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Entwicklung eines innovativen Dekontaminationsverfahrens
als Technologieantwort auf zuklnftiges Qualitatsmanage-
ment im Nacherntebereich

1 Motivation und beabsichtigte technologische Entwicklung

Zu den wichtigen gartnerischen bzw. landwirtschaftlichen Kulturpflanzen gehdren Wurzel-
frichte wie Mohren und Kartoffeln. Sie spielen wegen ihrer erndhrungsphysiologischen
Bedeutung eine tragende Rolle in der menschlichen Ernahrung.

Mohren und Kartoffeln sind nach der Ernte sehr anfallig gegen Schadlinge und Krank-
heitserreger. Grol3e Probleme bestehen insbesondere bei gewaschenen, aufbereiteten
und verpackten Mohren und Kartoffeln auf ihrem Weg bis zum Verbraucher. Hohe
Temperaturen und Luftfeuchte in den Verpackungen bieten Mikroorganismen beste
Wachstumsbedingungen. Die Verderbnisrate ist, insbesondere in Jahren mit hohem
Befallsdruck durch Mikroorganismen, sehr hoch.

Gegenwartig sind die zur Verfigung stehenden Moglichkeiten zur Bekdmpfung von Er-
krankungen bei Wurzelfriichten stark limitiert und beschrénken sich auf eine verletzungs-
arme Ernte, schnelles Abtrocknen der Frichte und eine gute Durchluftung im Lager. Trotz
dieser Mal3nahmen sind die Verluste durch mikrobiellen Befall sehr hoch. EU-weit werden
die Verluste an Lebensmitteln durch Mikroorganismen auf etwa 30% geschatzt.

Das Ziel des FuE-Vorhabens war es, die derzeit betrachtlichen, mikrobiell bedingten
Verluste von Mohren und Kartoffeln auf dem Weg von der Aufbereitung tber den Han-
del zum Verbraucher zu minimieren. Im Rahmen des von der Fa. Schneider Férder-
technik GmbH und dem ATB beantragten Kooperationsprojektes sollte daher das Po-
tenzial von ozontem Wasser zur keimabt6tenden Behandlung von Wurzelgemiseober-
flachen nach der Wéasche untersucht werden, um, basierend auf grundlagenwissen-
schaftlichen Experimenten, eine Desinfektionsanlage im Pilotmal3stab zu entwickeln.

Obwonhl im Bereich der mikrobiellen Qualitatssicherung ein erhdhter Bedarf seitens der
verarbeitenden Betriebe besteht, ist eine derartige Desinfektionsanlage bisher nicht auf
dem Markt erhaltlich und sollte im Rahmen des innovativen Lésungskonzeptes entwickelt
werden.

Beispiel fur eine Mohrenerkrankung ist die Schwarzfleckigkeit, verursacht durch die Pilze
Alternaria radicina und Mycocentrospora acerina, die zum Verderb der Méhren fuhrt.

Beispiele fur Erkrankungen bei Kartoffeln sind die Schwarzbeinigkeit und die Nassfaule,
hervorgerufen durch die Bakterien Pectobacterium carotovorum spp. carotovorum und
atroseptica. Diese sind besonders gefahrlich, da sie zum Totalverlust der Ernte flhren
konnen. Befallen werden sowohl die Kartoffelpflanze als auch die Knollen. Andere Erkran-
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kungen, wie die Schleimkrankheit, hervorgerufen durch das Bakterium Ralstonia solana-
cearum, unterliegen der Meldepflicht und haben ein 4-jahriges Anbauverbot zur Folge.

Die Verbreitung der Bakterien ist vielfaltig. Neben der Ubertragung auf dem Feld durch
das Bodenwasser kdnnen die Knollen im Lager, beim Sortieren und Abpacken kontami-
niert und infiziert werden. An der letztgenannten Stelle sollte der Losungsansatz greifen
und die Ubertragung der Mikroorganismen durch Desinfektion mit ozontem Wasser mi-
nimiert werden. Bekannt ist, dass Ozon sowohl bakterizid als auch fungizid wirkt. Darauf
aufbauend sollte ermittelt werden, bei welchen Ozonkonzentrationen und Einwirkdauern
eine Wirkung auf die bei Méhren und Kartoffeln relevanten Mikroorganismen zu ver-
zeichnen ist, und daraus, gemeinsam mit dem Industriepartner, eine Methode zur Appli-
kation des Ozons auf der Gemiuseoberflache erarbeitet werden. Daraus resultierend
sollte von der Fa. Schneider Férdertechnik GmbH eine Desinfektionsanlage im Pilot-
malf3stab entwickelt und gebaut werden.

Das vom ATB zu bearbeitende Teilprojekt , Untersuchungen zur Wirksamkeit von
Ozon, Methodenentwicklung zur Ozonapplikation“ soll folgende Aufgaben erfillen:

Die zielgerichtete Behandlung von Wurzelgemiise mit Ozon verlangt grundlegendes
Wissen uUber die Zusammenhange zwischen Ozonkonzentration, Behandlungszeit,
Wassertemperatur, Wasserverschmutzung und der Schadigung von Mikroorganismen.
Dabei missen die physiologischen (Oberflachenbeschaffenheit der Produkte, z.B. bei
Frih- und Lagerkartoffeln) bzw. qualitativen Eigenschaften der Produkte berlicksichtigt
werden. Oberstes Gebot ist es, das Gemuse bei der Behandlung nicht zu schadigen.

Grundlegend fur die Prozessauslegung sind die vom ATB zu ermittelnden Inaktivie-
rungskinetiken, wobei folgende Parameter zu bestimmen sind:

o die letale Ozonkonzentration, bei der eine Schadigung der relevanten Keime auf
der Produktoberflache eintritt,

e die Abhéangigkeiten der Loslichkeit von Ozon in Wasser (u.a. Temperatur, Was-
serbewegung)

¢ die konzentrationsabhangige Behandlungszeit unter Beriicksichtigung des Inakti-
vierungserfolges.
Aus der Gesamtheit der Ergebnisse sollen die idealen Prozessbedingungen ermittelt
und in ein Anlagenmodell umgesetzt werden.

Im Anschluss an die Laborversuche soll eine geeignete verfahrenstechnische Methode
entwickelt werden, die diesen Ansprichen genitgt und einen geringen Ozonverlust
durch Ausgasen aufweist, d.h. eine hohe Arbeitssicherheit an der Anlage gewahrleistet.

Die gewonnenen Ergebnisse sollen kontinuierlich an die Fa. Schneider Fordertechnik
GmbH weitergegeben und diskutiert werden, die unter Zuhilfenahme der Forschungser-
gebnisse eine Desinfektionsanlage im Pilotmaf3stab konstruieren, bauen und optimieren
soll. Die Funktionsttichtigkeit und Sicherheit der Pilotanlage soll dann im Versuchbetrieb
getestet werden. Dies ist notwendig, da in den Laborversuchen zwar die optimale
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Ozonkonzentration fur die Gemusebehandlung ermittelt und Sicherheitsempfehlungen
erarbeitet werden, es aber nicht sichergestellt werden kann, dass bei der Mal3stabsver-
groRerung die notwendige Ozonkonzentration fir den Desinfektionsprozess aufrechter-
halten werden kann. Ursache hierfur kbnnen Wechselwirkungen zwischen dem Ozon
und Inhaltstoffen der Mohren und Kartoffeln sein, die durch Verletzungen der Wurzel-
frichte, Temperaturveranderungen der Desinfektionsflissigkeit sowie Storeffekte durch
Schmutz/Erdpartikel bei unzureichender Wasche auftreten kdnnen. Die Pilotanlage soll
im ATB aufgebaut, das Wurzelgemiise im laufenden Betrieb beprobt und die Einhaltung
der Sicherheitsstandards fir Ozon Uberprift werden.

