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Chlordioxid zur Reduktion von
humanpathogenen Mikro-
organismen bel der Salatwasche

Der Markt fur abgepackte verzehrfertige Frischsalate ist in den vergangenen Jahren stark
gewachsen. Fur die Herstellung von mikrobiologisch unbedenklichen Produkten wurde der
Zusatz von Chlordioxid (ClO,) zum Waschwasser auf sein Potenzial zur Minimierung relevanter
humanpathogener Mikroorganismen getestet. Dabei wurden auch wichtige Parameter der Pro-
duktqualitat, wie z.B. Farbe und Inhaltsstoffe, berucksichtigt. Eine ClO,-Behandlung ermdglicht
es, die Konzentration von Mikroorganismen im Waschwasser um 5 bis 6 log-Einheiten zu redu-
zieren, abhangig vom chemischen Sauerstoffbedarf (CSB-Wert). Farbe und Vitamin-C-Gehalt
der Salatblatter werden von der Behandlung nicht beeinflusst. Demnach ist CIO, zur Hygieni-

sierung von Salatwaschwasser geeignet.
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During recent years, the consumption of prepackaged ready-
to-eat salads has strongly increased. To facilitate the produc-
tion of microbiological safe fresh-cut products, the potential
of chlorine dioxide for decontamination of iceberg lettuce
during washing and its effects on external and internal
quality parameters of the produce were investigated. CIO,
application results in 5 to 6 log reduction of microorgan-
isms in the washing water, depending on its chemical oxygen
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demand (COD). Colour parameters and vitamin C content of
leaves were not affected by chlorine dioxide washing. There-
fore, chlorine dioxide is an appropriate sanitizer to minimize
human pathogens in lettuce washing water.

mm Die Beliebtheit von abgepackten Schnittsalaten hat in den
vergangenen Jahren rasant zugenommen, sodass diese Pro-
dukte immer stirker nachgefragt werden. Die Zunahme des
Verzehrs wird auf 10 bis 20 % pro Jahr geschitzt [1; 2]. Abneh-
mer sind sowohl private Haushalte als auch GroSkunden wie
Kantinen, Krankenhauser und Restaurants. Der Verbraucher
entscheidet beim Kauf von abgepackten Schnittsalaten nach
sensorischen Kriterien wie dem frischen und knackigen Aus-
sehen des Salates; von groBerer Bedeutung ist jedoch der mi-
krobielle Befall dieser frischen, leichtverarbeiteten Produkte.
Weltweit wird von einer steigenden Anzahl an lebensmittel-
verursachten Krankheitsausbriichen berichtet, von denen ein
nicht unerheblicher Anteil durch humanpathogene Mikroorga-
nismen auf Gemiise verursacht wurde [3]. Besonders drama-
tisch war die Krankheitswelle 2011 in Deutschland, verursacht
durch einen Shigatoxin produzierenden Escherichia-coli-Stamm
(STEC). Damals waren insgesamt 3785 Erkrankte und 45 Tote
zu verzeichnen [4].

Der Produktionsprozess fiir verzehrfertige Schnittsalate
ist sehr einfach: Das Gemiise wird sortiert, geschnitten, gewa-
schen, getrocknet und in Kunststofffolien verpackt. Um eine
hohe Qualitit der Produkte bis zum Ende der Mindesthalt-
barkeitsdauer (MHD) zu gewéhrleisten, hat die Deutsche Ge-
sellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie (DGHM) Richt- und
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Richt- und Warnwerte fiir abgepackte Mischsalate der DGHM (2007)

Table 1: Guidance and warning levels for prepackaged mixed lettuce from the DGHM (2007)

Richtwert/Guidance level

Warnwert/Warning level

Aerobe mesophile Koloniezahl/Aerobic mesophilic colony counts

Salmonella spp.

E. coli
L. monocytogenes

Hefen/ Yeasts

Schimmelpilze / Moulds

1x 102KbE g'/CFU g

5x 107 KbE g /CFU gV —

— Nicht nachweisbar in 25 g
not detectable in 25 g

1x 103KbE g'/CFU g
— 1x 102KbE g'/CFU g

1x105KbE g /CFUg" —
1x103KbEg'/CFUgT

1x 104 KbE g'/CFUg"

1) kbE: koloniebildende Einheit/CFU: colony-forming unit.

Warnwerte fiir relevante Mikroorganismen bei abgepackten
Schnittsalaten herausgegeben (Tabelle 1).

Die Produzenten von Ready-to-eat-Salaten sollen die Ein-
haltung dieser Werte bis zum Ende der Mindesthaltbarkeit ge-
wahrleisten, haben aber keinen Einfluss mehr auf das Produkt
bzw. dessen Lagerbedingungen, wenn dieses den Produktions-
standort verlassen hat. Unterbrechungen in der Kiihlkette die-
ser empfindlichen Produkte resultieren in erheblichen Verderb-
und Wegwerfraten. Es wird geschatzt, dass die vermeidbaren
und teilweise vermeidbaren Lebensmittelabfdlle aus Haushal-
ten in Deutschland zu 26 % aus Gemiise bestehen [5].

Das Risiko fiir mikrobiellen Befall von Schnittsalaten
macht die Einfithrung neuer, nachhaltiger und produktscho-
nender Hygienisierungsverfahren notwendig. In den vergan-
genen Jahren wurden daher verschiedene Desinfektionsmittel
auf ihre Eignung als Zusatz im Waschprozess getestet. Neben
chemischen Methoden wie dem Einsatz von ozontem Wasser,
Chlor, Wasserstoffperoxid oder organischen Sauren (z.B. Zitro-
nen-, Milch- oder Essigsdure) wurden physikalische Methoden
wie UV-C-Bestrahlung, gepulstes Licht oder Behandlung mit
Hochdruck untersucht [4; 6; 7]. Allerdings waren die unter-
suchten Methoden in ihrer Wirkung limitiert [z.B. 5; 8] oder/
und verursachten Produktschddigungen wie Texturverande-
rungen und Verbraunung [1; 9; 10; 11]. Auch erscheint die
technische Umsetzung oft problematisch, und zwar aufgrund
der chemischen Eigenschaften des Desinfektionsmittels (z.B.
Korrosivitdt bei Ozon und Essigsdure) und weiterer Einfluss-
faktoren wie Temperatur und Wasserturbulenzen. Dies gilt
nicht zuletzt auch fiir Verunreinigungen mit oxidierbaren
Stoffen, die die antimikrobielle Wirkung von Cl0O, verringern,
was durch den chemischen Sauerstoffbedarf (CSB-Wert) cha-
rakterisiert wird [12; 13; 14]. Der Einfluss des CSB-Wertes auf
den Hygienisierungserfolg bei der Wasche von Schnittsalaten
wurde jedoch bislang nicht systematisch untersucht und be-
schrieben.

Ziel der Untersuchungen war es, die Eignung von Chlor-
dioxid (CIO,) in der Salatwésche zu testen, um unerwiinsch-
te Mikroorganismen im Prozess zu eliminieren. Die Versuche

zur Hygienisierungswirkung von Cl0, im Modellwaschwasser
wurden mit CSB-Werten von 350 und 1000 durchgefiihrt, da
ein CSB-Wert von 350 nach eigenen Untersuchungen einem
durchschnittlichen Wert im Waschwasser eines Produktionsbe-
triebes von Schnittsalaten entspricht. Ein CSB-Wert von 1000
hingegen stellt einen Storfall dar, der z. B. durch den Ausfall der
Frischwasserzufuhr auftreten kann.

Gleichzeitig soll die Produktqualitidt durch die Behandlung
nicht beeintrachtigt werden. Daher wurden Untersuchungen
durchgefiihrt, die es ermoglichen, das Potenzial von Chlordi-
oxid zur Desinfektion von Salatwaschwasser abzuschéitzen. Zur
Beurteilung der Behandlungseffekte auf das Produkt wurden
exemplarisch Farbmessungen an Eisbergsalat nach der Be-
handlung und wihrend der Lagerung sowie Vitamin-C-Bestim-
mungen nach einer Chlordioxidbehandlung durchgefiihrt.

Material und Methoden
Die Inaktivierungsversuche fiir die relevanten Mikroorganis-
men wurden in kiinstlich erzeugtem Salatwaschwasser durch-
gefiihrt. Um dieses herzustellen, wurde aus einem Eisbergsa-
lat der Strunk entfernt und der verbleibende Kopf in Stiicke
von ca. 2 cm x 2 cm geschnitten und mit einem Stabmixer fein
piriert. Das Piiree wurde durch ein Teesieb gedriickt und der
erhaltene Saft durch Filtration (PE Filter, Porengrofe 330 um)
von den restlichen Feststoffen befreit. Aus dem resultierenden
Saft wurde der CSB photometrisch (Spektralphotometer CA-
DAS 200, Dr. Lange, Berlin, Deutschland; Thermostat LT 200, 2
Stunden bei 148 °C, Kiivettentest LCK 014, beides Hach Lange,
Berlin, Deutschland) ermittelt und durch Verdiinnen mit Lei-
tungswasser auf den gewiinschten Wert eingestellt.
Chlordioxid wurde aus dem Zwei-Komponenten-Produkt
der Firma Dr. Kiike (Hannover, Deutschland) hergestellt. Ent-
sprechend der Vorschrift wurden 250 ml DK-DOX aktiv (Kom-
ponente 1) durch Mischen mit 3,85 g DK-DOX Komponente 2
aktiviert. Das Fertigprodukt erreicht seine volle Aktivitat nach
24 h Reaktionszeit bei 30 °C. Die Chlordioxid-Konzentration
wurde photometrisch (Spektralphotometer DR 2800; Kiivet-
tentest LCK 310, beides Hach Lange, Berlin, Deutschland) be-
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stimmt und die bendtigte Konzentration durch Verdiinnung der
Stammlosung mit Leitungswasser eingestellt.

Die fiir die Versuche benétigten Mikroorganismen Escheri-
chia coli (DSMZ 19206), Listeria monocytogenes (DSMZ 20600)
und Salmonella enterica (DSMZ 17058) wurden als Kryokultur
(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany) bei-80 °C gelagert. Fiir
die Versuche wurde jeweils eine Kryokugel in 5 ml Nahrbouil-
lon (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland; E. coli und S. en-
terica) bzw. Hirn-Herz-Bouillon (Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland; L. monocytogenes) fiir 24 h bei 37 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde die optische Dichte der Bakteriensuspen-
sion bei einer Wellenldnge von 600 nm (BioPhotometer plus,
Eppendorf, Hamburg, Deutschland) gemessen. Dann wurde
die Hauptkultur entsprechend der optischen Dichte mit Nahr-
bouillon bzw. Hirn-Herz-Bouillon inokuliert und fiir 18 h bei
38°C geschiittelt (170 rpm), um eine Bakteriensuspension
von etwa 10? KbE ml! zu erzeugen. Die Zellzahl wurde mittels
Multisizer™ 3 Coulter Counter® (Beckman Coulter, Krefeld,
Deutschland) ermittelt und die Suspension entsprechend der
Versuchsparameter verdiinnt, sodass die Keimzahlen zu Ver-
suchsbeginn bei etwa 106 KbE ml! lagen. Parallel zu den be-
handelten Proben wurde eine Kontrollvariante mitgefiihrt.

Die Inaktivierungsversuche wurden jeweils in 50 ml Fal-
cons (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) durchgefiihrt. Dazu
wurden eine definierte Menge Salatsaft und die Bakteriensus-
pension vorgelegt und anschlieBend das bendtigte Volumen an
Cl0,-Losung hinzugefiigt (c(C10,) = 0, 10, 20 und 30 mg 1)
Der Inhalt wurde einmal durchmischt. Die Inaktivierung wur-
de nach einer Reaktionszeit von 1 bzw. 2 min durch Zugabe
einer dquivalenten Menge Natriumthiosulfat-Pentahydrat (Ap-
pliChem, Darmstadt, Deutschland) gestoppt. Die Wirkung der
Behandlung wurde durch Keimzahlbestimmung im Spatelver-
fahren ermittelt. Dazu wurden von der Kontrollvariante und
den behandelten Proben Verdiinnungsreihen in Ringerlosung
(Merck, Darmstadt, Deutschland) angelegt und ausplattiert
(Néhragar, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany, 24 h bei
37 °C). Das Detektionslimit lag bei 100 KbE ml!,

Farbmessungen wurden an einzelnen Eisbergsalatblattern
durchgefiihrt, die fiir 1 bzw. 2 min in wéssrigem ClO, mit Kon-

zentrationen von 10, 20 bzw. 30 mg I'! gewaschen, mit Wasser
abgespiilt und trocken getupft wurden. AnschlieBend wurden
die Blatter fiir 5 Tage bei 4 °C in geschlossenen Tiiten gelagert
und téglich gemessen (Konica Minolta CM-2600d, portables Ku-
gel-Spektralphotometer). Jede Probe wurde fiinfmal gemessen.

Der Vitamin-C-Gehalt in Romanasalat wurde nach 1- bzw.
2-miniitigem Waschen in ClO,-haltigem Wasser (c(ClO,)= O,
10, 20 und 30 mg I'!) mit dem Testset Reflectoquant (Merck,
Darmstadt, Deutschland) gemidB den Angaben des Herstellers
ermittelt. Fiir jede Probe wurden 3 bis 4 Salatblitter verwendet,
die zu einer Mischprobe vermengt wurden. Aus den Bldttern
wurde jeweils die Mittelrippe herausgetrennt, eine Blatthalfte
wurde fiir die Kontrolle verwendet, die zweite Halfte fiir die
Behandlungsvariante. Die Proben wurden in mundgerechte
Stiicke geschnitten (ca. 2 cm x 2 cm) und mit Wasser (Kontrol-
le) bzw. Cl0O,-haltigem Wasser gewaschen. AnschlieBend wur-
den die Proben mit Leitungswasser abgespiilt und vorsichtig
mit einem Kiichenpapier trocken getupft. Die Kontrollen und
die behandelten Proben wurden stets parallel fiir die Vitamin-
C-Messung bearbeitet. Dazu wurden sie in fliissigem Stickstoff
eingefroren und fein zermorsert. Das Mus wurde in einen Pa-
pierfilter gegeben, dann wurde das resultierende Filtrat in ei-
nem MultireaktionsgefaB (V = 2 ml, Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land) aufgefangen und dieses verschlossen. Fiir die Messung
wurde die Probe jeweils mit destilliertem Wasser (v/v =1 : 5)
verdiinnt. Fiir jede Variante wurden drei Proben analysiert,
jede Probe wurde dreimal gemessen.

Ergebnisse

Inaktivierung von Mikroorganismen in Salatwaschwasser
In Abbildung 1 wird exemplarisch die Abhéngigkeit der
keimabtétenden Wirkung von Cl10, vom CSB-Wert, d. h. von der
Verunreinigung des Wassers, bei S. enterica gezeigt. Wahrend
bei einem CSB-Wert von 350 und einer Einwirkzeit von 2 min
eine Verminderung von S. enterica bis unter die Nachweisgren-
ze moglich ist, reichen die gleichen Versuchseinstellungen bei
einem CSB-Wert von 1000 fiir eine Reduktion bis unter die
Nachweisgrenze nicht aus. Alle untersuchten Varianten resul-
tieren jedoch in einer signifikanten Reduktion des Bakteriums

CSB 350 / COD 350

(@)

1,0E407

1

1,0E406
1,0E405
1,0E404 -

1,0E+03

. enterica [efu ml

5. enterica [KbE mL*]

5.
=
=]
=2
T
=]
b1

1,0E+01
6 o5 1 15 2 25

Einwirkzeit [min] / Time of treatment [min]

Mittelwerte + StAbw, Nachweisgrenze (NWG): 102 KbE ml-'

detection limit: 102 CFU mi’

—&— c(C0,)= 10 mg I
—=— ¢(CI0y)= 20 mg I
—a— ¢(C10y)= 30 mg I

=== NWG/detection limit

Einfluss der ClO,-Konzentration auf die Keimzahl von S. enterica in Lésungen mit einem CSB von 350 (a) und 1000 (b), n =3,

Fig. 1: Effects of ClO, concentrations on S. enterica in solutions of COD 350 (a) and 1000 (b), respectively, n = 3, means + SD,

(b) CSB 1000 / cOD 1000

1,0E+07
% i!; 1,0E+06 \ e c(c10,)= 10 mg 1L
§ § 10Ev05 —a—cicioy)=20mg !

OE+D.

% g 10E+04 —I A— c[CI0,) =30 mg I'!
£ § 1,06+03
E ‘E * === NWG/detection limit

1,0E+D2
1,0E+01 - s s s s
o 0,5 1 15 2 2,5

Einwirkzeit [min] / Time of treatment [min]

LANDTECHNIK 69(4), 2014




188

METHODENENTWICKLUNG UND VERSUCHSTECHNIK

-

Table 2: Einfluss der ClO,-Konzentration auf die Keimzahl von E. coli und L. monocytogenes in Lésungen mit einem CSB von 350 und 1000,
n = 3, Mittelwerte + StAbw, Nachweisgrenze: 102 KbE ml-!

Table 2: Effect of ClO, concentrations on E. coli and L. monocytogenes in solutions of COD 350 and 1000, respectively, n = 3, means + SD,
detection limit: 102 CFU ml!

CSB 350,/C0D 350 ‘ CSB 1000/COD 1000
¢(Cl0,) [mg I'"] t [min]
0 1 2 | 0 1 2
E. coli [KbE mI']/E. coli [CFU mi']
0 2 106+ 5,3 10° 2108+ 4,5 10°
10 1102+ 1,7 102 <10? 4,1 102 + 3,4 102 4,9,102 + 1,1 10?
20 <102 <102 <102 5,7 102 + 8,9 102
30 <10? 2,510%+ 4,1 102 <10? <10?
L. monocytogenes [KbE mlI-'] /L. monocytogenes [CFU mI]
0 1,5 106 + 7,4,10° 6,9,10% £ 7,9,105
10 <10? 1,7 102 + 2,8 107 <10? 1108+ 1,7, 108
20 <10? <10? <10? <10?
30 <10? <10? <10? <10?

im Vergleich zur Kontrolle. AuBerdem nimmt die keimreduzie-
rende Wirkung erwartungsgemaB mit steigender C10,-Konzen-
tration zu.

Die Ergebnisse fiir E. coli und L. monocytogenes dhneln de-
nen von S. enterica stark (Tabelle 2). Fiir E. coli wurde ermittelt,
dass bei einem CSB von 350 bei einer Cl0,-Konzentration von
30 mg I und einer Einwirkzeit von 1 min bzw. bei 10 mg I!
und 2 min Einwirkzeit eine Reduktion bis unter die Nachweis-
grenze moglich ist - unbeachtet der Ausnahme bei ¢(ClO,) =
30 mg I'! und t = 2 min. Bei einem CSB-Wert von 1000 konnte
eine vollstandige Reduktion bis unter die Nachweisgrenze erst
bei einer CI0,-Konzentration von 30 mg 1" und einer Einwirk-
zeit von 2 min erreicht werden. Bei L. monocytogenes wurde so-
wohl bei einem CSB-Wert von 350 als auch bei 1000 eine Cl10,-
Konzentration von 20 mg I' und eine Einwirkzeit von 1 min
benotigt, um das Bakterium bis unter die Nachweisgrenze zu
reduzieren.

Einfluss der ClO,-Behandlung auf die Produktqualitat

Die Farbe des Eisbergsalats wurde durch die Behandlung mit
chlordioxidhaltigem Waschwasser unabhéngig von der CIO,-
Konzentration und Behandlungsdauer nicht signifikant veran-
dert. Auch wahrend einer fiinftagigen Lagerung konnten kei-
ne signifikanten Abweichungen der Helligkeit (L*) sowie der
Farbwerte a* (rot-griin) und b* (gelb-blau) von den Kontrollen
beobachtet werden (Abbildung 2).

Fiir die Analysen des Vitamin-C-Gehaltes wurde Romana-
salat verwendet, da dieser hohe Vitamin-C-Gehalte aufweist
und Anderungen dieses wertgebenden Inhaltsstoffes gut nach-
weisbar sind. In Eisbergsalat dagegen konnte in den Wintermo-
naten wenig bzw. kein Vitamin C nachgewiesen werden. Zu-
satzlich mussten die natiirlichen Schwankungen von Vitamin C
innerhalb des Salatkopfes und der einzelnen Blatter in die Ab-
schiatzung einbezogen werden. In unseren Untersuchungen
wurden durchschnittliche Abweichungen von ca. 8 % zwischen
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den Blatthalften ermittelt. Dies berticksichtigend wurden nach
der Chlordioxidbehandlung keine signifikanten Anderungen
im Vitamin-C-Gehalt im zur Keimreduktion relevanten Konzen-
trationsbereich von 20 bis 30 mg I'! beobachtet.

Schlussfolgerungen

Die Versuche zur Dekontamination von humanpathogenen Bak-
terien bei Salat wurden in kiinstlich erzeugtem Salatwaschwas-
ser durchgefiihrt. Dies ist notwendig, da dem Waschwasser
zugesetzte Hygienisierungsmittel auch mit Verunreinigungen
im Wasser reagieren [13]. Das Dekontaminationsmittel wird da-
durch aufgezehrt und steht fiir die Hygienisierung der Salatblat-
ter nicht mehr zur Verfiigung. Dies wiederum resultiert in einem
deutlich erhdhten Bedarf an Dekontaminationsmittel. Die Verun-
reinigungen des Waschwassers mussen daher fiir eine erfolgrei-
che Wasserbehandlung unbedingt beriicksichtigt werden. Die
Versuche ergaben auch, dass bei einem CSB-Wert von 350 alle
untersuchten Bakterien bis unter die Nachweisgrenze inaktiviert
werden kdnnen. Bei E. coli und L. monocytogenes wird dafiir eine
ClO,-Konzentration von 20 mg I'' und eine Einwirkzeit von 1 min
bendtigt, bei S. enterica 20 mg ' ClO, und 2 min Einwirkzeit.

Wird der CSB-Wert des Wassers auf 1000 erhoht, steigt
die bendétigte Einwirkzeit auf 2 min, um eine Inaktivierung von
E. coli bzw. L. monocytogenes bis unter die Nachweisgrenze
zu erhalten. Zusétzlich muss die ClO,-Konzentration bei E. coli
auf 30 mg I'" erhoht werden. Bei S. enterica konnte hingegen
keine Entkeimung bis unter die Detektionsgrenze erreicht
werden. Das beste Ergebnis, eine 4-log-Reduktion, wurde hier
bei einer Cl0,-Konzentration von 20 mg I'' und 2 min Einwirk-
zeit gefunden.

Der Zusatz von ClO; (¢(ClO3)max = 30 mg I’ t.x = 2 min)
zum Waschwasser bei Schnittsalaten ist damit nach derzei-
tigem Wissensstand ein geeignetes Mittel, um die relevanten
humanpathogenen Mikroorganismen im Wasser effektiv zu
inaktivieren. Die Untersuchungen zur Qualitdtsbestimmung
des Salates nach ClO,-Behandlung zeigten, dass eine Dekon-
tamination des Salatwaschwassers moglich ist, ohne die Farbe
und den Vitamin-C-Gehalt des Salates zu beeintrachtigen. Ge-
schmackstests miissen im Verlauf der weiteren Untersuchun-
gen noch durchgefiihrt werden.

In zukiinftigen Versuchsreihen muss auBerdem noch ge-
klart werden, ob die Inaktivierung ebenso erfolgreich ist, wenn
die Mikroorganismen auf der Salatoberflache anhaften. Zusétz-
lich sind Untersuchungen nétig, die die Nachhaltigkeit der Be-
handlungsmethode bis zum Ende der Mindesthaltbarkeitsdauer
belegen und in denen Riickstdnde des Dekontaminationsmit-
tels bzw. dessen Abbauprodukte auf dem Produkt Uberpriift
werden. Gegebenenfalls muss in einem weiteren Schritt iber
eine Nachbehandlung mit Leitungswasser diskutiert werden.

Bei einer zukiinftigen technischen Umsetzung missen die
Arbeitsschutzauflagen eingehalten werden. Eine Waschanlage
sollte daher mdglichst als geschlossenes System konzipiert
sein und Uber ein Warn- und Absaugsystem fiir den Havariefall
verfligen.
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