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SazZetak: Prediktivna mikrobiologija ima za cilj da proceni broj bakterija u zavisnosti od parametara u okruzenju
uz kori§¢enje matemati¢kih modela. Za ispitivanje su izabrana tri psihrotrofna mikroorganizma: Bacilus Cereus,
Clostridium Botulinum i Listeria Monocytogenes. Primenjen je prediktivni model u softverskom paketu
ComBase, koriste¢i temperaturu i vreme kao osnovne parametre hladnog lanca. Raspon koris¢enih temperatura
za sva tri ispitivana mikroorganizma bio je od 5° C do 22° C. Kori§¢ene temperature su 5,7,12 i 22° C.
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Cold Chain Temperature Infuence Assessment

Abstract: Predictive microbiology aims to estimate the number of bacteria, depending on the parameters of the
environment using mathematical models. For the purposes of testing, three psychotroph microorganism were
chosen: Bacillus cereus, Clostridium botulinum and Listeria monocytogenes. The predictive model was provided
in the software package Combase, using temperature and time as the basic parameters of the cold chain. The
temperature range used for all three tested microorganisms was 5° C to 22° C. The used temperatures were
5,7,12 and 22° C.
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1. Uvod

U okviru programa bezbednosti hrane u poslednje vreme se koristi prediktivno modeliranje kao alat koji moze
biti koris¢en kao pomo¢ pri odluéivanju prilikom kreiranja efikasnijih sistema upravljanja hladnim lancem.
Glavni cilj prediktivnih modela je da matematicki opise verovatnocu rasta ili prezivljavanja specifi¢nih patogena
u hrani (ukupna flora kvara ili patogene populacije) pod odredenim uslovima. Modeli mogu da se koriste radi
predvidanja verovatnoc¢e rasta, vremena potrebnog do pojave rasta ili stepena samog rasta mikroorganizama.
Dobijeni rezultati omogucéavaju da ucesnici hladnog lanca rukuju hranom na odredeni naéin stvarajuéi
prihvatiljivo okruZenje (vreme/temperatura), a §to ima naucne osnove. U slu¢aju odstupanja, ovi podaci se mogu
koristiti za odredivanje efikasnih korektivnih mera, i §to je jo§ vaznije na ovim podacima se mogu zasnivati i
preventivne mere koje postaju sastavni deo sistema menadzmenta bezbednosti hrane (Vajda i saradnici 2016;
Nuin i saradnici 2008).

Primena prediktivne mikrobiologije moze da ima veliki znacaj i specifi¢nu ulogu u osiguranju bezbedne hrane u
svim sektorima prehrambene industrije, a samim tim i u industriji smrznute hrane koja tezi unapredenju svojih
tehnoloskih znanja i tome pojaca svoje napore za pronalazenje reSenja i strategije najbolje proizvodacke prakse
koja bi osigurala bolje upravljanje bezbednos¢u prehrambenih proizvoda.

2. Materijal i metod rada

MikrobioloSka analiza rizika je nova disciplina u sektoru bezbednosti hrane. Ova disciplina pokuSava da odredi
broj mikroorganizama u datom vremenu. U zavisnosti od ¢uvanja, prerade i rukovanja hranom, broj bakterija ¢e
se menjati. Prediktivna mikrobiologija ima za cilj da proceni broj bakterija u zavisnosti od parametara u
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okruzenju uz koris¢enje matematickih modela. Da bi ti modeli mogli da se pouzdano naprave i validiraju
podrebni su pre svega kvalitetni ekspeerimentalni podaci. U tu svrhu izabrana su tri psihrotrofna patogena
mikroorganizma, Bacilus Cereus, Clostridium Botulinum i Listeria Monocytogenes. Primenjen je preduktivni
model u softverskom paketu ComBase, koriste¢i temperaturu i vreme kao osnovne parametre hladnog lanca.

Temperatura je jedan od najvaznijih parametara koji utie na rast mikroorganizama. Celije rastu u okviru
potpuno odredenog raspona temperature rasta. Taj raspon rasta odreden je minimalnom temperaturom, ispod
koje su c¢elije metabolicki neaktivne, i maksimalnom temperaturom, iznad koje celije ne rastu. Izmedu tih
ekstrema je optimalna temperatura rasta pri kojoj ¢elije nsjbrze rastu i razmnozavaju se. Stoga, temperatura
okruzenja ne odreduje samo brzinu razmnoZavanja, ve¢ i mikroorganizama koji ¢e se razvijati i stepen aktivnosti
mikroorganizama. Raspon kori$¢enih temperatura za sva tri ispitivana mikroorganizma bio je od 5°C do 22°C
oponasajuc¢i temperature izmedu gornje preporucene temperature frizidera u domacinstvima (5°C) i sobne
temperature (22°C). Koriséene temperature su 5,7,12 i 22°C.