2 Ozon zur Hygienisierung von Méhren und Kartoffeln
2.1 Einleitung

Am 13.3.1839 berichtete der Chemiker Christian Friedrich Schoenbein vor der Naturfor-
schenden Gesellschaft in Basel Gber die Entdeckung eines neuen Stoffes, der sich bei der
Elektrolyse von Wasser an der positiven Platin-Elektrode neben Sauerstoff bildete, und
gab diesem Stoff den Namen Ozon (gr. ozein = riechen). Die erste schriftliche Mitteilung
folgte 1840 [1]. Die erste technische Apparatur zur Erzeugung von Ozon wurde 1857 von
Werner von Siemens gebaut. 1880 berichtete der irische Chemiker Walter N. Hartley Giber
das Absorptionsspektrum des Ozons, dessen Schwerpunkt bei 265 nm lag: das Ozon war
also fur die Absorption des Sonnenlichtes im ultravioletten Bereich verantwortlich. Die ers-
te exakte Bestimmung des Molekulargewichtes von Ozon gelang A. Ladenburg erst in den
Jahren 1898/99 (M=48). Eine erste umfassende Darstellung zur Ozon-Chemie erschien
im Jahre 1916 [2]. Schnell entwickelte sich Ozon nachfolgend in der organischen Chemie
zum klassischen Reagenz fir die Spaltung von Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindungen.
Die Untersuchung der bei dieser Ozonolyse entstehenden Spaltungsprodukte, wie Alde-
hyde und Ketone, ermdglicht eine Strukturbestimmung des Ausgangsmolekiils [3]. Die
starke Oxidationswirkung des Ozons wird auch in der organischen Synthese genutzt [4].
Seit einigen Jahren wird Ozon ebenfalls in der Trinkwasseraufbereitung eingesetzt, da
man schnell erkannte, dass dieses starke Oxidationsmittel fungizid, viruzid und bakterizid
wirkt.

Die Darstellung von Ozon erfolgt in der Regel tber stille elektrische Entladung aus mole-
kularem Sauerstoff O,. Dabei wird die Bindung eines Sauerstoffmolekils aufgebrochen,
so dass man 2 Sauerstoffatome erhdlt, die in einer zweiten Reaktion mit zwei weiteren
Sauerstoffmolekilen zu zwei Ozonmolekilen reagieren. Die erste Reaktion ist dabei en-
dotherm, d.h. die Reaktion findet nur unter Energiezufuhr statt, die zweite Reaktion ist exo-
therm, so dass in diesem Schritt wieder Energie frei wird.
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498,6 kl+0, = 20
20+20, ¥ 20,+213kJ

2856 kJ+30,+— 20,

In der Gesamtbilanz muss eine Bildungswarme von 142,8 kJ/mol aufgewendet werden.
Ozon gehdrt daher zu den thermodynamisch instabilen (kinetisch metastabilen) Verbin-
dungen und neigt unter Bildung von Sauerstoff zum Zerfall. Die Zerfallsgeschwindigkeit ist
dabei stark abhéngig von den auf3eren Faktoren. Im Wasser zahlen dazu u.a. die Tempe-
ratur und die Wasserbewegung.

Das Einbringen von Ozon in Wasser ist nicht in unbegrenztem Umfang maoglich, sondern
unterliegt physikalischen Gesetzmalfigkeiten. Diese sind ursachlich fur die starke Tempe-
raturabhéngigkeit der Loslichkeit von Ozon in Wasser. Mit steigender Wassertemperatur
nimmt die Ldslichkeit des Ozons stark ab (siehe Bild 1), so dass ein Arbeiten mit ozontem
Wasser nur bei niedrigen Wassertemperaturen von bis zu 10°C sinnvoll ist.

0,45
0,4
0,35 A
0,3
0,25 ~
0,2
0,15 A
0,1
0,05

0 T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Temperatur T [°C]

relative Loslichkeit s

Bild 1: Ozonl6slichkeit s in Abh&ngigkeit von der Temperatur der L6sung

Ein weiterer Aspekt, der nicht unbeachtet bleiben darf, ist die grof3e Reaktivitdt von Ozon
gegenuber ungesattigten Kohlenwasserstoffverbindungen. Hier greift das Ozon gezielt die
Doppelbindungen an und bricht diese auf. Dadurch entstehen neue Verbindungen, bevor-
zugt Alkohole, Ketone und Aldehyde mit geringeren Molekulargewichten, die leichter bio-
logisch abbaubar sind. Fir den Einsatz in der Gemisewdasche ist diese Tatsache von
grolRer Bedeutung, da Ozon somit auch mit allen weiteren Verunreinigungen des Wasch-
wassers reagiert, wenn es sich dabei um Verbindungen handelt, die Doppelbindungen
enthalten. Dies resultiert in einem unerwiinschten Ozonverbrauch, dessen Hohe nicht ab-
schatzbar ist.
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Um ozonhaltiges Wasser zur Hygienisierung von Wurzelgemuse einsetzen zu kénnen,
bedarf es daher einer Reihe von Untersuchungen, in denen die oben genannten Einfluss-
faktoren untersucht werden mussen.

2.2 Laboruntersuchungen zum Temperatur-, Konzentrations- und Zeitverhalten
von Ozon

Der Einsatz von ozontem Wasser zur Hygienisierung von gartenbaulichen Produkten er-
fordert grundlegendes Wissen Uber das Verhalten von Ozon in Wasser. Grof3en Einfluss
auf die Ozonkonzentration haben dabei die Temperatur des Wassers und die Wasserbe-
wegung. Fur die Entwicklung einer Dekontaminationsanlage sind daher entsprechende
Kenntnisse unabdingbar. In Laborversuchen wurden daher im ATB Versuche zum Abbau
von Ozon im Wasser durchgefihrt, wobei variierende Wassertemperaturen und Turbulen-
zen untersucht wurden. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen wurden dann an die Firma
Schneider Fordertechnik weitergegeben und dienten als Grundlage zur Entwicklung einer
Waschanlage.

2.2.1 Material und Methoden
Ozonerzeugung

Fur die Laborversuche wurde der Ozongenerator ,Bewazon 1' (BWT, BRD) mit einer
Ozonleistung von 0,02 g/min Ozon eingesetzt. Die Temperatur des Wassers wurde
Uber den angeschlossenen Kryo-Thermostaten 45 (Haake, BRD) reguliert. Die Ozoner-
zeugung an der von der Firma Schneider entwickelten Versuchsstrecke erfolgte mit
dem Ozongenerator ,Legiomed’ (BWT, BRD) mit einer Ozonleistung von 0,12 g/min
Ozon. Die Temperatur des Wassers wurde ebenfalls tber den angeschlossenen Kryo-
Thermostaten 45 (Haake, BRD) reguliert.

Ozonmessverfahren

Die Bestimmung der Ozonkonzentrationen im Wasser erfolgte photometrisch. Dazu wur-
den dem zu analysierenden Wasser Proben entnommen. Durch Zusatz von Diethyl-p-
phenylen-diamin (DPD) entsteht ein roter Farbstoff, dessen Farbintensitat der Ozonkon-
zentration in der Probe proportional ist.

Die Ozonmessung erfolgte mit dem Photometer LASAR 2 plus (Bruno Lange, BRD) und
dem dazu angebotenen Kivettentest Chlor/Ozon bzw. gemafd der Analysenvorschrift des
DVGW-Arbeitskreises. Beide Messverfahren beruhen auf derselben Methode.
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Analysenvorschrift des DVGW-Arbeitskreises:
Bendtigte Reagenzien:
1. Pufferreagenz: 20 g Kl
7,3 g NapHPO4 x 2H,0
3,5 g KH,PO, pro Liter

DPD-Reagenz: 4 g H,SO4 (97%) im 100 ml Kolben mit H,O verdinnen;
1,5 g DPD-Sulfat dazugeben und auf 100 ml auffllen

Durchfihrung:

In einem 25 ml-Kolben wurden 5 ml Pufferreagenz vorgelegt, dazu wurde mdglichst
schnell 20 ml ozonhaltige Losung gegeben, d.h. der Kolben wurde bis zur Markierung auf-
gefillt. Nach Durchmischen wurden 0,2 ml DPD-Reagenz einpipettiert, geschiittelt und
nach 2 Minuten vom Zeitpunkt der DPD-Zugabe im Photometer bei 510 nm gemessen.

2.2.2 Untersuchungen zur Ozonstabilitat in Wasser
Versuchsdurchfuhrung:

Es wurden Versuche bei folgenden Wassertemperaturen durchgefuhrt: 20°C, 15°C,
10°C und 5°C. Dazu wurde ozontes Wasser dem Ozongenerator entnommen. Das
ozonte Wasser wurde in 2 Liter Becherglaser gefillt. Um die Wassertemperatur wah-
rend der Messungen konstant zu halten, wurden die ozonhaltigen Wasserproben mit
Eiswasser gekuhlt. Die Konstanz der Probentemperatur wurde mit einem Thermometer
geprift. Um das Ausgasen von Ozon aus dem Wasser weitgehend zu vermeiden, wur-
den die Becherglaser mit Uhrglasern abgedeckt.

Des weiteren wurden gezielt Turbulenzen in den Wasserproben erzeugt. Dazu wurden
die Wasserproben fur die Dauer der Messungen durch einen regelbaren Magnetrihrer
,VARIOMAG’ (Merck, BRD) geruhrt. Es wurden folgende Wasserbewegungen unter-
sucht: ungerthrt, U = 500/min, 1000/min.

Damit ergaben sich 12 Abbauvarianten, die untersucht wurden.

Ergebnisse:

Vergleicht man die Abbaukurven der ungertihrten Wasserproben miteinander (Bild 2)
kann festgestellt werden, dass die Ozon-Abbaugeschwindigkeit mit zunehmender Wasser-
temperatur steigt.
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Bild 2: Ozonabbau in ungeriihrtem Wasser bei unterschiedlichen Wassertemperaturen

Entsprechendes gilt fir die unterschiedlichen Ruhrgeschwindigkeiten. Je turbulenter die
Bewegungen im Wasser sind, desto schneller findet der Abbau von Ozon im Medium statt
(Bild 3 und Bild 4). Bendtigt man fur den kompletten Abbau des Ozons in einer geriihrten
(U = 1000/min) Wasserprobe (Bild 4) mit einer Ozonstartkonzentration von 1,5 ppm und
einer Wassertemperatur von 5°C etwa 40 Minuten, so findet man in einer ungerihrten
Referenzprobe nach dem gleichen Zeitraum noch etwa 0,9 ppm Ozon wieder.
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Bild 3: Ozonabbau in geriihrtem Wasser (U = 500 / min) bei unterschiedlichen
Wassertemperaturen
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Bild 4: Ozonabbau in gertihrtem Wasser (U = 1000 / min) bei unterschiedlichen
Wassertemperaturen

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sowohl zunehmende Wassertempe-
raturen als auch zunehmende Turbulenzen im Wasser den Ozonabbau fordern. Beim
Bau einer Desinfektionsanlage durch die Firma Schneider Fordertechnik muss daher
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darauf geachtet werden, dass Wasserturbulenzen weitgehend vermieden werden. Des
weiteren sollte die Anlage bei Temperaturen zwischen 5 und 10°C betrieben werden, da
bei hoheren Temperaturen eine konstant hohe Ozonkonzentration nicht gewahrleistet
werden kann.

2.2.3 Einfluss der Tropfengré3e und des Disenabstandes auf den Ozonabbau

Nach der Ermittlung der letalen Ozon-Dosen fir die relevanten Mikroorganismen war ge-
plant, das ozonhaltige Wasser tUber Disen auf das Wurzelgemuse zu applizieren. Im Ver-
lauf der Untersuchungen wurde jedoch eine Arbeit von japanischen Wissenschaftlern ver-
offentlicht, die zu einer Anderung unserer Planungen gefihrt hat und daher an dieser Stel-
le nicht unerwéhnt bleiben darf. Fujiwara und Fuji [5] untersuchten den Einfluss der Trop-
fengréRe und des Abstandes Duse-Produkt auf die Ozonkonzentration im Wasser, wenn
Dusen eingesetzt werden. Der verwendete Versuchsaufbau ist in Bild 5 dargestellt:

Sprayer nozzie

(Nozzle S, M or L) \ 1’
i

Sprayer

Petri dish with silicone oil of

0.3 mm thickness Spray distance

(0.5 m for DOC
or Empty beaker \ measurement)
Stand

Bild 5: Versuchsanordnung zur Bestimmung des Einflusses von Tropfengré3e und Disenabstand
auf die Ozonkonzentration im Wasser [5]

Ausgehend von einer Ozonkonzentration von 2,2 ppm direkt vor der Dise sank die Ozon-
konzentration je nach Dusensorte auf Werte zwischen 0,65 und 0,4 ppm Ozon direkt nach
Verlassen der Duse (Abstand Dise — Probennahmestelle: 5 cm). Der Ozonverlust nahm
mit zunehmendem Abstand zu, so dass in einem Abstand von 75 cm fast kein Ozon mehr
im Wasser enthalten war, unabhangig von der Dusensorte. Einen Uberblick (iber die Ver-
suchsergebnisse gibt Bild 6.



16 Hassenberg, Geyer

0.8

A Nozzle L
(SMD: 0.576 mm)
y = 0.7498¢ 0209

0.6 - T+ Nozzle M
(SMD: 0.270 mm)

L y = 0.6764¢0-248x
o

E 04 O Nozzle S

ol (SMD: 0.187 mm)
o y = 0.4425¢90-241x

‘o L
0 | | | |
0.05 0.25 0.50 0.75
Spray [m]

Bild 6: Ozonkonzentration im Wasser in Abhéngigkeit von Tropfengré3e und Abstand [5]

Diese Veroffentlichung zeigt deutlich, dass eine Applikation von ozontem Wasser auf der
Produktoberflache von Mohren und Kartoffeln durch Spriihen wirkungslos bleiben muss,
da nahezu kein Ozon mehr im Spruhstrahl enthalten ist, wenn das Wasser auf dem Pro-
dukt auftrifft. In Folge dessen musste der Plan einer Sprihapplikation verworfen werden.
Eine alternative Behandlungsart zur Desinfektion der Produkte musste daher gefunden
werden.

In enger Zusammenarbeit mit der Firma Schneider Fordertechnik wurde entschieden, die
Produkte durch Eintauchen in ozontes Wasser zu hygienisieren. Auf Grund einer Arbeit
von Pschera [6] und den Erfahrungen des ATB ist es hierbei notig, die Produkte im Durch-
fluss zu behandeln, um eine konstant hohe Ozonkonzentration im Wasser garantieren zu
konnen. Ursache ist die grol3e Reaktivitat des Ozons mit allen Doppelbindungen in Koh-
lenwasserstoffverbindungen. Das Eintauchen in ozontes Wasser resultiert damit in einer
raschen Abnahme der Ozonkonzentration und wirde ebenso wirkungslos bleiben wie das
Bespruhen mittels Disen. Die Produkte sollten daher mit ozontem Wasser im Durchfluss
umspult werden.
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3 Hygienisierung von Méhren und Kartoffeln mit ozontem Wasser
3.1 Auswahl der Testorganismen

Im Rahmen des Projektes sollte die Wirkung von Ozon auf 3 Mikroorganismen untersucht
werden, die grof3e wirtschaftliche Schaden bei Méhren und Kartoffeln verursachen kén-
nen. Die Wahl fiel dabei auf das Bakterium Pectobacterium carotovorum und die Pilze
Thielaviopsis basicola und Phytophthora infestans. Alle 3 Mikroorganismen fuhren zum
vorzeitigen Verderb der Produkte und sollen nachfolgend vorgestellt werden.

3.1.1 Pectobacterium carotovorum

P. carotovorum zahlt zu der Familie der Enterobacteriaceae und ist als phytopathogen
eingestuft. Bis vor einigen Jahren wurde das Bakterium als Erwinia carotovora bezeichnet
[7]. Es handelt sich dabei um bewegliche gram-negative, fakultativ-anaerobe, begeil3elte
Stéabchen (0,5-1 x 1-3 um) (Bild 7, links).

Das Bakterium ist der Erreger der bakteriellen Nassfaule und der Schwarzbeinigkeit.
Sein Befall verursacht hohe Ernteverluste und Lagerschaden an Gemuse. Die entste-
henden Verluste in der Welt durch Nassfaulen werden auf 50 bis 100 Millionen Dollar
allein bei Kartoffeln geschatzt [8].

Die Gattung Pectobacterium ist in finf Unterarten unterteilt [9]. Viele der Subspezies ver-
ursachen irreversible Schaden an den Pflanzen. P. carotovorum spp. carotovorum verur-
sacht Nassfaule bei M6hren, Kohlarten, Gurken, Salat und Zwiebeln. Die Ausbreitung des
Bakteriums im Gemuse bewirkt einen breiigen Zerfall des Gewebes, das letztlich nur noch
durch die Schale zusammengehalten wird [10]. Durch verschiedene Hydrolasen werden
die Mittellamellen und die Zellwénde des pflanzlichen Gewebes angegriffen. Das feste
Gewebe wird in eine wassrige, schwammige Masse verwandelt, die als Nassfaule be-
zeichnet wird. Die Zellmembran wird so stark geschadigt, dass l6sliche Zellinhaltsstoffe in
die Interzellularen austreten. Die dadurch anfallenden Stoffe und bei der Hydrolyse ent-
stehende Monosaccharide dienen den Bakterien als Nahrungsquelle. Zur Visualisierung
des Befalls an einer Kartoffel dient Bild 7, rechts.

Reine Faule weist einen modrig-muffigen Geruch auf, im Fall von Mischfaule mit anderen
Bakterien oder Pilzen ist der Geruch als widerlich stinkend zu bezeichnen.
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Bild 7: P. carotovorum (links; http://www.sanger.ac.uk/Info/News-releases/ 2004/040720.shtml),
mit P. carotovorum befallene Kartoffel
(rechts; http://www.agri. gov.il/ gilat-molcho/ blackleg_hebrew.html)

3.1.2 Phytophthora infestans

P. infestans zahlt zur Familie der Pythiaceae und gehoért zum Gattungstyp einer Pilzgrup-
pe mit etwa 60 Arten, von denen die meisten hoch wirtsspezifisch und Urheber verschie-
dener Pflanzenkrankheiten sind [11]. Morphologisch sind sie durch ein vielkerniges, un-
septiertes Myzel ausgezeichnet, dessen Wande — im Gegensatz zu den meisten ubrigen
Pilzen — aus Glukanen und Zellulose statt aus Chitin bestehen. Der Pilz kann sich sowohl
asexuell als auch sexuell vermehren. Die asexuelle Entwicklung verlauft Uber die Bildung
von nierenférmigen Zoosporen, die meist in zitronenférmigen Sporangien gebildet werden
(siehe Bild 8, links) [12].

Bild 8: P. infestans (links; http://ipm.cornell.edu/nysipm/ publications/blight/de), mit P. infestans
befallene Kartoffel (rechts; http://www.fito-info.bf.uni-lj.si/SI/Org-anizmi/sistemat/b1.htm)

Da P. infestans bezulglich seiner Wirte hochspezialisiert ist, ist der Wirtskreis sehr klein.
Kartoffeln und Tomaten sind die wichtigsten, landwirtschaftlich genutzten Wirtspflanzen.
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Die Infektion von Kartoffelknollen erfolgt durch weit getffnete Lentizellen, Gber Augen,
Wachstumsrisse und durch mikroskopisch kleine Verletzungen sowie Haarrisse [13, 14,
15]. Am haufigsten erfolgt eine Infektion bei der Ernte, wenn mit Sporangien verseuchte
Erde in feine Haarrisse gedrtickt wird. Auf der Knollenoberflache entstehen dann unre-
gelmaRige, bleigraue Flecke, die wéahrend der Lagerung etwas einsinken. Beim Auf-
schneiden der Knollen finden sich braune Verfarbungen, die nicht deutlich gegen das ge-
sunde Gewebe abgegrenzt sind (siehe Bild 8, rechts). Der Befall mit P. infestans ist von
grofRer wirtschaftlicher Bedeutung, da der Pilz zu vollstandigen Ernteverlusten fihren
kann.

3.1.3 Thielaviopsis basicola

T. basicola ist ein bodenburtiger Pilz, der zu den Deuteromyceten (Fungi imperfecti) ge-
hort. In der Literatur findet man den Pilz noch oft unter seinem alten Namen: Chalara ele-
gans.

Uber die morphologischen Variationen und die genetische Vielfalt des Pilzes ist bislang
wenig bekannt [16]. Der Pilz vermehrt sich durch die Bildung von Endoconidien und dick-
wandigen pigmentierten Chlamydosporen (siehe Bild 9, links).

Bild 9: T. basicola (links; http://www.ext.vt.edu/pubs/plantdiseasefs/450-606/ 450-606.html),
mit T. basicola befallene Mdhren
(rechts; http://plantpathology. tamu. edu/Texlab/ Vegetables/Carrot/brr.html)

Der Pilz verursacht bei vielen Kulturen eine schwarze Wurzelfaule, die sich an den oberir-
dischen Pflanzenteilen durch unspezifische Né&hrstoffmangel-Symptome und Kimmer-
wuchs bemerkbar macht. Die schwarze, von Chlamydosporen besiedelte Wurzelrinde be-
fallener Pflanzen ist weitgehend zerstort und kann keine Wasser- und Nahrstofftransport-
aufgaben mehr wahrnehmen. Als Wirtspflanzen gelten einjahrige Kulturen wie Karotten,
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Bohnen, Tomaten und Paprika, aber auch mehrjahrige Kulturen wie Stachel- und Johan-
nisbeeren sowie Kirschen.

Die Infektion von Mohren erfolgt meist im Lager, weil durch die Ernte verursachte Verlet-
zungen die Pathogene im anhaftenden Boden zur Keimung und Infektion anregen. Beim
Waschen von Mohren besteht ebenfalls ein erhdhtes Infektionsrisiko, da der Pilz Uber ver-
letzte Stellen leicht Gbertragen werden kann.

3.2  Kultivierung der Testorganismen

Fur die Untersuchungen zur Testung von ozontem Wasser auf Einzelstamme wurden
zwei Mikroorganismen aus der Sammlung der DSMZ in Braunschweig bezogen, Pecto-
bacterium carotovorum als Lyophilisat und Thielaviopsis basicola als Aktivkultur auf V8-
Juice-Agar (Gemusesaft-Agar). Der phytopathogene Pilz Phytophthora infestans ist sehr
schwer als Laborstamm zu kultivieren. Deshalb wurde von diesem Pilz eine Mischung von
Wildstammen auf Kartoffelscheiben vom Institut fir landwirtschaftliche Kulturen in Grof3
Lusewitz bezogen. Aus den Originalkulturen von der DSMZ wurden Arbeitsstamme her-
gestellt, deren Stammbhaltungsdaten in Tabelle 1 zusammengestellt sind.

Tabelle 1: Daten der Teststamme

Spezies Stammnr. Haltungsmedium Inkubations- Klassifizierung
zeit und
-temperatur
Pectobacterium DSM 30168 Nahragar (Merck) 48h/25°C phytopathogenes
carotovorum Bakterium
subsp.carotovora
Phytophthora Mischung frische Kartoffel- 7d/18°C phytopathogener
infestans aus Wild- scheiben der Sorte Pilz
stammen, Bintje
ohne Num-
mer
Thielaviopsis ba- DSM 6350 Malzextrakt-Agar 10d/20°C phytopathogener
sicola mit Chloramphenicol Pilz
(Merck)

3.3 Anzucht der Teststamme fir die Versuche

FUr Versuche mit P. carotovorum wurde Kulturmaterial vom Arbeitsstamm in Nahrbouil-
lon 24 Stunden bei 25°C kultiviert.

Die phytopathogenen Pilze wurden fir Versuche nach den Angaben in Tabelle 1 einge-
setzt, bzw. es wurden Sporangien- und Sporensuspensionen hergestellt, woflr die Me-
thoden bei den einzelnen Versuchen beschrieben werden.
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Da die Anzucht von P. infestans einer besonderen Methode bedarf, wird diese nachfol-
gend ausfuhrlich beschrieben.

Methode zur Anzucht und Haltung von Phytophthora infestans auf Kartoffelscheiben

Materialien:

e mit Gaze bespannter Holzrahmen ca. 30 x 50 cm Seitenlange fur ca. 32 Kartoffel-
scheiben

e Glasscheibe zum Abdecken des Rahmens

e grob strukturiertes Filterpapier in gleicher Grol3e zugeschnitten
e Fotoschale 0.a. mit glattem Boden, in die der Rahmen gesetzt werden kann
e Kichenmesser zum Schneiden der Kartoffelscheiben

o feines Teesieb

e Eppendorf-Pipette 10-100 pl zur Beimpfung der Scheiben

o Kartoffelscheiben

e Pinzette, Impfnadel zum Abheben des Myzels

e Thoma-Zahlkammer zur Bestimmung der Anzahl Sporangien/mi
e kleine Becherglaser (50 ml)

e Aqua dest.

e Mensur 100 ml

e Mikroskop

e Brutschrank 18°C

e Kihlschrank

Anzucht;

Je nach Bedarf wurde eine Anzahl Kartoffeln gewaschen und abgetrocknet. Die Kartoffeln
wurden in ca. 1 cm dicke Scheiben geschnitten. Die Scheiben wurden mit der kleineren
Schnittflache nach oben auf die Gaze gelegt. Mit einer Pinzette oder Impfnadel wurde
reichlich Myzel von bereits bewachsenen Kartoffelscheiben abgehoben und in ca. 5 ml
Aqua dest. suspendiert. Die Suspension wurde gut durchmischt und durch ein feines Sieb
gegossen. Das gewonnene Filtrat enthielt die bendtigten Sporangien, die unter dem Mik-
roskop an ihrer Zitronenform leicht zu erkennen sind. Vor der Beimpfung der Kartoffel-
scheiben wurde das Filtrat fur ca. 1,5 Stunden in den Kihlschrank gestellt. In dieser Zeit
schlipften die Zoosporen bei 4-6°C aus den Sporangien. Dann wurde jede Kartoffelschei-
be mit 50 pl Suspension beimpft. Es wurden 3 Lagen Filterpapier in die Fotoschale gelegt
und reichlich mit Wasser befeuchtet. Dann setzte man den Rahmen mit den beimpften
Kartoffelscheiben auf das Filterpapier und deckte diesen mit einer genau passenden
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Glasscheibe ab, so dass eine feuchte Kammer entstand. Nach einer Bebritungszeit von
24 Stunden wurden die Kartoffelscheiben gedreht. Die Bebritung erfolgte in Dunkelheit fir
7 Tage bei 18°C. Wahrend dieses Zeitraumes ist der Pilz durch die Kartoffelscheiben hin-
durch gewachsen. Nach der gesamten Bebritungszeit hat sich auf den Kartoffelscheiben
ein hellgrau bis weil3es, watteartiges Myzel entwickelt.

Ausgehend von der originalen Aktivkultur auf V8-Juice-Agar, wurden Arbeitsstamme von
Thielaviopsis basicola hergestellt. Dazu wurde T. basicola im Schragréhrchen auf Mal-
zextraktagar mit Chloramphenicol fir ca. 10 Tage bei 20°C kultiviert. Vom gut bewachse-
nen Schragrohrchen wurde Pilzmaterial auf eine Platte mit gleichem Nahrmedium geimpft
und wiederum unter den gleichen Bedingungen bebritet. Um eine Sporensuspension zu
gewinnen, wurde von dieser dicht bewachsenen Platte Pilzmyzel abgeschwemmt, das die
Chlamydosporen enthielt. Die Dichte der Sporensuspension wurde durch Z&hlen der Spo-
ren in der Thoma — Zahlkammer ermittelt.

3.4  Einfluss von Ozon auf Testkeime in wassrigen Losungen

Um Anhaltspunkte fur die benétigten Ozonkonzentrationen und Kontaktzeiten zu erhal-
ten, die nétig sind, um die ausgewahlten Bakterien und Pilze abtéten zu kdnnen, wur-
den zuerst Versuche durchgefihrt, in denen sich die Mikroorganismen in Losungen be-
fanden. Dazu wurden die Teststamme gemald der unten stehenden Vorschriften kulti-
viert und jeweils eine definierte Anzahl an Bakterien bzw. Pilzen mit ozontem Wasser
vereint.

3.4.1 Einfluss von Ozon auf Pectobacterium carotovorum in wassriger Losung
Durchfiihrung

10 pl einer Suspension von P. carotovorum wurde mit 10 ml ozontem Wasser
(4 ppm) bzw. 10 ml Aqua dest. vermischt. Die Endkeimzahl in den Lésungen betrug
10> KbE/ml. Nach Einwirkzeiten von 10, 20 und 30 Sekunden wurden die Lésungen fiir
je eine Minute auf einem Schuttler geschttelt, um verbliebenes Ozon zu zerstéren. Die
Proben wurden nachfolgend aliquot verdiinnt, ausplattiert und inkubiert. Das Experi-
ment wurde zweimal wiederholt.

Auswertung

Unabhangig von den getesteten Einwirkzeiten wird nach der Behandlung der Bakterien-
suspensionen mit ozontem Wasser kein Wachstum auf den Agarplatten beobachtet.
Dies belegt die starke bakterizide Wirkung von Ozon gegentber P. carotovorum. Dem-
nach reichen eine Ozonkonzentration von 4 ppm und eine Kontaktzeit von 10 Sekunden
aus, um die Keimzahl von 10° KbE/ml auf weniger als 10° KbE/ml zu reduzieren. Diese
Keimzahl stellt auch die Nachweisgrenze der Methode dar.



Bornimer Agrartechnische Berichte e Heft 58 23

3.4.2 Einfluss von Ozon auf Phytophthora infestans in wassriger Lésung
Herstellung der Sporangiensuspension

Es wurde von dicht mit P. infestans bewachsenen Kartoffelscheiben ausgegangen. Mit
einem Glasstab wurde reichlich Myzel abgenommen und in sterilem destillierten Wasser
suspendiert. Diese Myzel und Sporangien enthaltende Suspension wurde durch ein
Sieb gegeben, in dem das Myzel zuriickgehalten wurde. Die so gewonnene Sporan-
giensuspension wurde fir weitere Versuche eingesetzt. Die Anzahl der Sporangien/ml
wurde mit Hilfe der Thoma-Zahlkammer bestimmit.

Versuch 1
Durchfiihrung

In 100 ml ozontes Wasser (2,5 ppm) wurde 1 ml einer Suspension von P. infestans
(6-10* Sporen/ml) gegeben. Der Sporengehalt im ozontem Wasser betrug 10° Spo-
ren/ml. Als Kontrolle diente 100 ml Leitungswasser. Nun wurden je 6 Kartoffelscheiben
in die Losungen gegeben und fur 15 sec. gerdhrt (U = 180/min). Anschlie3end wurden
die Kartoffelscheiben aus den Losungen genommen und in einer feuchten Kammer bei
18°C fur 6 Tage bebritet.

Auswertung

Unter den beschriebenen Bedingungen kann eine sehr gute Hemmung des Pilzes beo-
bachtet werden. Die ozonbehandelte Variante zeigt nur ganz vereinzelt kleine Infekti-
onsherde. Zur Veranschaulichung dient Bild 10:

Referenz (ohne Ozon) nach Ozonbehandlung

Bild 10: Wachstum von P. infestans nach Ozonbehandlung (2,5 ppm; 15 sec) der Sporensus-
pension nach 6-tagiger Bebritung bei 18°C
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Versuch 2

In dem Versuch sollte Gberprift werden, ob eine etwas héhere Ozonkonzentration und
die Verlangerung der Einwirkzeit einen positiven Effekt auf die Hemmung des Pilz-
wachstums haben.

Durchfiihrung

1 ml der Sporangiensuspension (10* Sporangien/ml) wurde mit 9 ml ozontem Wasser
(4,1 ppm) bzw. 9 ml destilliertem Wasser (Kontrolle) vermischt. Damit ergaben sich
Endkonzentrationen von 10° Sporangien/ml und eine Ozonkonzentration von 3,7 ppm.
Nach Einwirkzeiten von 10, 20, 30, 60 und 300 sec. wurden die Lésungen fir je eine
Minute auf einem Schuttler geschuttelt, um verbliebenes Ozon zu zerstéren.

Untersuchte Varianten:

1) 1 ml Suspension + 9 ml aqua dest. (Kontrolle)

2) 1 ml Suspension + 9 ml ozontes Wasser, dann 10 sec. Einwirkzeit
3) 1 ml Suspension + 9 ml ozontes Wasser, dann 20 sec. Einwirkzeit
4) 1 ml Suspension + 9 ml ozontes Wasser, dann 30 sec. Einwirkzeit
5) 1 ml Suspension + 9 ml ozontes Wasser, dann 60 sec. Einwirkzeit
6) 1 ml Suspension + 9 ml ozontes Wasser, dann 300 sec. Einwirkzeit

AnschlieRend wurden 100 pl der jeweiligen Losung auf eine Kartoffelscheibe aufgetropft
und bei 18°C fur 7 Tage inkubiert.

Auswertung

Die Kontrollscheiben zeigen einen gleichmaRigen Bewuchs mit P. infestans. Eine be-
grenzte Hemmung des Pilzwachstums kann fir die Varianten 2 bis 4 beobachtet wer-
den, wobei die Variante 3 das beste Ergebnis liefert. Variante 2 und 4 zeigen ein ver-
gleichbares Pilzwachstum. Bei einer Einwirkzeit von 1 Minute ist der Bewuchs mit dem
der inokulierten Kontrolle vergleichbar. Die Verlangerung der Einwirkzeit auf
5 Minuten hat dagegen sogar einen negativen Effekt und scheint das Pilzwachstum zu
fordern. Die Ergebnisse sind in Bild 11 dargestellt.
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Links: inokulierte Kontrolle Links: 20 sec. Ozon Links: 1 min. Ozon
Rechts: 10 sec. Ozon Rechts: 30 sec. Ozon Rechts: 5 min. Ozon

Bild 11: P. infestans nach Ozonbehandlung der Sporensuspension und 7-tagiger Bebriitung bei
18°C auf Kartoffelscheiben

Es muss festgestellt werden, dass ozontes Wasser damit nur eine bedingte Wirkung auf
die Hemmung des Wachstums von P. infestans zeigt. Die sehr guten Ergebnisse aus
Versuch 1 konnten nicht reproduziert werden.

3.4.3 Einfluss von Ozon auf Thielaviopsis basicola in wassriger Losung
Herstellung der Sporensuspension

Auf eine mit T. basicola bewachsene Agarplatte wurde 10 ml steriles Aqua dest. gege-
ben. Mit einem sterilen Glasstab wurde das Myzel von der Agarplatte gelost. Die so er-
haltene Sporensuspension wurde mit einer Pipette in eine sterile Flasche pipettiert. Die
Konzentration der Sporen wurde durch Auszéhlen in einer Thomakammer bestimmt.

Durchfiihrung

1 ml Sporensuspension (10* Sporen/ml) wurde in ein steriles Reagenzglas gegeben
und anschliel3end wurden 9 ml ozontes Wasser (4 ppm) hinzugefiigt. Die Endkonzent-
rationen in den Reagenzréhrchen betrugen damit 10° Sporangien/ml und 3,7 ppm
Ozon. Das Reagenzglas wurde verschlossen und nach einer Einwirkzeit von 10, 20
bzw. 30 sec. wurde das Reagenzglas fur 60 sec. in einem Schiittler geschuttelt, um das
restliche Ozon zu zerstéren. Zur Kontrolle wurde parallel 1 ml Sporensuspension mit
9 ml sterilem Aqua dest. behandelt.



26 Hassenberg, Geyer

Untersuchte Varianten:

7) 1 ml Suspension + 9 ml aqua dest. (Kontrolle)

8) 1 ml Suspension + 9 ml ozontes Wasser, dann 10 sec. Einwirkzeit
9) 1 ml Suspension + 9 ml ozontes Wasser, dann 20 sec. Einwirkzeit
10)1 ml Suspension + 9 ml ozontes Wasser, dann 30 sec. Einwirkzeit

Je 100 pl Probe wurde in Doppelbestimmung ausgespatelt.

Auswertung

Die Auswertung erfolgte durch Bonitur des Bewuchses der Platten und mikroskopische
Begutachtung des Pilzes.

Bis zu einer Ozonkonzentration von 3 ppm kann keine Hemmung des Wachstums von
T. basicola beobachtet werden.

Bei einer Ozonkonzentration von 3,7 ppm wird das Wachstum gehemmt. Dabei ist ein
deutlicher Zusammenhang zwischen der Einwirkzeit und der Hemmung des Wachstums
zu erkennen. Eine Verlangerung der Behandlungszeit um 10 sec. fihrt jeweils zu einer
Halbierung der Sporenanzahl (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: Wirkung von Ozon auf das Wachstum von T. basicola in Abh&ngigkeit der Einwirk-
zeit von Ozon

Behandlung Sporen/ml
Kontrolle 9-10°
10 sec. Einwirkzeit 5,5-10?
20 sec. Einwirkzeit 2,5-107
30 sec. Einwirkzeit 1-10°

Die auf den Agarplatten gewachsenen Kolonien sind in ihrer Grol3e nach der Ozonbe-
handlung reduziert und unter dem Mikroskop erscheinen die Sporen deutlich kleiner als
die Referenz.

3.4.4 Zusammenfassung

P. carotovorum (10° KbE/ml) wird beim Kontakt mit ozontem Wasser (4 ppm) sofort kom-
plett inaktiviert. In Losung ist dieses Bakterium damit sehr sensibel gegeniiber ozontem
Wasser.
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Das Wachstum von P. infestans (10 Sporangien/ml) in Lésung wird bei einer Ozonkon-
zentration von 2,5 ppm gut gehemmt. Durch eine Erhéhung der Ozonkonzentration
(3,7 ppm) bei gleichzeitiger Verlangerung der Einwirkzeit konnte keine vollstandige Abto-
tung des Pilzes (10° Sporangien/ml) erreicht werden. Ursache fiir die gegensatzlichen Er-
gebnisse kann die unterschiedliche Sporenanzahl in den Versuchen sein. Wahrend im
Versuch 1 eine Endkeimzahl von 10% Sporangien/ml untersucht wurde, lag die Konzentra-
tion im Versuch 2 bei 10° Sporangien/ml. Die Erhéhung der Ozonkonzentration von
2,5 auf 3,7 ppm hat hier offenbar nicht ausgereicht, um eine entsprechend gute Hemmung
zu erzielen. Es kann vermutet werden, dass zur Entwicklung des Pilzes eine bestimmte
Anzahl von Sporen notwendig ist. Die Erhdhung der Sporenanzahl von 10? auf 10° Spo-
rangien/ml verbunden mit einer unvollstandigen Hemmung des Pilzes reicht offenbar aus,
um einen Befall auszulGsen.

Bis zu einer Ozonkonzentration von 3 ppm kann keine Hemmung auf T. basicola in Lo-
sung festgestellt werden. Bei 3,7 ppm erfolgt eine Hemmung, die umso starker ist, je lan-
ger die Kontaktzeit gewahlt wird. Die sich noch entwickelnden Kolonien sind im Vergleich
zur Kontrolle kleiner ebenso wie die Sporen. Eine vollstdandige Hemmung des Pilzes kann
jedoch nicht beobachtet werden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass es gelingt, das Bakterium P. carotovo-
rum mit ozontem Wasser vollstandig zu hemmen. Die Pilze P. infestans und T. basicola
sind jedoch wesentlich resistenter gegenuiber Ozon. Ihr Wachstum ist lediglich gehemmt
und kann nicht vollstandig unterdrtickt werden.

3.5 Einfluss von Ozon auf Mikroorganismen auf der Produktoberflache

Aufbauend auf den Versuchen zur Abtétung der Mikroorganismen in Losung sollte im
nachsten Versuchsblock getestet werden, ob ozontes Wasser zumindest eine vergleich-
bare hemmende Wirkung besitzt, wenn sich die Testorganismen auf der Oberflache von
Mohren bzw. Kartoffeln befinden. Dazu wurden Mohren bzw. Kartoffeln vor der Wasche
mit ozontem Wasser definiert mit den Teststdmmen inokuliert. Die Wasche mit ozontem
Wasser erfolgte fur alle Versuche analog, indem das ozonte Wasser drucklos aus dem
Vorratsreservoir des Ozongenerators entnommen wurde und die Produkte umspiilte. Da-
durch konnte sichergestellt werden, dass das ozonte Wasser Uber den Behandlungszeit-
raum eine konstante Ozonkonzentration aufwies.

3.5.1 Verwendete Produkte und Herkinfte

In den Versuchsserien wurden ausschlieBlich Méhren der Sorte ,Nanthya F1-Hybride’
verwendet. Diese wurden in der Erntesaison zeitnah vor den Versuchen frisch gewaschen
direkt vom Produzenten in Wiesenburg bezogen. Fir die Versuche aulRerhalb der Saison
wurde auf selbst eingelagerte Mohren des gleichen Produzenten zuriickgegriffen (Lager-
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bedingungen: 4°C in Klimazelle, rel. Luftfeuchte 96 — 98%) bzw. wurden Mdhren in lokalen
Supermarkten erworben.

Fur die Versuche mit Kartoffeln wurden ausschlief3lich Kartoffeln der Sorte ,Bintje’ ver-
wendet, die sofort nach der Ernte eingelagert wurden (Lagerbedingungen: 5°C in Kili-
mazelle, rel. Luftfeuchte 96 — 98%). Die Kartoffeln wurden direkt von Erzeugern in der
Schweiz bezogen.

3.5.2 Einfluss von Ozon auf Pectobacterium carotovorum auf Mohren
Inokulation der Mohren

Jeweils 2 Mohren wurden gleichzeitig fur 30 Minuten in 400 ml Tauchsuspension
(5-10" KbE/ml) gegeben. AnschlieRend wurden die Méhren der Suspension entnommen
und fur eine Stunde zum Abtrocknen in sterile Aluschalen gelegt.

Versuchsdurchfihrung

Die Mohren wurden nach der Inokulation mit Wasser (Referenz) bzw. mit ozontem
Wasser im Durchfluss gewaschen. Die Ozonkonzentration im Waschwasser betrug
4 ppm, die Behandlungszeiten wurden variiert und betrugen 0,5, 1, 2, 5 und 10 Minuten.
Es wurden folgende Varianten untersucht (Tabelle 3):

Tabelle 3: Behandlungsvarianten zur Bestimmung der Wirkung von ozontem Wasser auf
P. carotovorum auf M6hren

Variante Behandlung

1 Inokulierte Kontrolle

mit Wasser gewaschen

mit ozontem Wasser gewaschen; t = 0,5 min
mit ozontem Wasser gewaschen; t = 1 min
mit ozontem Wasser gewaschen; t = 2 min

mit ozontem Wasser gewaschen; t =5 min

N o 0ok WD

mit ozontem Wasser gewaschen; t = 10 min

Nach der Behandlung wurden die Mdhren mikrobiologisch analysiert. Der Versuch er-
folgte in Doppelbestimmung.

Versuchsauswertung

Der Einsatz von ozontem Wasser bewirkt eine Reduzierung von P. carotovorum auf der
Mohrenoberflache in Abhangigkeit von der Behandlungszeit. Eine maximale Hemmung
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ist nach einer Einwirkzeit von 2 Minuten erreicht. Diese betragt 1,5 log-Einheiten. Eine
Verlangerung der Behandlungszeit fuhrt zu keiner weiteren Verbesserung des Wasch-
ergebnisses. Im Vergleich zu den mit Wasser gewaschenen Varianten, bei denen die
Hemmung etwa bei 0,5 log-Einheiten liegt, ist der Reinigungseffekt durch die Ozonzu-
gabe um ca. eine log-Einheit besser. Eine vollstandige Hemmung des Bakteriums wird
in keinem der Versuche erzielt. Die Versuchsergebnisse sind zur Veranschaulichung in
Bild 12 dargestellt.
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Bild 12: Reduzierung von P. carotovorum auf Mohren durch Leitungswasser bzw.
ozontes Wasser (¢c(O3) = 4 ppm) in Abhéngigkeit der Waschdauer

3.5.3 Einfluss von Ozon auf Phytophthora infestans auf Kartoffeln
Inokulation der Kartoffelscheiben

Die Inokulation mit P. infestans erfolgte durch Pipettieren von 50 pl Sporangiensuspen-
sion (10" Sporangien/ml) auf die Kartoffelscheiben.

Versuchsdurchfiihrung

Pro Variante wurden 3 inokulierte Kartoffelscheiben behandelt. 15 Minuten nach Inoku-
lation der Scheiben zur Etablierung der Sporen auf der Oberflache wurde mit der Be-
handlung begonnen. Es wurden folgende Varianten untersucht (Tabelle 4):



30 Hassenberg, Geyer

Tabelle 4: Behandlungsvarianten zur Bestimmung der Wirkung von ozontem Wasser auf
P. infestans auf Kartoffelscheiben

Variante Behandlung

1 unbehandelte Kontrolle

2 inokulierte Kontrolle

3 mit Wasser gewaschene Kontrolle (30 sec. im Durchfluss waschen)

4 mit ozontem Wasser gewaschene Probe (c = 4 ppm; 30 sec. im Durchfluss)

Nach der Behandlung wurden die Kartoffelscheiben bei 18°C fir 7 Tage bebrutet und
anschlieRend bonitiert.

Versuchsauswertung

Die unbehandelte Kontrolle dient als Nachweis dafur, dass die Kartoffeln nicht vor dem
Versuch mit P. infestans infiziert waren. Diese Kartoffelscheiben zeigen nach der Be-
brutung keinen Befall. Die inokulierte Kontrolle zeigt nach diesem Zeitraum ein zartes,
regelmaliig verteiltes, weil3es Myzel. Der Befall ist mit den Scheiben der Wasser gewa-
schenen Variante vergleichbar. Die Ozon behandelten Kartoffelscheiben hingegen zei-
gen ein verstarktes Wachstum des Pilzes, der durch einen dichten Bewuchs mit Myzel
sichtbar wird. Zur Veranschaulichung dient Bild 13:

Unbehandelte Inokulierte Kontrolle Wasser gewaschene Ozon behandelte
Kontrolle Kontrolle Variante

Bild 13: mit P. infestans inokulierte Kartoffelscheiben nach Behandlung und 7-tagiger
Bebritung bei 18°C
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Es ist deutlich zu erkennen, dass das Waschen mit Wasser von bereits mit P. infestans
befallenen Kartoffelscheiben keinen Einfluss auf das Wachstum des Pilzes hat. Hinge-
gen scheint die Ozonbehandlung das Wachstum des Pilzes zu beférdern.

3.5.4 Einfluss von Ozon auf Thielaviopsis basicola auf M6hren
Versuchsdurchflihrung

Je Variante wurden 2 Mohren untersucht. Die M6éhren wurden vor der Behandlung mit
einer Suspension (200 pl = 2 SpriihstdRe) von T. basicola (10* Sporen/ml) inokuliert.
Nach 15 Minuten Wartezeit zur Etablierung des Pilzes auf der Produktoberflache, wur-
den die M6hren entsprechend der nachfolgenden Varianten gewaschen (Tabelle 5).

Tabelle 5: Varianten zur Behandlung von T. basicola auf Mohren

Variante Behandlung

1 Unbehandelte Kontrolle

Inokulierte Kontrolle

30 sec. im Durchfluss mit Wasser waschen
60 sec. im Durchfluss mit Wasser waschen

30 sec. im Durchfluss mit ozontem Wasser (c = 4 ppm) waschen

o o~ W N

60 sec. im Durchfluss mit ozontem Wasser (c = 4 ppm) waschen

Um die Wirkung besonders anschaulich darzustellen, wurden die behandelten M6hren in
feuchten Kammern bei 23°C gelagert und nach 4 Wochen bonitiert.

Versuchsauswertung

Im Verlauf der Lagerung hat sich erwartungsgemafd kein Befall mit T. basicola auf den
unbehandelten Kontrollméhren entwickelt. Die inokulierten Kontrollen zeigen einen starken
Pilzbefall, der sich darin aulRert, dass die Mohren Uber die gesamte Oberflaiche schwarze
Flecken aufweisen. Die Inokulation verlief damit erfolgreich.

Die Wasser gewaschenen Mohren beider Varianten zeigen einen starken Befall mit
T. basicola, der starker ist als der Bewuchs der inokulierten Kontrollen. Der Pilzbefall ist
etwa gleich stark, unabhangig von der Waschdauer. Die Wasche mit Wasser erbringt da-
mit keinen Reinigungserfolg, vielmehr werden hier die Sporen uber die gesamte Mohren-
oberflache gleichmé&Rig verteilt.

Die Mohren, die mit ozontem Wasser gewaschen wurden, sind ebenfalls mit T. basicola
bewachsen, jedoch ist der Befall deutlich geringer als bei der inokulierten Kontrolle. Die
Verlangerung der Einwirkzeit des Ozons von 0,5 auf 1 Minute fihrt zu einer etwas starke-
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ren Hemmung des Pilzes. Dieser und weitere Versuche zeigen, dass es nicht gelingt,
T. basicola vollstandig in seiner Entwicklung zu hemmen. Zur Veranschaulichung der Ver-
suchsergebnisse dient Bild 14:

Bild 14: Mit T. basicola inokulierte M6hren nach Wasche mit Wasser bzw. ozontem Wasser
(4 ppm) und 2 Wochen Lagerung in feuchten Kammern bei 23°C

3.5.5 Zusammenfassung

Die Versuche ergeben ein sehr heterogenes Bild von der Wirkung ozonten Wassers auf
die untersuchten Testorganismen auf den Produkten.

Es kann keine hemmende Wirkung von ozontem Wasser auf P. infestans beobachtet
werden, wenn sich der Pilz bereits auf der verletzten Kartoffeloberflache etabliert hat. Es
ist jedoch mdglich, dass die Wirkung von ozontem Wasser auf unverletzten Kartoffeln er-
folgreicher sein kann, wenn der Pilz nicht so leicht in das Innere der Kartoffeln eindringen
kann.

Eine vollstandige Hemmung kann ebenfalls nicht fir P. carotovorum und T. basicola auf
Mohren erreicht werden. Allerdings ist hier eine deutliche Eingrenzung des Bakterien-
bzw. Pilzbefalls zu beobachten. Die beste Wirkung, das heil3t die starkste Hemmung von
P. carotovorum, wird nach einer 2-minutigen Behandlung bei einer Ozonkonzentration von
4 ppm erzielt. Hier betragt die Reduktion des Bakteriums 1,5 log-Einheiten, eine Hem-
mung von T. basicola ergibt sich sowohl im Vergleich zu den Wasser gewaschenen Mo6h-
ren als auch zu den inokulierten Kontrollmohren.

Die eingeschrankte Hemmung von Mikroorganismen auf Produktoberflachen durch ozon-
tes Wasser kann dadurch erklart werden, dass die Produkte einen hohen TOC-Gehalt im
Wasser verursachen. Dieser fuhrt zu einem starken Ozonverlust, hervorgerufen durch die
grofRe Reaktivitdt von Ozon gegenuber Kohlenwasserstoffverbindungen, die Doppelbin-
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dungen enthalten. Damit steht nicht mehr genug Ozon zur Hygienisierung, d.h. zum Abt6-
ten der Mikroorganismen zur Verfigung. Vergleichbar gute Ergebnisse wie in den Versu-
chen in Losung sind daher nur bei gro3eren Ozongehalten erreichbar.

3.6 Bestimmung der Qualitatsparameter von Méhren und Kartoffeln nach
Ozonbehandlung

Ein wichtiger Gesichtspunkt ist der Qualitatserhalt der Produkte, der durch eine Be-

handlung nicht beeintrachtigt werden darf. Daher wurden Untersuchungen der Inhalts-

stoffe nach einer Ozonbehandlung durchgefuhrt.

3.6.1 Vitamin C Bestimmung in M6hren
Messmethode

Die Vitamin C Bestimmung erfolgte mit dem Testset ,Reflectoquant’ (Merck, BRD). Fur
die Bestimmung des Vitamin C Gehaltes wurden die Mohren nach der Behandlung vor-
sichtig trocken getupft. Méhrenhalften wurden in einem herkdmmlichen mechanischen
Entsafter gepresst. Der Saft wurde anschlie3end filtriert und mit destilliertem Wasser im
Volumenverhaltnis 1:2 verdinnt. GemaR der Analysenvorschrift des Herstellers wurde
wie folgt weiter verfahren: In die Probe wurde fur 2 sec. ein Analysestéabchen getaucht,
gleichzeitig wurde die Starttaste des Reflektometers gedrickt. Das Analysestdbchen
wurde aus der Probe entfernt und durch kraftiges Schitteln von Uberschissiger Flus-
sigkeit befreit. Sobald das akustische Signal des Reflektometers erténte (5 sec. nach
Ablauf der Reaktionszeit) wurde das Stadbchen mit den Reaktionszonen zum Display hin
bis zum Anschlag in den Stabchenadapter eingefiihrt. Der Messwert war am Display
ablesbar.

Probenvorbereitung
Die Mohren wurden fir die Versuche wie folgt aufbereitet:

Jede Mo6hre wurde der Lange nach halbiert. Der Vitamin C Gehalt der einen Méhrenhalfte
wurde gemessen, nachdem diese fur 30 Sekunden in 2 | Wasser gewaschen wurde. Die
zweite Halfte wurde entsprechend nach dem Waschen fiir 30 Sekunden in 2 | ozontem
Wasser untersucht. Die Ozonkonzentrationen im Waschwasser betrugen zwischen 1,0
und 5,0 ppm (in 0,25 ppm Schritten) bei einer Waschdauer von 0,5 Minuten. Alle Versu-
che wurden funfmal wiederholt.

Ergebnisse

Die Mittelwerte der Ergebnisse der Untersuchungen sind in der nachfolgenden Tabelle 6
dargestellt:
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Tabelle 6: Wiederfindungsrate von Vitamin C an in der Lange halbierten M6éhren nach Ozonbe-
handlung (t = 30 sec.)

c(O3) [ppm] Wiederfindung
Vitamin C-Gehalt [%)]
0 (Referenz) 10045
1,0 102
1,25 103
15 99
1,75 100
2,0 103
2,25 100
2,5 100
2,75 101
3,0 102
3,25 103
3,5 104
3,75 99
4,0 98
4,25 100
4,5 100
4,75 102
5,0 103

Die Versuche zeigen, dass die Mohren im untersuchten Konzentrationsbereich von
1,0 ppm bis 5,0 ppm und einer Waschzeit von 0,5 Minuten durch die Ozonbehandlung
keine Schadigung des Vitamin C Gehaltes erfahren. Die beobachteten Abweichungen
sind durch eine nicht ganz gleichmafiige Verteilung des Vitamin C Gehaltes in den M6h-
ren zu erklaren. Der Vergleich von halbierten, unbehandelten Méhrenhélften (n = 5) hat
eine Abweichung von 5% ergeben, so dass alle gemessenen Werte innerhalb der natir-
lichen Schwankung liegen.

Auch die Verlangerung der Behandlungszeit auf 2 Minuten beeinflusst den Vitamin C
Gehalt in den Mohren bis zu einer Ozonkonzentration von 4 ppm nicht negativ (Daten
hier nicht gezeigt). Hier lag der Wert fur die Wiederfindung bei 101% (n = 5).

3.6.2 Zucker-Bestimmung in Méhren
Messmethode

Der Zuckergehalt in M6éhren wurde mittels HPLC ermittelt. Gemessen wurden der Ge-
halt an Saccharose, Glukose, Fructose sowie der Gesamt-Zucker.
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Das HPLC-System bestand aus folgenden Bestandteilen: Autosampler: GINA 50T (Dio-
nex GmbH, BRD), Integrator: LCD 202 (GAT, BRD), Detektor: RI-71 (Shodex, Japan),
Saule: Eurokat H (300 x 8 mm, 10 pl), Pumpe: LC 1110 (ICI Instruments, GB), Injektions-
volumen: 10 pl, mobile Phase: 0,01N H,SO,, Flie3rate: 0,8 ml/min, Druck: 63 bar, Tempe-
ratur: 20°C.

Probenvorbereitung

Die Proben wurden vor der Messung analog zur Vitamin C Bestimmung vorbereitet. Vor
der Messung wurde der Fruchtsaft der M6hren im Volumenverhaltnis 1:1 verdinnt.

Ergebnisse

Die Zuckerwerte der Mohren wurden vor sowie nach der Wasche mit ozontem Wasser
ermittelt. Die Mittelwerte der Wiederfindung (n = 5) sind in Tabelle 7 dargestellt:

Tabelle 7: Wiederfindungsrate der Zucker in Mohren in Abhangigkeit der Ozonkonzentration
nach einer Behandlungszeit von 30 sec.

c(O3) Wiederfindung nach Ozonbehandlung [%]
[ppm] Saccharose Glukose Fruktose Gesamtzucker
1 102 99 99 101
1,25 98 9 94 96
1,5 102 101 103 102
1,75 98 100 102 99
2 97 99 100 98
2,25 101 101 101 101
2,5 102 103 104 103
2,75 106 102 101 104
3 99 98 98 99
3,25 104 97 98 102
35 102 104 105 102
3,75 97 9 99 97
4 101 99 98 101
4,25 105 98 99 101
4,5 99 96 97 98
4,75 102 95 95 98
5 101 101 98 99
Unbehandelte 104 08 97 101

Kontrolle
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Der Vergleich der Ergebnisse untereinander sowie mit der unbehandelten Kontrolle be-
legt, dass eine Ozonbehandlung bis zu einer Konzentration von 5 ppm und einer Einwirk-
zeit von 0,5 Minuten den Zuckergehalt in Mdhren nicht verandert.

3.6.3 Atmung und Wasserdampfleitfahigkeit von Méhren
Messmethode

Die CO,-Abgabe intakter M6hren wurde in einem geschlossenen System mittels Infrarot-
sensoren (FYA600co., Ahlborn Mess- und Regeltechnik, BRD) bestimmt. Aus der Erho-
hung der CO,-Konzentration tber einen definierten Zeitraum in geschlossenen Plexiglas-
zylindern und der Mohrenfrischmasse wurde die Atmungsaktivitat (mgco. kg™ h™) errech-
net. Die Transpiration (Mmoli.o kg™ min™) wurde aus dem Wasserverlust wéhrend der
Lagerung unter kontrollierten Umweltbedingungen durch wiederholtes Wagen der einzel-
nen Mohren erfasst. Aus den Transpirationsraten und den entsprechenden Daten von
Luft- und Mohrentemperaturen und Feuchte der Umgebungsluft wurde die Leitfahigkeit fur
Wasserdampf berechnet [17].

Probenvorbereitung

Fur die Versuche wurden frische Bundmdohren in einem lokalen Supermarkt erworben, wo
sie bei Raumtemperatur (~20°C) gelagert waren. Je drei M6éhren wurden unbehandelt
(Referenz 1), in Wasser (Referenz 2) bzw. in ozontem Wasser (c(O3) = 1, 2, 3 ppm) fur 30
Sekunden im Durchfluss gewaschen und dann fir 10 Tage in wasserdampfgesattigter
Atmosphare bei 10°C bzw. 20°C gelagert. In dieser Zeit wurden sie wiederholt bonitiert.

Ergebnisse

Die Leitfahigkeit fur Wasserdampf und die Atmungsaktivitat, dargestellt anhand der CO,—
Abgaberaten aller untersuchten M6éhren, nehmen mit der Lagerung ab, allerdings unab-
hangig von der Art der Behandlung bzw. von der Ozonkonzentration. Zur Veranschauli-
chung dient Bild 15.
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Bild 15: Relative Leitfahigkeit fiir Wasserdampf und relative CO, Abgaberate (%; jeweils bezogen
auf den Ausgangswert vor der Einlagerung) der Mohren nach einer zehntagigen Lagerung bei
10°C und 20°C.

3.6.4 Vitamin C Bestimmung in Kartoffeln
Messmethode

Die Vitamin C Bestimmung erfolgte mit dem colorimetrischen Vitamin C Testset (Boeh-
ringer Mannheim, BRD). Das Set bestand aus folgenden Komponenten:

1) Natriumphosphat/Citrat-Puffer, pH ca. 3,5; [3-(4,5-Dimethylthiazolyl-2)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT)

2) