het gebruik ervan maatregelen nemen om besmetting met bacterio-
fagen te voDrkoﬁen. Kaas bereid met uitsiuitend nisinevormend
zuursel kan worden toegepast als grondstof voor nisinebevatten-
de smeltkaas, meestal geschiedt dit in combinatie met andere
kaas, omdat het nisinegehalte in de smeltkaas lagey kan zijn
dan dat van met nisinevormend zuursel gemaakie kaas meestal is.
Bij de bereiding van nisinehoudende kaas is pasteurisatie van
de kaasmelk noodzakellJk. Men moet tevens meer dan de gebruike-
lijke hygiéne betrachten bij het kaasmaken. Dit is nodig ten-
einde besmetting te voorkomen met melkzuurbacterién die in staat
ziJin in de kaas te groeien en nigine af te breken (Galesloot,
1956b) .

Zoals reeds eerder in deze paragraaf is cpgemerkt is nog geen
voldoende selectieve methode geyonden om C. tyrobutyricum te
tellen. In veel gevallen kan men gebruik maken van esen methode
waarbij men speren van zogenaamde lactaatvergistende clostridia
telt, waarkii men mogeliijk een deel van de sporen van ¢. butyri-
cum meetelt. Maar Juist in monsters waarin ¢. tyrobutyricum in
overmaat voorkomt, zoals in kuilvoer en mest, en melk van koeien
die met kuilvoer dgevoederd worden, is dat meestal geen bezwaar
en voldoet deze methode goed. Er wordt gebruik gemaakt van melk
wazraan 5 mg glucose per ml is toegevoegd en waarvan de pH door
toevoeging van 2 mg melkzuur per mi tot 5,5 is verlaagd tenein-
de de grecei van andere Clostridium-~scorten dan de twee hier ge-
noende tegen te gaan. Na enten met hoeveelheden van het te on-
derzoeken monster of verdunningen ervan wordt werhit tot 765 &

80 “C. Gebruik wvan paraffine zorgt voér anaérobe afsluiting. Na

bebroeden wordt nagegaan of zich duidelijk gas hecft ontwikkeld
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en of bij aanzuren met zwavelzuur een boterzuurgisting wordt waar-
genomen (Pette & Sjollema, 1651; FNZ, 1962). Bij de proefl van
Weinzirl, die in buitenlandse literatuur vaak wordt vermeld en
waarbij geen aanzuring plaats vindt, telt men ook sporen van
andere ana&robe boterzuur- en rottingsbacteri&n mee, terwijl

C. tyrobutyricum door het afwezig zijn van een vergistbare
energiebron vaak aan de waarneming zal ontsnappen. Er zijn voor
het tellen van lactaatvergistende boterzuurbacterién ook andere
meer verfijnde media beschreven waarin alleen lactaat als ecner-
giebron gebruikt wordt. Men voegt vaak circa 5 myg acetaat per
nl tce; deze stof doet dienst als waterstofacceptor bij

de fermentatie van lactaat. De literatuur aangaande de eigen-
schappen van ¢. tyrobutyricum in relatie tot andere boterzuur-

bacterién is recent besproken door Bergére & Hermier (1970).
e
Smeltkaas

Hetgeen in deze paragraaf over smeltkaas wordt uiteengezet is
hoofdzakelijk afkemstig uit werk van Galesloot (1975). In nor-
maal bereide smeltkaas zijn de omstandigheden voor de ontwikke-
ling van anaérobe sporevormers gunstiger dan in kaas, omdat
doorgaans de pH en het vochtgshalte hoger zijn en ten gevolge
van het laatste het zoutgehalte lager. Toch is als regel ont-
wikkeling wvan niet meer dan drie soorten mogelijk, namelijk
Clogtridium tyrobutyricum, . sporogenes en ¢, tetanormorphum
{Galeslcot, 1961}, In de literatuur uit andere landen worden
nog wel enkele andere Clostridium-soorten als bederfvercorzakers
genoemd {Hobrecht, 1975).

Toch is smeltkaas vooral ten gevolge van de nog tamelijk lage

pH en het nog vrij hoge gehalte aan keukenzout en 20 & 30 mg
smeltzouten per gram waarvan polyfosfaten nog een extra remming
van de bacteriegroeil geven, geen gunstig medium vocor de sporen
die zich hierin nog wel kunnen ontwikkelen. Vandaar dat van de
sporen van de socorten die zich in smeltkaas zouden kunnenh ont-
wikkelen slechts een klein gedeelte tot ontwikkeling komt,

De duurzaamheid van halfconserven, zcals smeltkaas, wordt
eigenlijk bepaald door de lengte van de periode in welke de sporean

nog niet ontkiemen. Fenmaal ontkiemd groeit een spore vrij snel
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{in enkele dagen) uit tot een kolonie. De groeisnelheid na het
ontkiemen zal slechts in geringe mate afhangen van de remmende
eigenschappen van het produkt. Figuur 5 laat een en ander sche-
matisch zien. De duur van de dormancy die voorafgaat aan de ont-
kieming, wordt sterk bepaald dcoor de produkteigenschappen en
daarnaast, doch in veel mindere mate, door het aantal sporen
dat aanwezig is. De bewaartemperatuur heeft een grote invlced.
In smeltkaas waarvan de groelremmende eigenschappen voor
wat betreft de sporevormende bacterién gering zijn, treedt
uiteraard snel bederf op. In zulke gevallen bederven alle ver—
pakkingseenhedeﬁ nagenoeg gelijk en worden er in de kaas veel
kolonién gevormd. Dit beeld verandert als de produkteigenschap-
pen veoor de bacteriegroei ongunstiger worden. Dan worden er per

eenheld slechts een of enkele koloni&n gevormd en het aantal

Logarithme

aantal )
bacterign duurzaamheid 3

duurzaamheid 2

i -

duurzaamheid 1

I/

— Bewaartijd

Toenemen groeiremmeqde Afnemen aantal sporen
Smelikaas eigenschappen product dat ontkiemt

Fig. 5. Schematische weergave van het verband tussen duurzaamheid wvan
smeltkaas, de rustpericde van sporen en snelheid van bacteriegroel na
ontkieming van de sporen.
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eenheden dat bederft neemt langzaam toe met de bewaartijd. Als
de produkteigenschappen voor de bacteriegroei nog ongunstiger
worden dan duurt het uiteraard nog langer voor het bederf be-
gint en dan verloopt ook het voortschrijden van het bederf tra-
ger. Bij nog ongunstiger produkteigenschappen ontstaat de situa-
tie dat in lang niet alle eenheden meer ecen spore aanwezig is
die, ock bij zeer lange bewaring, kan ontkiemen. Tenslotte kan
het produkt zo zijn dat geen enkele eenheid zal bederven, ook
niet bij een hoge bewaartemperatuur.

De produkteigenschappen bepalen echter niet alleen snelheid
en omvang (deel van een partij) wvan het bederf maar cok in zeke-
re mate wdlke sporevormende bacterie naar voren komt. ¢. tyro-
butyricum is het best bestand tegen een lagere pH. ¢. tetanomor-
phum komt relatief het sterkst naar voren in kazen met een lage
wateractiviteit. ¢. sporogenes heeft voor ziijn ontéikkeling een
hoge wateractiviteit en een hoge pH nodig. Daar staat tedenover
dat deze bacterie het best bestand is tegen polyfosfaat en even-
tueel toegevoegde nisine. Bewaring bi] niet al te hoge tempera-
turen {lager dan 30 ?C) doet c. tyrobutyricum Sterker naar voren
komen; temperaturen tussen 30 en 40 ¢ bevorderen beide andere

soorten.

Indien de temperatuur bij het smeltproces niet hoger is dan voor
het smeltproces op zich nodig is, worden nauwelijks sporen gedood.
Door echter de smelt extra te verhitten kan men sporen doden,
maai, hetgeen ook belangrijk is, ze een zodanige hittebescha-
diging geven dat deze een aanvulling kan vormen op de produktie-
eigenschappen. Om dezelfde reden kan men naverhitting in de ver-
pakking toepassen, waarblj men ook nog een invloed kan uitocefe-
nen op gporen die bij het vullen in het produkt geraken. Het
effect op geur en smaak van smeltkaas is zodanig dat men er
naar moet streven de intensiteit te minimaliseren. Hel meest
effectief en het minst nadelig voor de smaak is een verhitting
van de smelt in doorstroming gedurende bijvoorbeeld 1 min op een
temperatuur van circa 110 ©Cc. Er is ook apparatuur ontwikkeld
voor UHT-sterilisatie van de smelt tot 140 ©C (Mann, 1974, 1975},
Naverhitting wvan in blik verpakte smeltkaas wordt wel toege-

past, indien het produkt aan een hoge bewaartemperatuur geduren-
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de lange tijd zou kunnen worden blootgesteld, een eis die soms
wordt gesteld voor smeltkaas bestemd veoor militaire voorraden,
Er behoeft weliswaar geen sterilisatie plaats te vinden, maar
de sporen meoeten een zodanige verhitting ondergaan dat er geen
ontkieming bij de gegeven produktomstandigheden plaats kan vin-
den. Een verhitting waarblj een tenperatuvwr van clrea 105 C¢

in de kern van de smeltkaas wordt bereikt is meestal veldeende.
Bij het toepassen van deze naverhitting dient men ercp te letten
dat de vereiste temperatuur in de kern van alle blikken wordt
bereikt en het kan daartce nodig zijn de eerst afgevulde blikken
zodanig te bewaten, bijvoorbeeld in water met ean temperatuur
gelijk aan de afvultemperatuur, dat alle blikken met =zen gelijke
temperatuur in de autoclaaf gaan.

-Voor enijdbare smeltkaas geeft tabel 4 enkele combinaties wvan
produkteigenschappen en verhittingstemperaturen die onbeperkte
houdbaarheid cok bij bewaring onder tropische omstandigheden op-
leveren. Voor een lokale markt kunnen minder hoge eisen gehan-
teerd worden. De wetenschap dat de smeltkaas, vermeld in tabel 4
houdbaar is, berust op proefcndervindeliijke ervaring die is op-
gedaan met langdurige bewaarproeven. Fen andere methode is er
eigenlijk niet en dat komt doordat men de bederfverocrzakende
sporevormers niet anders versneld kan activeren dan door de be-
waartemperatuur tot 30 & 37 O¢ op te voearen. Men kan niet zijn
toevlucht nemen tot overenten in een voedingsmedium met gunsti-
ger eigenschappen, maar dient de sporen in hun milieu te houden,
omdat juist dit bepaalt welke en hoeveel sporen er tot ontwikke-
ling kunnen komen.

Er kunnen ook minder houdbare smeltkaasconserven dan de hier
beschrevene worden bereid. Zo is smeerbare smeltkaas door ziin
hogere vochtgchalte en hogere pH in principe minder houdbaar
dan snijdbare. Hobrecht (1975} spreekt cover smeltkaas in tubes
die een pH van 5,8 tot 6,1 bezit. Behalve dat de smelt geduren-
de 1 min op 108 °C wordt verhit, vindt nog een naverhitting op
117 °C gedurende 3,5 min plaats.

Bij het bereiden van smeltkaas wordt soms hog enig melk- of
welpoeder toegevoegd. Over het effect van deze toevoeging op
aard en snelheid van bederf is weinig bekend. Toevcegingen van

plantaardig materiaal kunnen een enigszins nadelige invlced op
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de houdbaarheid van smeltkaas hebben, ook al zouden deze toe-
voegingen steriel zijn. Pulay (1974} maakte aannemelijk dat de
oorzaak kan liggen in de in toevoegingen aanwezige suikers.

Een voorwaarde voor hetgeen hierveoor 1s gezegd, is dat de
smeltkaas verpakt wordt in een goced gesloten, voor zuurstof on-
doorlaatbare verpakking. De gesmolten kaas mcocet heet in de ver-
rpakking gebracht worden, zodat eventuele besmetting met niet-
sporevormende bacterién die anagroob in de kaas zouden kunnen
groceien, zcals sommige Lactobacillus- en Pediccoccus-soorten
en Vertegenwoordigers van de familie Micrococcaceae, wordt te-

niet gedaan.

Men kan in smeltkaas en in de grondstofifen sporen van gas-—
vormende ana&robe sporevormende bacteri®n tellen. Hiervoor zijn
methoden beschreven. Men kan, al of niet na suspenderen van het
produkt, hoeveelheden smelikass van 1 gram en minder brengen in
gen glucose bevattend vlceibaar groeimedium veoorzien van een
Durhambuisje. Het Reinforced Clostridial Medium van Hirsch &
Crinsted (1954) is hiervoor geschikt. Na anaéroob afslulten en
bebroeding bij 37 °C becordeelt men op duidelijk waarneembare
gasvorming. Indien men meervoudige hoeveelbeden bebroedt, kan
men het 'most probable number' vaststellen. De uitslag moet ech-
ter beocordeeld worden in samenhang met de samenstelling (produkt-
eigenschappen) en de toegepaste verhitting van de smeltkaas.

De aanwezigheid van vrij veel sporen in smeltkaas 1 en 2 uit
tabel 4, bijvoorbeeld 20 per gram kaas, is nauwellijks van be-
lang; een aantal van 5 per gram in kaas 4 en 5 zou echter be-
tekenen dat de kaas een slechte houdbaarheid heeft, omdat de
houdbaarheid bij smeltkaas 4 on 5 meer berust op het verlaagde

aantal sporen dan op ongunstige produkteigenschappen.
SPORULERING TEN GEVOLGE VAN FABRICAGEPROCESSEN OF TN PRODURTEN

Een aantal proces- of produktomstandigheden waarbij groei en/of
sporulering van sporevormende bacterién kan optreden zijn receds
aan de orde gekomen bij de bespreking van gesteriliseerxde melk,
gegvaporeerde melk, melkpoeder, voghurt en kaas. De vorming van

sporen in produkten kan ook consequenties hebben voor andere
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produkten die daaruit weer bereid worden. Zo moet kaas, welke
boterzuurgisting vertoont ongeschikt worden geacht voor de he-
reiding van smeltkaas omdat de gevormde kolonién van C. tyrobu-
tyricum vaak veel sporen bhevatten.

Een nog ongenoemd verschijnsel is dat B. cereus in appara-
tuar speoren kan vormen. Donevan {(1959) en later ook Lahots =t al.
(1965) vonden soms hoge aantallen sporen van B. cereus in min-
der deoelmatig gereinigde melkbussen. De aantallen konden zodanig
hoog zijn dat de melk per ml met 25 sporen kon worden besmet.
B. ceresus kan tijdens rustperioden in apparatuur gaan groeien
en sporuleren. Zo kan een platenpasteur aanleiding geven tct
@en besmetting van 10 sporen per ml melk. Als deze besmetting
optreedt, 1s deze het grootst na ecen rustperiode van enkele da-
gen en kan door dagelijks gebruik en reiniging weer afnemen.
Kennelijk vormen moailijk bereikbare plaatsen, missc%ien sple-
ten in of bij pakkingen, een reserveir voor deze gporen. Het is
bekend dat de meeste aerobe sporevormende bacterién, ook B. ce-
reus, moellijk of niet tot sporulering komen in melk. Donovan
{1959) nam waar dat B. cereus gced sporen vormde in een mengsel
van &&n deel melk op 50 delen water en dat een goede luchttoe-
treding daarbij bevorderend werkte. Aan deze voorwaarden zal in
apparatuur plaatselijk worden voldaan, daar waar de reiniging

door aanwezigheld van moeilijk berelkbare plaatsen onvoldoende

is geweest. Door een pasteur gedurende rustperioden met de ge-
bruikte reinigingscplossing te laten staan wordt sporulering
voorkomen,

Volgens Pette & Sjollema (1951) zouden ¢. tyrobutyricum-
sporen gevormd kunnen worden in anagrobe resten van melkproduk-—
ten in ondeugdelijk gereedschap. Ook in buitenlandse literatuur

wordt een dergelijke gedachte wel geopperd. Cijfers die deze
beweringen staven, worden echter niet gegeven.

In het voorgaande zijn slechts bekende voorbeelden behandeld.
Het moet niet ultgesloten worden geacht dat er ook andere situa-
ties zijn waarcnder bepaalde adrobe of anaérobe sperevormers tot
groei en sporulering zcuden kunnen komen. Men dient hierop be-

dacht te zijn.
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HBET AANTONEN VAN SPOREVORMENDE BACTERIEN EN DE STERILITEITS-
CONTROLE VAN GESTERILISEERDE OF GEAPPERTISEERDE ZUIVELPRODUKTEN

Om aan te tonen of bederf van zuivelprodukten door sporevormen—
de bacterién heeft plaatsgehad en om de veroorzaker van het be-
derf te isoleren, zij verwezen naar de bijdrage van Michels:
'Het bepalen van sporevormende bacterién in voedingsmiddelen'.

Wat betreft de steriliteitscontrole van gesteriliseerde melk
heeft Galesloot {1959} aangetcond dat een bebroeding van het ge-
gsteriliseerde produkt gedurende 5 dagen bij 30 ©¢ redler is dan
een bebroeding van 3 dagen bij 37 OC, tenminste indien men produ-
ceert voor markten voor landen met een klimaat als in Nederland.
Bij bebroeding bij 37 °C zou men facultatief thermofiele. spore-
vormers mede bepalen, maar bederf door deze speelt in dit kli-
maat geen rol. Niet-steriliteit van in de verpakking gesterili-
seerde melk en melkprodukten wordt meestal vercorzaakt doox
sporevormers die de sterilisatie hebben overleefd, al komt lek-
kagebederf door niet-sporevormende bacterién voor. Bij UHT-
gesterilisecerde en aseptisch verpakte meik en melkprodukten
komt bederf door niet-sporevormers naar verhouding frequenter
voor,. Voor de steriliteltscontrele van deze produkten is bebroe-
ding van het produkt bij 30 ©C het meest op zijn plaats, al on-
derkent men daarmee hiet alle eventuele schimwel- en gistinfec-
ties. Bij UHT-produkten is het rnoodzakelijk per parti] honderd
tot enkele honderden eenheden te onderzoeken, Uit oogpunt van
werkbesparing iz het praktischer van het bebroede produkt een
kleine hoeveelheid van 0,01 & 0,001 ml op een voedingsbodem af
te strijken en deze dan weer bij 30 °C te bebroeden, dan een
teiplaat te maken van het bebroede procdukt. Langeveld et al.
{1976) toonden aan dat deze afstrijkmethode aanmerkelijk be-
trouwbaarder is dan een heoordeling op‘visueel of organolep-
tisch waarneembare veranderingen.

Het is nog een open vraag of bij UHT-behandelde produkten
in sommige gevallen zou moeten worden gecontroleerd op aanwezig-
heid wvan ana&roob bederf., Soms wordt namelijk na de UHT-behande-
ling het produkt gekosld via een vacuiimkoeler, waarna het kan
worden verpakt in een voor gas ondcorlaatbare verpakking zonder
kopruimte. Betreft het dan ook nog een produkt dat een zeker
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zuurstofopnemend vermogen vertoont, zoals cacachoudende produk-
ten, dan moet groel van anaérobe bacterién, indien aanwezlg,
mogelijk worden geacht. Bederf wan in een verpakking met kop-
ruimte verpakte UHT-behandelde chocclademelk door een anaérobe
sporevormende bacterie is door Langeveld al eens waargencmen.
Voor controle van de steriliteit van andere zuivelprodukten
die geen intrinsieke remmende factoren hebben, zoals koffiemelk
en vla, geldt hetzelfde als hierboven is gesteld. Anders ligt
het bij het vaststellen of halfconserven met ingebouwde remmen-
de factoren, zoals smeltkaas, voldoende geappertiseerd of vol-
doende houdbaar zijin. Een benadering van een dergelijk produkt

is aan de orde gekomen in de paragraaf over smeltkaas (p. 175).
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Sporevormende bacterién in tuinbouwproddkten

E. Steinbuch, Sprenger Instituut, Wageningen

INLEIDING

Groenten en fruit zijn reeds bij de oogst besmet met grote
aantallen en verschillende soorten micro-organismen. De mate
en de scort van besmetting hangt nauw samen met de produktie-
methoden van landbouwgewassen, namelijk in, op of boven de
grond. Besmetting met bodemorganismen, waartoe verscheidene
gporevormende bacterién gerekend worden, vindt veornamelijk
plaats bij produkten, die met grenddelen in aanraking komen,
zoals bol-, knol-, wortel- en laaggroeiende gewassen. Daar-
entegen komen op aan hocgstam groeiende vruchten andere orga-
nismen voor, zoals schimmelsporen.

In het algemeen zijn sporevormende bacteri&n nauwelijks van
betekenis bij de houdbaarheid van verse groenten en fruit. De
weinig optimale vermeerderingscmstandigheden voor deze organis-
men zoals het milieu en de lage stlagtemperaturen, spelen
hierkbij een overwegende rol. Een uitzendering hierop is de
waarneming van Assnani et al. (1971): zij constateerden dat de
sponsachtige structuur van mangovriuchten veroorzaakt wordt door
verschillende Bacillus scorten, zoals B. cereus, B, subtilis,
B. macerans en B. megaterium.

De geaardheid van de groentescort bepaalt welke oogst- en
voorbewerkingsmethoden toegepast moeten worden om het eind-
produkt in de gewenste vorm te hrendgen. De verwerkingslijnen
van een viertal groenten zoals schematisch aangegeven in figuur
tonen dit duidelijk aan.

Bij de industriéle verwerking wvan groenten dient men er reke-
ning mee te houden dat de machinale ocgstmethoden bijdragen tot
eeh sterke verontreiniging van het aangevoerde verse produkt
met grondresten en andere vreemde bestanddelen. Bovendien tre-

den bij machinaal geocogste groenten kneuzingen en beschadigingen
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Fig. 1. De schematische wverwerkingslijn van enkele groenten in blik (en
glas).

Produkt
doperwten sperzie- spinazie wortelen
tuinbonen bonen
Mechanisch oogsten maaien en plukken maaien rooien
dorsen
Eventueel opslag enige uren enige dagen enige uren enige dagen
{koeling)
Wassen X X X hd
Schillen X
Sorteren X X X
Blancheren £ X X X
Koelen X g X
Wolven X .
Afvullen X b4 p:4 b4
Slyiten X X X X
Sterilisersn X X X X
Foelen p4 X X X
Cpslayg X X X X

op waarbij celvocht vrijkomt; vooral bi] hogere temperaturen
kunnen micro-organismen, waaronder sporevormende bacterién,
zich dan snel ontwikkelen. Dergelijke verschijnselen doen zich
voornamelijk voor in gedorste doperwten en in ladingen gemaaide
spinazie en andere bladgroenten.

Het grote aanta) besmettende organismen bi) knol- en wortel-
gewasgen wordt tijdens de voorbewerking in belangrijke mate
teruggebracht. Industriéle schilmethoden met loog of stoom wor-
den toegepast voor een afdoende verwijdering van de opperhuid
en de daarop nog aanwezige grondresten; dergelijke behandelin-
gen kunnen bovendien bijdragen tot het doden van micro-organis-—
men.,

De snelheid van het verwerkingsproces, met name in relatie
tot de daarbij heersende temperaturen, ig belangrijk in verband
met de vermeerderingsmogelijkheden van sporevormende bactarién.
Na het stoomschillen, loogschillen en het blancheren kunnen de
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groei-omgtandigheden voor sporevormende bacterieén bijzonder gun-
etig zijn., Indien als gevolg van stagnatie in de verwerkings-
lijn een hogere temperatuur gedurende enige tijd gehandhaafd
blijft, kan door een snelle vermenigvuldiging van deze organis-—
men zowel voor als na het sterilisatie- of pasteurisatieproces
bederf ontstaan.

De geaardheid van groenten en fruit maakt de toepassing van
geavanceerde sterilisatieprocessen, zoals bi]j melk, niet mcge-
1ijk. Conventionele hittebehandelingen die ncodzakelijk zijn
voor het vernietligen van thermoresistente bacteriesporen, beln-
vlceden de kwaliteit van het eindprodukt in belangrijke mate.
Methoden die ertoe kunnen bijdragen dat de sterilisatieomstan-
digheden gematigd zijn, bijvoorbeeld het gebruik wvan conserveer-
middelen, zoals sulfiet {in het verleden bij gesteriliseerde
bloemkool toegepast) en nitraat (zoals bij vleeswaren), zijn
niet toegestaan. Bestraling en de toevoeging van antibiotica

vinden (nég) geen praktische toepassing.

FACTOREN DIE DE INITIELE BACTERIESPORENBESMETTING IN GROENTE-
EN FRUITPRODUKTEN BEPALEN

Grondstof en wasprocesg

Het gehalte aan bacteriZn in de grond bedraagt ongeveer 10%-10°

g '; hierbid inbegrepen is het gehalte bacteriesporen (10%-107

g_l). Uit deze cijfers blijkt duidelijk hoe belangrijk het is
de te steriliseren of te pasteuriseren grcente- en fruitproduk-
ten vooraf intensief schocn te maken en te wassen. Doyle et al.
(1958) hebben vastgesteld dat er een duidelijk verband bestaat
tussen de verontreiniging van tomaten met gronddelen en het
aantal sporen van het 'flat-sour'-type in het gebruikte was-
water. De term 'flat scur' heeft betrekking op de aard van het
bederf dat deze organismen in groente- en fruitconserven kunnen
verocrzaken en dat hoofdzakelijk gekenmerkt wordt dcor zuur-
vorming zonder gasproduktie. Het is daarom belangrijk dat er
een voldeende aanvoer is van vers water voor het wassen van de
produkten en veoor de verversing van het waswater, teneinde de

concentratie van bacteriesporen zo laag mogelijk te houden.
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Ock wvoor het tegengaan van de ontwikkeling van Clostridium
pasteurlianum Op tomaten hebben Bowen et al. (1%54a) gewezen op
de grote betekenis van een efficiént wasproces.

Uit onderzeek naar de invlioed van het wassen op het kiem-
getal van bladgroenten en doperwten blijkt dat de initidle in-
fectie van deze produkten door een wasproces slechts met een
factor 3 & 20 kan verminderen (tabel 1) . Het effect van het
wassen op het kiemgetal komt overigens overeen met de invlioed
ervan op de sporenconcentratie. Mercer et al. (1958) wijzen op
de resultaten van een onderzoek bij tomaten door de National
Canners Agsociation (NCA)] in de Verenigde Staten waaruit duide-
lijk blijkt dat de mate van verontreiniging van het waswater in
verband staat met de mate van besmetting met bacteriesporen.

De cijfers uit tabel 2 tonen aan dat door een cnveldpende ver~
versing van het waswater het produkt na het wassen bacterioclo-

gisch meer verontreinigd is dan daarvoor.

Tabel 1. Effect van het wassen op het kiemgetal van
enige groenten. Bron: Steinbuch (1974a).

()
Groente Kiemgetal (aantal x 107}

vocy het wassen na het wassen

Gesneden 33 2
andijvie

Dopearwten 180 30
Spinazie 26 7

Tabel 2. Bacteriesporenconcentraties op tomaten vwddr en na dompeling
in waswater met een toenemende verontreiniging, Breon: Mercer et al.
(1958},

Concentratie Aantal sporen van het type boterzuurvormende
dregestof in hacterién per kg tomaten

hat wg?water

(mg 1 ) voor het wassen  na het wassen  verschil (%)
1,329 363 51 -86

1,769 242 33 -86

2,795 95 167 75

3,215 242 359 48

4,220 365 805 120
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Knock (1954) heeft gevonden dat het kiemverlagend effect
van een industrieel wasproces bij sterk met 'flat sour'-crganis-
men besmette doperwten teleurstellend is; het =2antal 'flat sour'-
sporen daalt daarbij slechts van 673 tot 266 per 300 gram dop-
erwten. Hieruit blijkt zeer duidelijk dat doperwten na het dor-

sen zeer snel verder verwerkt moeten worden, teneinde groei wvan

'flat sours' te voorkomen en bederf in het eindprodukt te beper-

i ken.

Bii een produkt zoals asperges dient het wassen met nauwge-
zetheid plaats te vinden. Mercer et al. (1960) wijzen erop dat
bij het uitgroeien van de aspergestengels door de bodem grond-
resten achter de schubjes blijven zitten die moeilijk zijn te
verwijderen.

Bij ongewassen verse groenten dient men er terdege mee reke-

ning te houden, dat in de daarcp aanwezige grondresten spore-

vormende bacterién aanwezig zijn. Zo is in de Verenigde Staten

gebleken dat champignons besmet kunnen zijn met Clostridium

botulinum. Vcorzover verse champignons in plastic zakjes ver-
pakt worden, adviseren Suglyama & Yang (1975) verpakkings-

materialen toe te passen die een zodanige zuurstofevenwichts-—
concentratie opleveren dat contkieming en groei van Clostridium

botulinum is uitgesloten.
Blancheren

Blancheurs spelen een belangrijke rol bilij de besmetting
van het produkt met thermofiele bacteriesporen. Hoogzand (1969)
wijst erop dat temperaturen van 95 - 100 °c te laag zijn voor
de vernietiging ervan en dat tijdens het blancheren het aantal
thermoresistente bacteriesporen vrijwel gelijk blijft. Een ge-
vaarlijk verschijnsel echter is de mqgelijke toeneming van het
aantal thermofiele bacteriesporen in de blancheur.

Tijdens het blancheren van groenten blijven oplosbare be-
standdelen, zoals suikers en zouten, in de apparatuur achter:

ze vormen een uitstekende veoedingsbodem voor Bacillus stearo-

thermophilus. Thermofiele organismen kunnen zich ontwikkelen
aan de binnenzijde van continu werkende blancheurs hoven
het waterniveau, voornamelijk indien koude lucht kan toetreden
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en ter plaatse temperaturen van 50 - 60 °C heersen. Deze tempe-
raturen zijn optimaal voor de ontwlkkeling van thermofiele
'flat sour'-organismen en kunnen de mate van besmetting wvan het
geblancheerde produkt enorm verhogen (Hoogzand, 19689).

Hoogzand (1%69) geeft vervolgeng aan dat cen toename van
thermofiele bacteriesporen in de blancheur wordt voor-—
komen, indien alle onderdelen voldoende verhit blijven, bij-
voorbeeld door stcominspuiting in de luchtruimte. Bovendien
dienE de terugvloeiende gecondenseerde waterdamp uit de afvoer-
pijp niet in het blancheerwater terecht te komen. Zowel vody
als na het blancheren dienen de groenten besproeid te worden
met water van een uitstekende kwaliteit, bijvoorbesld in een
staaftrommelwasseyr, teneinde nabesmetting van het geblancheer-

de produkt uit te sluiten. 4

Het vermalen (wolven} van bladgroenten

Een complicatie kan optreden bij de verwerking van nitraatrijke
groenten tot een puree, zoals gpinazie. Drexler (1965%) heeft
aangetoond dat bepaalde adrche gporevormers nitraatreductie in
spinazie veroorzaken. Bij het klancheren worden de vegetatieve
organismen in de grondstof weliswsar gedood, maar de sporen die
de warmtebehandeling overleven, kunnen zich optimaal ontwikke-
len, wanneer de temperatuur van de geblancheerde spinazie daalt.
De vers aangeveoerde spinazie weordt als gevolg daarvan bovendien
continu geinfecteerd. De reductie wvan NO3 tot Noz en verder tot
NG kan zich nog voortzetten tijdens de cpwarmfase van de blik-
ken in de autoclaaf, Afhankeliijk van de mate wvan NO/NOZ—gas—
vorming zal enig vacuumverlies of zelfs bombage van de blikken
ontstaan gepaard gaande met bruine verkleuring wan het produkt.
Aangezien deze bactevie-ontwikkeling blj temperaturen van
30-50 “c optimaal is, heeft men geconcludeerd dat het hier om
een mesofiel ocrganisme gaat. Ter vermijding van dergeliike bom-
bage dient de spinazie tussen blancheren en steriliseren ezn
temperatuur van 75-80 “C te behcuden en snel verwerkt te worden.
Op de vraag welke Bacillus-scorten van belang zijn voor de
nitraatreductie in spinazie is nog geen eensluidend antwoord
gageven. Uit Frans onderzoek (Anon., 1970) zou gebleken ziijn
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dat de NO-vorming een gevolg i1s van thermische dissociatie:
het gasvormige NO ontstaat tijdens de sterilisatie uit nitriet
dat door micro-organismen is gevormd, met name Bacillus cereus.
Hawat & Achtzehn (1971) constateren echter dat ook bij kamer-
temperatuur NO-vorming kan plaatsvinden in nitraathoudende spi-
nazie dlie met Bacillus cereus is gee€nt.

Van gacillus subtilis 1s geconstateerd dat dit wel in spina-
zle groeit, maar geen nitriet vormt. Daarentegen heeft Put
(pers. meded.) vastgesteld dat B. subtilis en B, licheniformis
een zeer belangriike rol spelen bij de nitraatreductie in ;pi—
nazie en andere groene bladgroenten, zcals andijvie. Nitraat
bevordert bovendien de groei van deze crganismen.

Nitrietvorming die bij de verwerking van bladgroente tot
diepvriesprodukt heeft plaatsgevonden, kan niet wvisueel worden
geconstateerd, doordat na het blancheren geen verhitting meex
plaatsvindt waardcor de bruine wverkleuring, die een indicator
kan zijn voor nitrietvorming, niet plaatsvindt. De industrie
stelt eisen aan het maximzal toelaatbare nitraatgehalte van
spinazie (1000 my kg_l) die bestemd is voor de bereiding van
babyvoeding, aangezien een na reductie van nitraat tot nitriet
optredend hoog nitrietgehalte schadelijk kan zijn voor zuige-
lingen; zuigelingen zljn namelijk aanmerkelljk gevoeliger voor
nitriet Jdan kleuters en volwassenen. Een overmaat aan NO2 in
het bloed blckkeert de zuurstofopname door de rode bloedlichaam-
pjes, hetgeen methemogloblinemie kan veroorzaken met mogelijk
verstikking als gevelg.

Hygiénische maatregelen

Indien de sanitaire maatregelen binnen het verwerkingsbedriif
niet naar behoren worden uitgevoerd, kunnen verschillende spore-
vormende bacterién zich ontwikkelen in produktresten die zich
nog op of in de apparatuur bevinden. Tn zure produktresten zul-
len deze micro-crganismen zich weliswaar niet kunnen ontwikke-
len, maar wel indien schimmelvorming heeft plaatsgevonden en

als gevolyg daarvan de pi is gestegen. In dit opzicht wijzen
Bowen et al. (1954a) erop dat de mate van reiniging van de ver-—

werkingslijn mede bepalend is voor het optreden van bederf in
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tomatenprodukten als gevelg van Clostridium pasteurianum. De
periodieke reiniging van de voorbewerkings- en transportappara-
tuur draagt daarom aanzienlijk bij tot de beperking van de inil-
tiéle infectiegraad. Recirculatiesystemen en het hergebruik wvan
water brengen het gevaar met zich mee dat organische stof zich
dazarin ophoopt en het besmettingsgevaar toeneemt. Aanvulling
met voldeende vers water en/of chlorering van het retourwater
kan dit in belangrijke mate voorkomen. Op bapaalde punten in

de verwerkingslijn is het echter noodzakeliik, dat het produkt
in aanraking komt met koel- en waswater van uitstekende kwali-
teit. Dit geldt bijvoorbeeld voor de besproeiing van het pro-
dukt in staaftrommelwassers zowel v83r als na het blancheren.
Een voortdurende besproeiing met koud water van bandtranspor-
teurs en andere transportinrichtingen schept ongunstiger groei-
omstandigheden voor sporevormende bacterigén.

Met enige nadruk moet erop gewezen worden dat de hygiéne in
de industrie altijd voor die groente- en fruitprodukten die
niet worden gesteriliseerd of geappertiseerd, van extra groot
belang ig. Er vindt namelijk tijdens het drogen of diepvriezen
van groente en frult geen destructie van bacteriesporen plaats.

De groentedrogerijen worden in toenemende mate geconfron-
teerd met strengere eisen wat betreft de microbiclogische wver-—
ontreiniging van het produkt, mede met het ooy op de verdere
verwerking tot babyvoeding, gedrocgde en natte soepen, kant-
en-klare maaltiijden en maaltiijdcomponenten. In tabel 3 zijn de
normen vermeld waaraan gedroogde groenten volgens bepaalde af-

nemers dienen te voldoen. Door een zorgvuldige produktbehande-

Tabel 3. Normen voor het toegelaten aantal
bacteriesporen in gedroogde grcenten. De
gegevens zijn ontleend aan cen groente—

drogerii.

Crganisme Aantal per gram
Clostridium perfringens <2

Bacillus cercus <1000

Anadrobe sporevormers <10

Agrobe sporevormers met .
uitzondering van B. cereus <15
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ling en sanitaire maatregelen kunnen de dgroentedrogerijen in
het algemeen zan deze microbioclogische normen voldoen.

De aanwezigheid wvan sporevormende bacteri@n in niet door wver-
hitting geconserveerde predukten is dikwijls bevestigd; zo wijst
Tanimura (1969} ov het duidelijk aanwezige verband tussen de
sanitaire omstandigheden in een voedselbereidingsbedriif en de
besmetting van gekookte bonen met Bacillus-soortan. De aanwezig-
heid van sporen van Clostridium botulinum in diepgevroren toebe-
reide groenteprodukten is door Insalata et al. (1969} gesigna-
leerd, De aanwezigheid wvan sporen in dergelijke voedingsmidde-
ien kan na watertoevcoeging, ontdeoien en verwarmen leiden tot
groei van vegetatieve organismen. Indien het produkt niet in
een -bepaald tijdsbestek wordit geconsumeerd, kan dit vooral na
eaen ondeskundige toebereiding aanleiding geven tot bederf en/of

toxinevorming.

Tngrediénten

Het is gebruikelijk dat bij de conservering van groenten en
fruit bepaalde ingrediZnten worden toegevoegd, waarmee wordt
beoogd de kwaliteit, en in het bijzonder de smakelijkheid van
het eindprodukt, te verhogen. Daarbi] moet men ermee rekening
houden dat toepassing van deze stoffen, zoals sulkers, zetmeel,
kruiden en specerijen, de initiéle infectie door bacteriesporen
aanzienlijk kan wverhogen.

Suiker als oorzaak van thermofiel bederf werd vocr het eerst
vermeld door Cameron (1928) bij suikermals in blik en later ook
doperwten en wortelen in blik. De invloed van het aantal 'flat
gour '-bacteridn in suiker c¢p de houdbaarheid van gesteriliseer-

de suikermais blijkt uit tabel 4. De waarnemingen van Cameron

v
Tabel 4. Het percentage bederf bij.mais in blik, in afhanke-
11 jkheid van de hoeveelheid 'flat sour'-sporen in de toege-
voegde suiker en de sterilisatietijd. Bron: Camercon (1928).

Sterilizatie- Geen Suiker met 6 suiker met 250
tijd (min) suiker sporen per gram sporen per gram
70 0 0 95,8

80 0 0 75,0

20 0 0 54,2
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(1928} hebben ertoe geleid dat normen werden opgesteld ten aan-
zien van de wmicrobiclogische kwaliteit wvan suiker voor de con-
servenindustrie. Door beaheersing van het produktieproces bij de
industriéle suikerproduktie heeft men de mate van besmetting
met bacteriesporen aanzienlijk kunnen beperken. De Nederlandse
suikerindustrie basegert zich op de normen die door de National
Canners Assoclation (NCA) in het leven zijn gercepen (tabel 5).
Het veelvuldig voorkomen van thermoresistente organismen in
kruiden en specerijen kan aanleiding geven tot grote problemen
bij de sterilisatie van de produkten waaraan deze zijn toege-
voegd., Uit het onderzoek van Richmond & Fields (1966) is naar
voren gekomen dat in zwarte peper ongeveer 10" sporen per gram
voorkomen die hoofdzakelijk tot de volgende soorten behoorden:
B. circulans, B. cocagulans, 5. licheniiformis en B, ;ubtilis.
De besmetting kan echter voorkomen worden door de extracten van
deze ingrediénten aan te wenden, of door de ingrediénten zelf
tevoren door gasbehandeling of bhestraling te ontsmetten, het-
geen een betere standaardisatie van het conserveringsproces

mogeliik maakt.

FACTOREN DIE DE INACTIVERING VAN BACTERIESPCREN DOOR WARMTE
IN GROENTE- EN FRUITPRODUKTEN BEPALEN

Proceskeuze

Bij de keuze van het warmtebehandelingsproces doet zich de

vraag voor welke proceswaarde Fo gewenst is en vervolgens op

Tabel 5., NCA-normen betreffende de aanwezigheid wvan thermofiele bacterie-
sporen in suiker. Bron: National Canner Association (1968},

Organisme Norm {aantal per gram)]

Teotaal aantal thermofiele aérobe sporen <12,5

'flat-sour'-sporen < 5,0

Anaércke sporen < 4 van de 5 buizen
positief uit een mon-
ster

Thermofiele anadrcobe sporen die HZS varmen < 3 van de 5 monsters
positief
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welke wijze men die gekozen waarde bilj voorkeur zal bereiken.

In de niet-zure of zwak-zure groep van voedingsmiddelen

{(pH > 4,5), waartoe de meeste groenten behoren, is de groei

E van C. botulinum mogelijk. Dergelijke produkten moeten altiijd

worden gesteriliseerd bij} temperaturen boven 100 OC, waarkij

de sterilisatie-omstandigheden zo worden gekozen dat tenminste

een Fo—waarde van 2,45 min bij 121,1 Oc wordt bereikt. Vaak

neemt men hogere waarden, omdat men geen enkel risico wil nemen
wat betreft ¢. botulinum. Daarnaast zijn er bederfverwekkers
die veel thermoresistenter zijn dan ¢. botulinum, zoals C. spo-
rogenes, B. stearcthermophilus, (. thermosaccharclyticum &n
C., nigrificans.

Het is vrijwel onmogelijk om de benodigde Fouwaarde cp te
geven voor de hitteconservering van bepaalde groenteprodukten,
aangezien men in ieder bedrijf rekening dient te houden met de

daarin voorkomende specifieke omstandigheden (tabel 6). Voor

de sterilisatie wvan homogene produkten, die zowel van vloeibare
als visceuze aard kunnen zijn, met een pH van 4,5-5,0 gaat men
in het algemeen uit van een F_ovan 2,5, omdat de thermoresisten-

tie van bacteriesporen in dit pH—-gebied vrij laag is. Voor pro-

dukten met een pH > 5 wordt de r_-waarde verhocgd. Indien in de
vlceibare fase vaste greoentedelen voorkomen, zoals doperwten en
sperziebonen, ligt de te hantereg Fo—waarde hoger, omdat men
rekening moet houden met een relatief geringere warmtedoordrin-—
ging.

Er is reeds eerder op dgewezen dat de mate van besmetting van

het predukt afhangt van de vercontreiniging van de grondstof, de

sanitaire maatregelen binnen het bedriijf en het functioneren
van de blancheur. Het is duidelijk dat de initidle in-

fectie met thermeoresistente bacteriesporen na afvullen en af-
sluiten van de verpakking mede bepalend.is voor de benodigde
Fo—waarde. Bovendien spelen de temperatuur bij het afsluiten en

de tijd tussen het afsluiten van de verpakkingen en het begin

van de sterilisatie hierbij een rol, evenals de afkoelings-

snelheid na beeindiging wvan het steriligatieproces,

Hoewel doperwten en sperziebonen vergeliijkbare produkten
zijn wat de vlcelbare— en vaste-faseverhoudingen betreft, wor-

den hiervoor afwijkende Fo—waarden gehanteerd. De relatief hoge
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mabel 6. Enkele aan de praktijk contleende gegevens betreffende de sterilisa-
tie van groenteprodukten.

produkt rH FO Sterilisatie~omstandiqheden Cpmerkingen
in litersblikken
Doperwien +6 7.5-15 40 min 116 °C - 12 min 125 ©¢ voor tropen-
Conserven

houdt men een
FO van + 15
aan

Sperziebonen + 5,5 5-10 22 min 118 % - 18 min 122 °C

Champignons 5,0-5,5 4-5 30 min 116 Sc relatiei lage
F -waarde
hangt. samen
met lage pH

Spinazie 5,5 3,75 100 min 115 © - go min 121°C typisch con-
ductieprodukt,
evenals bij
andere blad-
gewassen

proge peul- +6,0 7,5 20 min 121 °C - 45 min 121 S¢ aikwijls wor-

vruchten den sterili-
atie-omstan-—
digheden toe-
gepast, die
een hogere F
cpleveren dan
nodig is. Dit
hangt samen
met het ver-
krijgen van
de gewenste
gaarheid van
het produkt

Asperges + 5,5 3,75 25 min 117 °c lage F_ in ver—
band met gevoe-
ligheid van as—
perges voor
hittebehande- ;
lingen |

BErwLensoep + 6,0 5-17,5 9C min 118 ¢ — 150 min 1180C hoge F_in ver- i
pand met be- '
smetting van Hi
de grondstof. i
Vocr txopen—
conserven houdt
men een £ van
17,5 aan

Tomatensoep 4,5-5 2,5 60 min 118 e lage F_ in ver-—
band mgt vrij
lage pH. Tij-
dens sterilisa-
tie treedt con-
vectie op




Fo~waarde voor doperwten is gebaseerd op de grotere kans op een
hoog besmettingsniveau met bacteriesporen en op het feit dat de
opgiet een betere voedingsbodem is voor micro-organismen dan

blj sperziehonen het geval 1s.
Procesomstandigheden

Wanneer men cenmaal een bepaalde Fo-waarde heeft gekozen, zijn
er verschillende mogelijkheden om die waarde te bereiken. Reads
lang wordt er naar gestreefd de procesomstandigheden zodanig te
kiezen dat met behoud van een zekere garantie van houdbaarheid
een zo hoog mogelijke kwaliteit wordt verkregen. Factoren die
hierbij een rol spelen zijn: aard van het produkt (convectie,
conductietype), soocrt, grootte en vorm van de verpakking, mate
van vulling en invloed van rotatie.

De invlced van enkele van deze factoren worden behandeld aan
de hand van de resultaten van een dergelijk onderzoek bij as-
perges in blik (tabel 7). Vooral bij een produkt als asperges
kan een te hoog invulgewicht leiden tot een te compacte inhoud
van de verpakking. Ook bij een roterende sterilisatie heeft dit
een zeer geringe warmtedoordringing tot gevolg, waardoor een

lage Fo—waarde wordt bereikt.

Tabel 7. De invleced van de sterilisatie-omstandigheden op de bereikte F_ en
kwaliteit wvan asperges in ¥ litersblikken, Bron: Steinbuch (1969).

vulling sterilisatie-omstandigheden Kwaliteitsbeoordeling
inwvul- kop- tenp . tija beweging F kleur smaak consis-
gewicht  ruimte (CC} {min} @ tentie
= (cm)

325 i 117 30 stilstaand 5 6,4 5,8 3.4

328 0 117 30 . 3,75 . .

365 1 117 30 3

365 0 117 30 i,25 . . .

325 1 125 ] roterend S 2,0 7.4 7.2

325 o] 125 9 0 .

365 1 125 9 2,5 .

365 0 125 9 D .
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De snelle warmtedoordringing tijdensg rotatie komt teot stand
door de beweging van de omgevende opgiet, die aanzienlijk be-
vorderd wordt door de aanwezighelid van een kopruimte. Met een
roterende sterilisatie waarbij relatief hoge temperaturen en
korte verhittingstiiden worden toegepast, kan een aanzienliijke
kwaliteitsverbetering bereikt worden met hehoud van een bepaal-
de proceswaarde.

Er doen zich bij de hitteconservering van groenteprodukten
nog vele problemen voor. Dit wordt hewezen deoor het recente

voorkomen van bederf en vergiftigingsgevallen door Clestridium
botulinum in champignonccenserven in de Verenigde Staten. Read

& Kautter (1974) delen mee dat hierdoor de bemceienis wvan in-
stanties, zoals de Food and Drug Administration, technologische
instituten alsmede de blikfabrikanten, met de Amerikaanse cham-
pignonverwerkende bedrijven aanzlenlijk is toegenomen.

De resultaten van een omvangrijke inspectie van de bedriijven
inclusief bemonstering en analyse van champignonconserven uit
magazijnvoorraden gaven de stoot tot diepgaand onderzoek. Zo
bleek dat &&n van de corzaken van de ondersterilisatie van de
champignonconserven het gebruik wvan een nieuwe schudvulmachine
was, waardoor het produkt compacter werd afgevuld dan in voor-—
gaande produktiegangen, de warmtedoordringing sterk werd gere-
duceerd en dientengevolge ecen Fo van slechts een honderdste
minuut werd bereikt. Overige factoren die hierbij een rol speel-
den, waren het gebruik van een waterige oplossing of een saus-
opgiet, de kwaliteit en de besmetting van de grondstof, de ver-
werkingswijze {(hele, gesneden of stukjes champignon) en de
blancheercmstandigheden.

Het zal duideliik zijn dat, afthankelijk van de toegepaszte
procesomstandigheden, sporevormende bacterién in gesteriliseer-—
de en gepasteuriseerde conserven tot ontwikkeling kunnen komen.
Tabel 8 geeft een cverzicht van de eigenschappen van de organis-
men die tot bederf van conserven aanleiding kunnen geven. Het
blijkt dat sporevormende hacterién een zeer grote variabiliteit
vertonen ten aanzien van de optimale pH en temperatuur vocr de
groei en ten aanzien van de hitteresgsistentie. De aard wvan de
bederfverschijnselen kan in bepaalde gevallen een belangriijke

aanwijzing zijn voor de herkenning van het organisme.
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opslag van het gesteriliseerde produkt

Bij een onderzoek naar het veoorkomen van 'flat sour' organismen
in gesteriliseerde groenteconserven komen Jakobsen & Nielsen
(1973) tot de conclusie dat deze organismen industrieel toege-—
paste hittebehandelingen overleven. De betekenis van deze. levens-
vatbare sporen vcor de stabiliteit van het produkt wordt echter
in sterke mate bepaald door onder andere pH, ar opslagtempera-
tuur, opslagtiijd en de samenstelling van het produkt. De in-
vloed van de a, op de microbiclogische stabiliteit wvan groente-
conserven is echter in het algemeen van ondergeschikt belang,
aangezien deze op een niveau van circa 0,98 ligt.

De kennis over de optimale ontkiemings- en groeitemperatuur
voér sporen van bederfverwekkende organismen in groente- en
fruitconserven alsmede de bestemming van de produkten hebben
een aanzienlijke bijdrage geleverd aan de keuze voor het proces,
zoals dat nu wordt toegepast bij de hitteconservering, De waar-—
nemingen wvan Prescott & Underwcod (1897) bij een partii inge-—
blikte suikermafs kunnen in dit opzicht welhaast klassiek ge-
noemd worden. Het gedeelte dat naar het noorden van de Verenig-
de Staten werd vervoerd was na een jaar nog in een goede condi-
tie. Daarentegen vertoonden de conserven die naar het zuiden
waren gezonden, bederf {(flat sour) als gevolg van de daar heer-
sende hoge temperaturen.

Thans is bekend dat niet-zurs groentaconserven een meer in-
grijpende sterilisatie meceten ondergaan teneinde deze als tropen-
conserven een zekere houdbaarheid mee te geven; dit staat in ver-
band met de ontkieming en de groei wvan Bacillus stearvthermo-
philuz die bi] hogere temperaturen plaatsvinden. Daarom is wvoor
gematigde gebieden de absolute afwezigheid van thermofiele bac-
teriesporen niet vereist., De term appertiseren is derhalve voor

een dergelijke conserveringsmethode niet onjuist.

Teneinde een indruk te krijgen van de aanwezigheid van thermo-
fiele sporevormende bacterién in het geconserveerde produkt,
wordt een aantal monsters uit de partij genomen, bij bepaalde
temperaturen in bhrecedstoven bewaard (30-50 OC) en ha enige tijd
geanalyseerd (zie ook tabel 8). In dit verband is het interes-
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sant te wijzen op de zogenaamde 'Knockmethode' (Knock, 1954),
met behulp waarvan de fractie 'flat sour'-bederf in gesterili-
seerde doperwtenconserven voorspeld kan worden. Deze methode is
gebaseerd cop het aantal 'flat sour'-sporen in doperwtenconserven
vH8r het sterilisatieproces, de descimale reductietiijd bis ver-
schillende temperaturen en de berekening van het aantal ‘fiat

sour'-sporen dat het proces overleeft, per verpakkingseenheid.
Zure en aangezuurde produkten

%o0als bekend, zijn voor vele groente- en fruitsoorten de conven-
ticnele sterilisatie-omstandigheden niet geschikt wegens de
daardocr optredende kwaliteitsgebreken. Bij de vele pogingen om
te komen tot minder ingrijpende warmtebehandelingen die de ocor-
gpronkelijke eigenschappen van het produkt meer intact laten,
heeft men met de toevoeging van zuren succes kunnen behalen.

De conserverende werking van zuren zal ongetwilifeld reeds
v58r onze jaartelling bekend zijn geweest; het is reeds lang
bekend dat bijvoorbeeld zuurkool en andere vergiste groenten
relatief lang en goed houdbaar zijn. Zowel bij de huishoudelijke
als industri&le wverduurzaming heeft men van oudsher gebrulk ge-
maakt van het effect, wellicht zonder het oorzakelijk verband
te kennen.

Men kan bij de verduurzaming-‘van zure produkten volstaan met
pasteurisatie, dat wil zeggen een warmtebehandeling beneden
100 0C, omdat niet ailleen de thermoresistentie wvan aanwezige
micro—organismen met de pH daalt, maar bovendien eventueel over-
levende sporen in het zure milieu niet tot ontwikkeling kunnen

komen, met uitzondering wvan enkele acidicfielen.

Het effect van zuren op de remming van de ontwikkeling van micro-
organismen wordt toegeschreven aan de haterstofionenconcentratie
of aan de eventuele toxiciteit wvan het congedissocieerde zuur of
anion. Hierbij dient men onderscheid te maken tussen het sterke,
geheel gedissccieerde zoutzuur en de zwakke, slechts gedeelte-
lijk gedissocieerde organische zuren. Men dient te bedenken dat
de keuze van het toe te voegen zuur niet slechts wordt bepaald

door de toxische werking, maar ook deoor de eigenschappen van het
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te behandelen produkt en de smaak die het na conservering dient
te bezitten. Het gebruik van bepaalde zuren bij de conservering
van voedingsmiddelen is dus niet mogelijk door optredende smaak-
en aromaveranderingen.

Bij produkten, zoals rode kool, augurken, komkommers, tomaten,
zilveruien, rode bieten en sommige peresocorten maakt men gebruik
van kunstmatige pH-verlaging door toevoeging van daarvoor ge-
schikte zuren aan de opgiet {(azijnzuur, melkzuur, citroenzuur)}.
Ananas, citrusprodukten, appel(moes), framboien, bramen, aard-
beien, bessen en rabarber bezitten van nature een voldeoende
lage pH. Teneinde ongewenste smaakbeinvloedingen tegen te gaan,
tracht men een zo groct mogelijke groeiremming van sporevormen-—
de bacterién te bereiken met een zo gering mogelijke toevoeging
van zuur. Het ligt daarom voor de hand dat vooral op dit punt
de groente- en fruitconservering de meeste problemen heeft cp~
geleverd.

In de literatuur wordt melding gemaakt van groei en toxine-
vorming wvan ¢. botulinum in vruchtenconserven met een pH lager
dan 4,5 maar volgens Ingram & Robinson (1951) mcet de ocrzaak
waarschijnliik gezocht worden in het feilt dat, voordat de be-
treffende waarnemingen gedaan werden, de zuurgraad toenam 4oor
langzame diffusie van zuur uit onveoldoende gakockte vruchten.
Townsend et al. {1954) heeft aan de hand van een onderzoek naar
de pB-waarde, waarbii nog contkieming en toxinevorming in ver-
schillende met citroenzuur aangezuurde produkien optrad, vast-—
gesteld dat beneden pH 4,8 geen groei en toxinevorming cptrad.
Bij het gebruik wan zuren dient men er rekening mee te houden
dat het enige tijd duurt, voordat het zuur uit de opgiet in
voldoende mate in de groente of wvrucht gepenetreerd is. Onlangs
werd in Canada cen geval van botulisme gesignaleecrd dat waar-
schijnlijk te wijten was aan onvoldoende aansuring van het pro-
dukt (Todd et al, 1974} . In glazen potten met gemarineerde
champignons werd het toxine van ¢. botulinum type B aangetoond.

De pH waarbij ¢. botulinum nog tot ontwikkeling kunnen komen,
wordt mede beinvloced door stoffen die in groente- en fruit-
produkten voorkomen, of eraan toegevoegd woerden zoals koolhydra-
ten (Alstrand & Ecklund, 1952) en zouten (Baird-Parker & Freame,

1967), zodat het eigenliik onmogelijk is om uniforme verwerkings-
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voorschriften op te stellen.

Een crganisme dat een beduidend hogere resistentie blijkt te be-
zitten in een niet alleen zuur, maar ock suikerrijk milieuw, is
clostridium pasteurianum. Bij een pH x 4 is nauwelijks van een
stagnatie van de groei van dit crganisme sprake. Zelfs bij'een
pH van 3,6-4,0 kan deze sporevormer zich nog ontwikkelen,.
Townsend (1938) heeft aanzuring ter voorkoming van bederf door
boterzuurgisting als de meest effectiesve methode aanbevolen
{tabel 8). De duidelijke invloed van pH-verlaging op de thermo-
resistentie van de sporen van cClostridium pasteurianum blijkt
uit de decimale reductietijd bij 100 O en pH 4,5 die tweemaal
zo lang is als bij pH 4,1 en vijfmaal zo lang als bij pH 3,8.

Bowen et al. (1954b) en Casolari & Giannone (1966) hebben
bevestigd dat voor de inactivering van de sporen van C. pas-
teuriapum in tomatenprodukten bij een pH 4,2 een hittebehande-
ling bij een lagere temperatuur voldoende was dan bij een pH van
4,4. Een onderzoek van Jakcbksen & Jensen (1975) heeft aange-
toond dat behalve de pH, ook de a van grote invlced is cp de
groel van C. pasteurianum in peren in blik. Bij een a_ van
0,975-0,970 en ecen pH van 3,8-4,0 treedt geen groei op. Een ge-
leidelijke stijging van a_ of pH bevordert de ontwikkelings-—
megelijkheden. Glucose, fructose en saccharose beinvloeden in
gelijke mate de a_ van de girocop, waarin de peren verwerkt ziijn.
In Australig zijn uit bedorven vruchtenconserven, zoals peren
in blik, organismen van het type ¢. butyricum geiscleerd.

C. butyricum 18 zeer zuurresistent en is in staat te groeien
bij een pH van ongeveer 4,0.

De aanzuring van tomatensap met citroenzuur tot pH 4,0 ter
voorkoming van bederf door Bacillus coagulans is eigenliijk het
meest klassieke vcorbeeld om de groei van sporevormende bac-
terién doeltreffend tegen te gaan. B. éoagulans is thermofiel
en heeft de algemene eigenschappen van het 'flat scur'-type;,
maar is zuurtclerant (tabel 8). Aangezien dit organisme in
tegenstelling tot B. stearothermophilus ook bij lagere tempe-
raturen kan ontkiemen en groeien, wordt voor zure of aangezuur-
de produkten als tomaten naar een zodanige behandeling gestreefd

dat het produkt bij alle gebruikelijke temperaturen houdbaar
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Llijft. Rice & Pederson (1954) conderzochten een aantal factoren
die de groei van B. coagulans in tomaten beinvlceden. Zij von-
den dat naarmate het inoculum vermindert, de minimale pH waar-
bij groei mogelijk is, hoger 1s. De mate van zuurtolerantie
varieerde bij de verschillende soorten. Vaugh et al. (1952)
hebben bederf docor de corganismen van de B. macerans — B. poly-
myxa-groep bi] vruchtenconserven waargenomen, Deze hacterién
waren in staat te groeien bij een pH van 3,8-4,0 en kwamen via
het koelwater dcoor lekinfectie in het produkt terecht.

Sporicide en antibacteriele stoffen van plantaardige herkomst

Er zijn interessante waarnemingen gedaan over de sporicide en
antibacteriéle effecten van enkele plantaardige st6ffen. Labaw
& Desrosier (1953) delen mee dat 'flat sour'-organismen die
verhit worden in extracten van wortelen, tomaten en beonen, een
geringere thermoresistentie vertonen dan bij verhitting in een
fosfaatbuffer zonder toevoeging van deze extracten. Bekend is
ock het verschijnsel dat bepaalde stoffen uit kruiden en spece-
rijen die als aroma- en smaakversterker aan voedingsmiddelen
worden toegevoegd, de ontwikkeling van micrcoc-organismen, waar-
onder sporevormende bacterién, kunnen afremmen, Het is opval-
lend dat men voornamelijk Baciilus subtilis heeft gebruikt als
testorganisme, In 1961 delen Korzybski & Kurylowicz {19261) mee

! {het werkzame

dat allicine met een concentratie van 8 mg 1
bestanddeel uit de etherische olie van knoflock) de groei van
B. subtilis remt. Zowel Rudat (1969) als .Abdou et al. (1972}
vermelden de geveoeligheid wan dit organisme voor bepaalde stof-
fen, hoogst waarschijnlijk zwavelverbindingen, uit het perssap
van uien.

Ramadan et al. {1972} onderzochten de antibacteriéle effec-
ten van etherische olién van selderij, dille en kruidnagel,
Het bleek dat een aantal van deze olién een duidelijk remmende
invloed uitoefende op de ontwikkeling van Bacillus cereus.
Michener et al. {(1959) hebben gevonden dat knoflookolie met een
concentratie van 0,3 ml 1—1 in een daartoe geschikt medium de
hitteresistentie van sporen van cClostridium sSporogenes (PA 3679)

met 50% vermindert. Met het cog op de vooralsnog beperkte doseer-
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mogelijkheden bij de toediening van dergelijke extracten aan
voedingsmiddelen mag echter de sporicide en bactericide-werking
van deze stoffen onder praktijkomstandigheden niet overschat
worden, aandgezien de invloed van hittebehandelingen en de milieu-
omstandigheden nog niet goed bekend is.

Het sporicide effect van plantaardige oli€n iz ondermeer on-
derzocht door Dallyn & Everton (1971) voornamelijk met het oog
op de verwerking van visprodukten in blik. Men heeft daarbij
vastgesteld dat clijfolie een zeer sterk sporicide werking
heeft in vergelijking met bijvcorbeeld de olie van aardnoten.
Indien echter een waterig extract werd bereid van deze plant-
aardige olién, werd een omgekeerd verschijnsel waargenomen. De
inactiverende werking op de sporen van Clostridium sporogenes
PA 3679 wordt toegeschreven aan malonzuuraldehyde, dat bij aute-
oxydatie van de olién wordt gevormd. Dit sporicide effect kan
uiteraard eveneens van groct belang ziijn bij de verwerking van
groenten. Het is bekend dat in enkele landen bepaalde groente-

soorten in clijfolie worden geconserveerd.
ALTERNATIEVE CONSERVERINGSMETHODEN

De grote kwaliteitsgebreken die met behulp van hitte gesterili-
szerde produkten vertonen, hebben het onderzoek naar alterna-
tieve technieken gestimuleerd. Op grond van de bekende reacties
van sporevormende bacterién op warmtebehandelingen, zoals warmte-
activering waarbi] geen afsterving optreedt maar wel ontkieming
wordt geinitieerd, is de gedachte naar voren gekomen een dubbe-
le verhitting toe te passen. Een dergelijke procedure, beter be-
kend als 'tyndallisatie' (Ingram, 1959}, bestaat uit een matige
temperatuurbehandeling, waarna de sporen ontkiemen en de thermo-
resistentie verliezen, gevolgd docr een tweede matige verhitting
die de pas ontkiemde organismen doodt. Helaas verlcopt het ac-
tiverings— en ontkiemingsproces van de sporen van verscheidene
in deze produkten voorkomende bacteriespecies niet steeds syn-
chroon. Deze methode wordt daarom nauwelljks toegepast, wellicht
incidenteel bij de huishoudelijke conservering, zcals het wecken.
Zeals reeds eerder vermeld, brengt aanzuring van groente met

zich mee dat de smaak van het eindprodukt sterk wordt gewijzigd.
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Bij de verwerking van augurken, zilveruien, rode bieten, rode
kool enz. tot pickles of andere zure produkten is dit besglist
niet bezwaarlijk. Daar bilj andere groenten de zure smaak als een
inconveniént wordt gezien, heeft men getracht methoden te ont-
wikkelen om de pH tot het oorspronkelijke niveau te verhogen en
daarmee de smaak van het produkt te herstellen. In een patent
van Nitschmann (1967) wordt een werkwijze beschreven waarbij
aangezuurde gepasteuriseerde groente door de consument geneutra-
liseerd moet worden met een hoeveelheid loog die eguivalent is |
aan de hoeveelheid zuur die in een verpakkingseenheid aanwezig
is. Deze procedure vereist echter van de consument een zekere
kenniz omtrent de chemische achtergrond van deze ccnserverings-—
methode.

Ook is naar voren gekomen dat niet slechts de kieming van
bacteriesporen bij een lage pH is gestagneerd, maar dat er ook
afsterving van sporen plaatsvindt. Bovendien is door Alderton
{1967, 1969} vastgesteld dat de thermoresistentie van sporen
van Bacillus stearothermophilus bij pH 1,5 niet alleen aanzien-—
1idk verlaagd is, maar dat deze verminderde thermoresistentie
enige tijd blijft bestaan, ock nadat. de pH is gecorrigeerd tot
het normale niveau. Op grond van dit verschijnsel is een werk-
wijze gepatenteerd voor de hitteconservering van groenten, waar-
bij het produkt in pH wordt verlaagd tot 1,5, na enige tijd
wordt genautraliseerd en tenslotte een matige-warmtebehandeling
ondergaat. De in het voedingsmiddel aanwezige bacteriesporen
die zich nocg in een warmtedgevoelige zuurvorm bevinden, worden
hierbij gedood. Het is echter niet geheel duidelijk welke con-
sequenties de toevoeging van de vrij grote hoeveelheden zuur en
loog heeft op het zoutgehalte en derhalve op de smaak van het .
eindprodukt. ‘

De afsterving van bacteriesporen in een zuur milieu is sterk
afhankelijk van een groot aantal factoren. Naarmate de zure
sporensuspensie bij een hogere temperatuur wordt verhit (acti-
vering), treedt tijdens de opslag bi) lagere temperaturen
(20-55 OC) een versnelde afsterving op. Het aantal kiembarae
sporen neemt bovendien sneller af bij een lagere pH of een ho-
gere opslagtemperatuur. Aanzuring met een zwak zuur leldt tot

een snellere afgterving dan bij een behandeling met een sterk l
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zuur, vooral bij een toenemende molariteit. Opvallend was de
sporicide werking van H2SO4, hetgeen waarschijnliik verband
houdt met een geforceerde Ca-onttrekking uit de sporen.

Deze afsterving van sporen in een verhit zuur milieu zou wel-
licht kunnen bijdragen tot een conserveringsmethode voor groen=-
ten met een gering zuurbufferend vermogen. Hierkij wordt ge-
dacht aan het toevoegen van een zure opgiet aan geblancheerde
groenten; de pH wordt verlaagd tot 2,5-3,0. Na afsluiting van
de verpakking ondergaat deze een matige warmtebehandeling (bij-
voorbeeld gedurende 30 min bij 110 DC). Vervolgens wordt het
produkt gedurende enlge maanden bewaard bij een bepaalde tempe-
ratuur. Tenslotte wordt aan de inhoud van de verpakking onder
aseptische omstandigheden een eguivalente hoeveelheid steriele
loog toegevoegd en de verpakking opnieuw gesloten (Steinbuch
1968, 1974b).

SPOREVORMENDE BACTERIEN BIJ DE VERGISTING VAN PLANTAARDIGE
PRODUKTEN

Bij de fermentatie is de pH van dcorslaggevende betekenis voor
de eventuesle ontwikkeling van anagrobe sporevormende (niet-
thermofiele) bacterién die ongewenste stofwisselingsprodukten
kunnen doen ontstaan. Het incidenteel voorkemen van een boter-
zuurachtige geur in zuurkool zou Kunnen wijzen op groei van
Clostridium-goorten als gevolg van een stagnerende melkzuur-
vergisting en dientengevolge een vertraagde pH-daling {(Veld-
kamp, 1963).

Kawatomari & Vaughn (1956) hebben vastgesteld dat cClostridium-
soorten tijdens de melkzuurvergisting van olijven bederf en ecen
kaasachtige geurafwijking veroorzaken. In enkele gevallen ver-
oorzaakte silage vergiftigingsgevallen b}j het vee. Volgens
Prescott & Dunn (1949) was groei van Clostridium kotulinum in

de silage hiervan meestal de ocrzaak.
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TOEPASSING VAN SPOREVORMENDE BACTERIEN BIJ DE FABRIKAGE VAN
VOEDINGSMIDDELEN

In dit overzicht mag niet onvermeld blijven dat bepaalde orga-
nismen worden gebruikt voor de bereiding of vergisting van voe-
dingsmiddelen van plantaardige oorsprong. Een illustratief voor-—
beeld hiervan is de toepassing van Bacillus subtilis voor de
vergisting van natto, een bestanddeel van sojasaus (Joo, 1971;
Kim & Cho, 1975). Een zeer interessante toepassing vindt men
tenslotte bij de winning van groentesappen, waarbij van ecen cul-
tuux van Bacillus polymyxa gebruik gemaakt zou kunnen worden.
Men heeft gevonden dat een enzympreparaat van een gefiltreerde
cultuur van dit organisme het groenteweefsel afbreekt, hetgeen

een verhoogd saprendement oplevert (Anon., 1975a). 7
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Glossarium

Activering Een behandeling die de ontkieming van sporen zelf niet inleidt,
maay tot gevolg kan hebben dat een groter aantal sporen tot ontkieming over-
gaat en/of dat de ontkieming versneld wordt,

ABrooh Een aéroob micro-organisme heeft woor zijn metabolisme zuurstof
nodig.
Anagroch Een anaéroob micro-organisme kan zich &f uitsluiternd in afwezig-

heid wvan zuurstof ontwikkelen (obligaat anadroob} 6f heeft voor zijn ontwik-
keling geen zuurstof nodig, maar kan zich wel bij aanwezigheid wan zuurstof
centwikkelen (facultatief anaérocob). ,

Appertiseren Het geven van een dusdanige warmtebehandeling aan een pro-
dukt dat bij de gebruikelijke bewaaromstandigheden van het geappertiseerde
produkt geen groel van micro-organismen meer plaatsvindt.

Ascospore Een geslachtelijke spore van een gist of schimmel, gevormd in
een zakachtige structuur, de zogenaamde ascus.

Aseptizch Besmettingen met micro-organismen geheel uitsluitend,
Autoclaarl Een ketel, tank of ander vat waarin men verpsakte produkten la-

dingsgewijs wmet behulp van stocm of heet water onder verhocgde druk kan ste-
riliseren.

Bacteriespore Meestal wordt hieronder verstaan de spore gevormd door een
endosporevormende bacterie die behoort tot de familie van de Bacillaceae,

Deze spore wordt gekenmerkt door een grote resistentie tegen onder andere hitte.
Bacterién behorend ot de orde van de Myxobacteriales kunnen myxosporen vormen
en bacterién behorend tot de orde van de Actinomycetales kunnen onder andere
conidio- en Sporanglosporen VOrmen.

Blancheren Het tcepassen van een warmtebehandeling die onder andere ten
doel heeft enzymen te inactiveren om daardoor ongewenste biochemische omzet—
tingen te wvoorkomer .

Rlancheur Apparaat voor het blancheren van groenten.

Cel De kleinste organisatie-senheid van enig levend organisme die, mits in
een geschikte omgeving, in staat is tot een onafhankelijk bestaan van enige
duur en in staat is ziin eigen substantia te vervangen.

Commitmant Het momant binnen de sporulering, waarhij de prespore na over-—
brenging in een vers medium niet langer kan terugkeren tot een vegetatieve
cel.

Core, of sporeprotoplast Het binnenste gedeelte van een spore dat door
het plasmamembraan omgeven is,

Cortex Het deel van de spore gelegen tussen core en coat dat wvoornamelijk
is samengesteld uit een polymeernetwerk van peptidoglycan.

cultuur Een kweek van cellen in een medium. Bestaat een cultuur uit cellen
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voortgekomen uit é€én cel, dan spreekt men van een zuivere of reincultuur.

Cyste Ben rustende of dormante cel, die veelal docor de vorming van een
dikke celwand of extra beschermlaag beter bestand is tegen ongunstige uit-
wendige omstandigheden. Bij Myxomycetes en Myxcbacteriales het slijmig vrucht-
lichaam waarin zich de myxosporen bevinden.

Dormancy Een rustperiode of -stadium van een cel gekenmerkt door een mini-
male stofwisseling en het ontbreken wvan ontwikkelingsprocessen. Bij hacterie-
sporen het handhaven van een toestand van inertie tegen ogenschijnlijk gun-
stige ontkiemingsomstandigheden. Sporen kunnen in dormancy verschillen.

D-waarde De decimale reductiewaarde. De tijd (gewocnlijk uitgedrukt in mi-
nuten} die nodig is om bij esen gegeven temperatuur en onder overigens ge-
standaardiscerde omstandigheden het aantal levende organismen terug te bren-
gen cp 1/10 van het ocrspronkelijke aantal. De D-waarde 1s een goede maatstaf
voor de thermoresistentie van een organisme.

Endogeen Van binnen uit gevormd.

Endospore Een spore die gevormd is binnenin de bacteriecel. Zie bacterie-
spore.

Endotrofe sporulering De vorming van een spore zonder dat de vegetatieve

moedercel voedingsstoffen uit het medium opneemt.

Flat sour Een type van microbieel bederf van conserven, waarbi) verzuring
optreedt, maar geen gasvorming.

F _-waarde Een procesheschrijvende waarde, weergevende het aantal minuten
bij 121,1 ©C die, uitgaande van een Z-waarde van 10 “C, eguivalent zijn met
de door het produkt ondergane hittebehandeling.

Fungus Gist of schimmel.

Generatietijd De tijd welke werlocpt tussen twee delingen van een micro-
-organisme; dit is als regel ook de tijd welke nodig is voor een verdubbeling
van de concentratie van micro-organismen in een produkt.

Homogeniseren Het verkleinen van - deeltjes in een vloeibare massa.

Kiemgetal Het totale aantal kweekbare {levende} micro-organismen dat per
gram of ml produkt aanwezig is.

Kolonie Een macroscopisch zichtbaar hoopje cellen op of in een vaste voe-
dingshodem,

Lag-fase De periode die wverloopt voordat de vermeerdering van de cellen
begint,

Mesofiel Onder mesofiele micro-organismen kunnen worden verstaan micro-

—ocrganismen die een optimun grositemperatuur hebben in het gebied van 25 tot

50 ©C. Meestal greoeien zij niet beneden 10 °C.
[}

Microbiocide In staat micro-crganismen te doden.
'

Microcyclische sporulering. Harsporulering direct na ontkieming en uitgroei
zonder dat er eerst een celdeling plaatsvindt.

Mocst Probable Number MPN of meest waarschijnlijk aantal is de concentratie

aan micro-crganismen in een produkt welke men met behulp van statistische ta-

bellen heeft afgeleid uit het al of niet aanwezig zijn van deze micro-crganis-
men in meervoudige opeenvolgende decimale verdunningen van het produkt.

Moedercel Dat deel van de vegetatieve cel waarin de speore(n) is gevormd.
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ontkieming Een proces dat leidt tot het ecerste irrveversibele stadium dat
herkenbaar anders i1s dan het sporestadium. Ontkieming is een afbraakproces
en gaat gepaard met verlies van dormancy en resistentie. Na ontkieming volgt
het stadium van uitgroesi.

osmose Diffusie van water door een membraan van een gebied van een lage
naar een hoge concentratie van opgeloste stoffen.

Pasteuriseren Het geven van een warmtebehandeling veelal beneden 100 %
aan een produkt met het deel het produkt in microkiologisch opzicht veoldoende
velilig te maken voor menselijke consumptie; een bijkomend doel is het uit-
stellen van microbiologisch bederf door alle relatief weinig thermoresistente
micro-organismen te doden.

Pathogeen Ziekteverwekkend; hetzij door activiteit welke het micro-orga-

nisme in een lichaam ontwikkelt, hetzij als gevolg van ecen stof {(toxine} welke
het micro-organisme in een voedingsmiddel kan maken.

Prespore Het cytoplasmagedeelte van een vegetatieve cel dat zich aan het
differenti&ren is tot een sporecel,.

Psychrofiel Onder psychrofiele micro-organismen kunnen worden verstaan
micro—crganismen welke goed kunnen groeien bij 0 ©C. De optimale grceitempe-
ratuur zal lager =zijn dan 25 ©rC,

Psychrotrocf Onder psychrotrofe micro-organismen kunnen worden verstaan

[5)
micro-organismen die goed kungen groeien bij 5 & 7 C. De optimale groeitem—
peratuur zal bij ongeveer 30 “C liggen.

Recovery Het in cultuur brengen van cellen.

Resuscitatie Door het scheppen van gunstige omstandigheden het delings-
vermogen hersteilen van sublethaal beschadigde cellen van micro-organismen.

Sporangium Bij Bacillaceae de gehele cel waarin de enkelvoudige endospore
wordt gevormd. Bij schimmels de zakachtige structuur waarin ongeslachtelijke
gporen worden gevormd.

Spore Een resistente structuur gevormd door een cel.

Sporicide Sporedodend.

Sporostatisch De ontkieming en/of de uitgroel van sporen remmend.
Sporogeen Het vermogen bezitten tot sporevorming.

Steriliseren Het geven van sen dusdanige kiemdodende behandeling aan een
produkt dat alle micro-organismaen, waaronder sporen van bacterién, worden ge—
dooqd.

Thermofiel Onder thermofiele micro-organismen kunnen worden verstaan micro-
~organismen die een optimale groeitemperatuur hebben hoger dan 50 "C.

Thermotolerant Onder thermoteclerante micro-crganismen kunnen worden ver-
staan micro-organismen die goed kunnen groeien bij 55 "C en 37 C.

Uitgroel Na ontkieming volgt uitgroei. Tijdens dit stadium ontwikkelt de
gekiemde spore zich tot een normale vegetatieve cel,

Voorspore Een vollediqg door de moedercel ingesloten prespore.
Wateractivitelit 2 of relatieve waterdampdruk is de verhouding van de wa—

terdampdruk in een voedingsmiddel tot de waterdampdruk van zulver water bij
dezelfde temperatuur.

s . . O .
z-waarde De temperatuurstijging of -daling (uitgedrukt in C of 0F) die
nodig is om de D-waarde 10 maal zo klein, respectievelijk 10 maal zo groot te
maken,
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acidicfiel 67, 68, 200
Actincmycetales 40
Actinomycetes 47, 59
activering 16, 33-35, 153

de- 166

hitte- 116 e,v., 153
activeringsenergie 93
adaptatie 68
alkalische fosfatase 152, 155-157
ana8robe potten 1320
anisotrocp 24, 23
antibioticum 25, 26, 47, 81, 112
antiserum 81
appertisatie 136, 145, 192
Arrhenius-vergelijking 93
ascosporen 48 e,v.
ascug 55
aseptisch 155, 159, 163
a, 2, 65, 66, 101, 141, 202

Bacillaceae 40
Bacillus 113
— anthracis 75
- brevis 148
- cereus B e.v., 86 e,v., 124 e.v.,
184 e.v.
- circulans 113, 142, 153 e.v., 193
- coagulans 8 e,v,, 113 e,v,, 143,
161, 193 e.v.
- globigii 110, 111
- licheniformis 20, 113, 143,
149 e.v., 190, 123
~ macerans 3, 184, 199, 203
- macquariensis 100
- magaterium 113, 117, 184
- mycoides 3
— pantothenticus 115
-~ pasteurii 115
- polymyxa 19, 19%, 203, 207
- pumilis 113
- stearothermophilus 3 e.v.,
113 e,v., 164 e,v., 198 e,v,
- subtilig 6 e.v., 113 e.v.,
149 e.v, 184 e.v.
bactericfagen 78, 174
bactofuge 151, 157
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Clostridium botulipnum 133
Clostridium perfringens 132
Desul fotomaculum nigrificans 133
mesofiele Bacillus 122
mesofiele Clostridium 127
peychrofiele Bacillus 121
psychrofiele Clostridium 127
Sporolactobacillus inulinus 125
Sporolactobacillus ureae 134
thermofiele Bacillusg 123
thermofiele Clostridium 131
besmetting van:
- blancheur 188
- fruit 184
- gereedschap 181, 149
— groente 184
- grond 134, 142, 186
~ hulpstoffen 139
- ingredidnten 150
- kruiden 140, 183
- meel 139
- melk 148
+~ nest 148
- specerijen 139, 193
- uler 148
- verwerking 140
- vleezgrondstoffen 138
~ waswater 186-188
bestraling 31, 101, 102, 147
bewaren koud 154
bewaartemperatuur 173
bicassay 80
bitty cream 158
black desease 75
blancheren 63, 188, 189
blancheur 188, 189
bombage 133, 189
boterzuurgisting 151, 168-175
botulismus 75=-83
- bij dieren B2
- bij mens 75
—-diagnostiek 80
-ethiolegie 76
-preventie 81




therapeutische maatregelen tegen -
81
voorkomen van - 79
-ziekte 75
boutvuur 74
para- 74

calcium 11, 18, 22, 35, 206
carbolsmaak 159, 163
carboxylgroepen 23, 29, 30, 35
chromoscem 12, 13, i3
cleaning in place (CIP) 155
cleistothecium 56, 64
Clostridium 114
- bifermentans 132
- botulinum 3 e,v., 73 e.v.
- butyricum 114, 170, 199, 202
- chauvoel 74
- histolyticum 74
~ nauseum 128
- nigrificans, zie Desulfotomaculum
nigrificans
- novyt 74, 75
- pasteuriapum 187, 191, 199, 202
- pectinovorum 127
- perfringens 6 e,v., 84, 86, 100,
114
— septicum 74
- sordellij 74
- sporogenes 3 e.v,
- tetani 6, 73, 74
=~ tetanomorphum 128, 175, 177
- thermesaccharolyticum 3, 114, 131-
133, 194, 199
- tyrobutyricum 149 e.v.
cecat B8-10, 13, 21, 29
commitment 14, 51
conidia 41
conserven 65, 79
groente~ 197, 190
half~ 175, 181
tropen- 116, 195, 188
vruchten— 201-203
core, zie protoplast
cortex 10, 13, 21 e.,v,, 28 e.v., 59,
60
cultunr
rein~ 120, 174
cyste 19, 33, 36, 37, 44, 48
cyteplasma 11, 28, 32

de-activering 166

Desulfotomaculum nigrificans 3, 114,
115, 133, 134, 194, 199

diamincpimelinezuur 30

dipicolinezuur (DPA) 11 e,v., 34

bHa 7 e.v., 27, 102, 110, 114
dormancy l6, 26 e.v., 57, 176
dormant 16, 33, 37, 58, 117, 118
drogen 191
druk

hydrostatische - 26, 36, 38

mechanische - 23

osmotische - 19, 23, 27 e.v,
D-waarde 61, 66, 89 e,v.
Dyg-waarde 102-104

eiwitten 11, 20
enteritis

necrotiserende — 73
enterotoxemie 73
e ZYmen

spore- 7, 20, 21, 33
etherische clidn 203
ethyleenoxyde 109, 111, 140
exosporium 7 I
excotoxinen 73

fasecontrastmicroscoop 6, 17, 49, 58,
135

filtratietechniek 106

flat sour 122, 186 e.v.

formaldehyde 108, 109

fotoreactivering 105

F-waarde 60, 95 e.v., 137, 154 e.v.,
133 e.v.

fruit 184-207

gasgangreen 74

gasvorming in kaas 169 e,v,

genen 14, 47

gencem 11,13, 46

generatietijd 156

gevaarschatting 2

gietplaat 128, 129

gisten 3, 4, 33, 39 e.v.

glutaaraldehyde 108, 109

glycerol 31, 32

Good Manufacture Practices (GMP) 1,
71

gramnegatief 2, 114, 156

grampositief 114

gray 102

groente 184-207

grondstoffen 186

hara swell 199

hemoglobinurie 75
hitteresistentie 3, 61-65, 100-102
hittegevoelig 22, 29, 30, 67
homeogeniseren 119, 155
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houdbaarheid van:
- smeltkaas 175 e.v,
- melk 152, 157
aTST 155
hulpstoffen 139-141
hydratatie 29, 31

de- 31, 32
re—~ 30
hyfe 40, 53

hvgigne 64, 86, 140, 174
hygiénische maatregelen 190-192

inactivering 88-112
chemische ~ 105
inactivering door middel wvan:
- ethvlesnoxyde 109
- formaldehyde 108
- glutaaraldehyde 108
- hitte 88, 193-204
- Hp0z 106
— loniserende straling 102
- propyleenoxyde 111
- ultraviolette straling 103
- zuur 205
ingrediénten 116, 132, 150, 192, 193
initigle besmetting 144, 145, 187,
191, 192
ionen 35
kat- 28, 29, 35, 38
tegen- 28, 30, 35, 37
I.5.0. 119, 122, 129

kaas 149, 151, 168-175
katalase 151, 171
kiemcelwand 7, 12, 13, 21
kieming, zie ontkieming
kippe-eiwit 173
kleuring
alcian-blue- 29, 37
malachietgroen~ &
methyleenblauw- 163
nigrosine~ 120
knockmethods 200
koffiemelk 164
kruiden 109, 139, 140, 192
kuilvoer 174

laat-los 168

lag-fase 106, 228
lecithinase 124, 125, 157
letaliteitsfactor 96-99
levenscyclus van:

- Byssochlamys 45

- Mucor 44

-~ Saccharomyces 45
lichtbreking 6, 16, 27, 105
lysis 13
lysozym 2%, 25, 49, 130, 173
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mangaan 14, 21, 126
maturatiestadium 13, 16
nmedium, zie veoedingshodem
melk
gaedvaporeerde - 164
gepasteuriseerde - 155
gesteriliseerda — 159
rauwe ~ 148
melklipaze 155
melkpoeder 149, 166, 167
melkprodukten
gepasteuriseerde - 158
gesteriliseerds - 159
membraan 31, 35
binnenste - 13, 28
buitenste - 13, 28
cytoplasma- 12, 13
moedercel- 27
plasma- 12, 21, 31
voorspore— 27
spore- 35
mescmen 7, 12, 13
metalen 11
methemoglobinemie 190
Miller-Prickett-buizen 128, 129, 180
Minimal Inhibitory Concentration
(MIC} 105
morfologie 12, 13, 43-46
Most Probable Number (MPN) 128, 131
mycelium 40
pseudo- 40
mycotoxinen 41, 58, &3, 70
Myxcbacteriales 40

» Myxococcus 59

Myxomycetes 41

NCA 139, 187, 193

neurotrope intoxicaties 73

nigine 26, 112, 161, 173-177

nitraat 142, 151, 170-173, 189

nitriet 4, 10!, 127, 139, 142-146,
173, 189, 190

nucleinezuur 11, 21

nutriénten 14, 15, 18, 25

octanol 21
ondersterilisatie 165, 187
ontkieming van:

- Actincmycetes 59

- Bacillaceas 16-18, 35

- fungi &0

- Myxococcus 59
cpercn 14
opslag 147, 165, 198-200, 205
cpwarmtijd 120
csmotische druk 19, 23, 27 e,v.
overlevingscurve 31, 88, 102, 103,
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pasteurizatie
- van fruit 200
- van greente 200
HT3T- 155
laag- 151
- van vlees 136
pekelzouten 26
peptidoglycan 10, 11
perigo-factor 142
perithecium 56
permeabiliteit 12, 29
pH 67, 101, 143 e.v., 171, 202,
plasmamembraan 12, 21, 31
polyfosfaat 141, 175, 177,
prespore 13, 14, 15
procesberekening met behulp van:
- additiemethode 97, 98
- grafische methode 99,
proceskeuze 193-196
procescmstandigheden 196, 137
produkt
aangezuurd — 200-203
vars - 184
zour - 116, 200-203
propyleenoxyde 111
protoplast 11, 12
putrid swell 199

179

100

240 92 e.,v.,, 160

rad 1G2
radappertisatie 147
recovery—condities 101
redoxpotentiaal 61, 63, 81,
reincultuur 120, 174
reinigen 154, 161, 181, 186,
remmende factoren 144, 152,
resistentie 21-33, 26-37
hitte- 3, 61-65, 100-102
osmotische beheersing van de -
28-32
stralings- 103
resuscitatie 25

152,

191
154

riboscmen 7, 20 e.v.
RNa 7, 20, 21
roeryoghurt 167, 168
roken 137

rocmlaag 157
rotatie 196

schimmels 3, 4, 33, 39 e,v.
silage 170, 171, 206
slachten 138
slagroom 159
smeltkaas 149,
smeltzouten 175
snijworst 144

175-18C

205

168

specerijen 102, 109, 139, 193
spenen 148
spinazie 187, 18%
sporangium 49, 54
sSporen
asco- 48 e,v.
bacterie- 6-25, 39, 47

centrale - &

chlamydo- 41

endogene - 57

exogene — 57
geslachtelijke - 41, 55
gisgt~ 43

menno=- 57

myxo- 43, 46, 59
ongeslachtelijke ~ 41, 55
nre— 13-15

schimmel- 43
subterminale - 6
terminale - 6 7

voor- 13, 15, 27, 28, 37
xeno- 57
sporestructuur 7-11
sporevorming

- bij Actinomycetes 47
~ bij Bacillaceae 12-15,
—commitment 14, 51
endogene- 54, 55
endotrofe - 15
exongens — 53, 56
geslachtelijke - 46, 54, 56
- bij gisten 48
inductie van de - 14, 15
microcyclische - 15, 19
ongeslachtelijke - 46, 53, 54
- bij schimmels 52
sporewand, zie coat
sporicide 105, 203, 206
Sporolactobacillus 113, 134
- dnuiinusg 114, 125, 126,
Sporosarcina 113, 114
- ureae 113
sporostatisch 105
sporulering, zie sporevorming
sterilisatie
—controle 182-183
- van groente en fruit 193
kert-heoog— 159-163
lang-laag- 159-163
- van malk 159
- van smeltkaas 175-180
- in twee stappen 160-163
UHT- 93, 151, 159, 164,
sterilisatiesmaak 160
steriliserend effect 95,
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