3. Rezultati istrazivanja

Boucillus cereus je jedan od najznac¢ajnijih patogena mikroorganizama u hrani koja se stvalja u grupu takozvanih
Reaoly-to-Eat proizvoda. Upravo zbog toga je u sistemu upravljanja bezbednos¢u hrane koja se proizvodi blagim
termi¢kim tretmanima radi ocuvanja prirodnih senzornih i nutritivnih svojstava i koja se mora cuvati na
hladnom, posebno vazna prevencija rasta Bacillus cereus i proizvodnja toksina.

Na grafikonu 1 prikazana je kriva rasta B.cereus na temperaturama 5,7,12 i 22°C. Iz grafikona se jasno uocava
kljucan uticaj temperature na rast.

Slika 1: Rast Bacillus cereus u uslovima pH7, aw 0,997, sa pocetnim brojem od 3 log CFU/g na temperaturama
od 5 (ljubiasta linija), 7 (narandzasta linija), 12 (zelena linija) i 22°C (plava linija).
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1z slike se vidi da temperature od 5 i 7°C ne dozvoljavaju rast Bacillus Cereus tokom 80 sati i da se sve vreme
posmatranja (100 sati) ne prelazi kritiCan broj Bacillus Cereus (broj za koji se smatra da ugrozava zdravlje
potrosaca) od 5 log CFU/g. Medutim, na temperaturama od 12 i 22°C rast pocinje ve¢ nakon 37 sati, odnosno
nakon 7 sati. KritiCan broj se dostize ve¢ nakon 60 sati, odnosno nakon 15 sati. Dobijeni podaci jasno pokazuju
kako se rok trajanja i menadzment bezbednosti i kvaliteta proizvoda mogu unaprediti koris¢enjem hladnog lanca.
U tabeli 1 su izneti podaci koji potvduju ove nalaze,a u kojoj je prikazana maksimalna brzina rasta i genraciono
vreme Baocillus Cereus na kori§¢enim temperaturama.
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Tabela 1: Maksimalna brzina rasta i generaciono vreme Bocillus cereus na temperaturama 5,7,12 i 22°C

Temperatura Maksimalna brzina rasta Generaciono vreme
(5°C) (log.conc/h) (u satima)
5 0,023 12,891
7 0,035 8,658
12 0,088 3,431
22 0,414 0,726

Izvor: Autori

Veoma je vazno istaci da je svaki prediktivni model okarakterisan odredenom nesigurnoscu, kao i svako drugo
predvidanje. Tako se vrednosti u slici 1 trebaju posmatrati kao prikaz statisticki najverovatnijih vrednosti, dok su
u tabeli 1 prikazane srednje vrednosti.

Prikazani rezultati potvrduju krucijalnu ulogu niske temperature §to je u saglasnosti sa istrazivanjima Doyle i
Beuchat (2007), Jaquette i Beuchat (1998) i Mahakarnchanakul i Beuchat (1999). Trend povecanja potro$nje
minimalno obradene hladne hrane predstavlja nove rizike u pogledu trovanja hranom. Pasterizacija smanjuje broj
nezeljenih vegetativnih ¢elija patogenih mikroorganizama i mikroorganizama kvara u hrani, produzuje rok
trajanja, pospesuje bezbednosti hrane, ali mikrobioloske spore koje uvek prezivljavaju pasterizaciju moraju biti
kontrolisane, koris¢enjem hladnog lanca tokom lagerovanja i transporta (1-8°C) i ograni¢enjem roka trajanja.

Na slici 2 prikazane su krive rasta Clostriolium botulinum na temperaturama 5,7,12 i 22°C odakle se, kao i kod
Boucillus cereus jasno uocava kljuan uticaj temperatura na rast. Minimalna temperatura rasta neproteoliticnih
slojeva Clostriolium botulinum je 3,3°C dok je kof Baucillus cereus to oko 4°C.

Slika 2: Rast Clostridium botulinum u uslovima pH7, aw 0,997, sa po¢etnim brojem 3 log CFU/g na
temperaturama od 5 (ljubiCasta linij), 7 (narandzasta linija), 12 (zelena linija) i 22°C (plava linija).
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1z prikazanih kriva rasta i ovde se uocava da temperatura od 5 i 7°C ne dozvoljavaju rast Clostriolium botulinum
tokom 100 sati. Medutim, na temperaturama od 12 i 22°C rast pocinje ve¢ nakon 22 sata, odnosno nakon 5 sati.
Ovo potvrduje da se i u slucaju Clostriolium botulinum rok trajanja i menadzment bezbednosti i kvaliteta
proizvoda mogu unaprediti koris¢enjem hladnog lanca. Podaci iz slike 2, gde su prikazani maksimalna brzina
rasta i generaciono vreme Clostriolium botulinum na temperaturama 5,7,12 i 22°C, potvrduju ove nalaze.
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Tabela 2: Maksimana brzina rasta i generaciono vreme Clostriolium botulinum na temperaturama 5,7,12 i 22°C

Temperatura Maksimalna brzina rasta | Generaciono vreme
(5°C) (log.conc/h) (u satima)
5 0,019 16,024
7 0,037 8,106
12 0,15 2,01
22 0,647 0,465

Izvor: Autori

Podaci koji su dobijeni se mogu posmatrati u odnosu na podatke koje su objavili Reskm i saradnici (2008) gde se
vidi da je pri temperaturama ¢uvanja proizvoda ispod 7°C broj uzoraka koji su sadrzali toksine znatno manji
nego na visim temperaturama ¢uvanja proizvoda.

Zbog sposobnosti razmnozavanja na niskim temperaturama Listeria monocytogenes se moZe na¢i i u
namirnicama ¢uvanim c¢aki i u zamrzivac¢u. Otuda je poStovanje hladnog lanca od izuzetne vaznosti u kontroli
rasta Listeria mnocytogenes, ¢ija je minimalna temperatura rsta -1,5°C i tice se svih strana ukljuc¢enih u lancu
proizvodnje i prerade hrane. Od proizvodnje do potro$nje rashladene i smrznute namirnice treba stalno da bude
na odgovarajucoj temperaturi (Perez-Tralllero i saradnici 2014; Daelman i saradnici 2013).

Na slici 3 su prikazane krive rasta Listeria monocytogenes na temperaturama 5,7,12 1 22 °C odakle se jasno vidi
klju¢ni uticaj temperature na rast. Pri modeliranju rasta L. monocytogenes u ovom radu koriS¢ene su nize
vrednosti inicijalne kontaminacije (1 log CFU/g).

Slika 3. Rast Listeria monocytogenes u uslovima pH7, aw 0,997, sa pocetnim brojem od1 log CFU/g na
temperaturama od 5 (ljubidasta linija), 7 (narandzasta linija), 12 (zelena linija) i 22°C (plava linija).

-'\-I

logcCFUfz

] B0 100
Vreme (sati)
Zakonski maksimalan dozvoljen broj Listeria monocytogenes u jelima spremnim za upotrebu je 2 log CFU/g
koji se na temperaturi od 22°C dostize za oko 10 sati, na 12°C za oko 35 sati, na 7°C za oko 80 sati, a na 5°C za

viSe od 100 sati Sto je potvrdeno rezultatima iznetim u tabeli 3 i radovima Wu i saradnici (2015), Kovacevi¢ i
saradnici (2013), Osaili i saradnici (2014) i Wang i saradnici (2015).
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Tabela 3: Maksimalna brzina rasta i generaciono vreme Listeria monocytogenes na temperaturama 5,7,12 i 22°C.

Temperatura Maksimalna brzina rasta Generaciono vreme
(5°C) (log.conc/h) (u satima)
5 0,021 14,566
7 0,031 9,743
12 0,075 4,005
22 0,27 1,113

Izvor: Autori

Tokom distribucije hrane realno je ocCekivati da temperatura fluktuira. Otuda je stalna kontrola temperature
tokom transporta i distribucije, kao i od maloprodaje do potrosaca od kljuéne vaznosti za spre¢avanje rasta ovih
patogenih mikroorganizama.

Zakljucak:

Bezbednost hrane osigurava se prvenstveno preventivnim pristupom, kao $to je primena dobre higijenske prakse
i primena postupaka utemeljenih na analizi opasnosti i principima sistema kriti¢nih kontrolnih tacaka (HACCP).
Mikrobioloski kriterijumi se mogu koristiti za validaciju i verifikaciju postupaka HACCP-a i drugih mera
kontrole higijene, imaju¢i u vidu minimalne temperature rasta relevantnih mikroorganizama. Stoga je vazno
utvrditi mikrobioloske kriterijume kojima se definiSe prihvatljivost procesa, kao i mikrobioloske kriterijume
bezbednosti hrane kojima se postavlja granica iznad koje se hrana treba smatrati neprihvatljivom za ljudsku
upotrebu. U postovanju ovih kriterijuma temperatura na kojoj se hrana ¢uva ima klju¢an, odnosno presudan
uticaj.
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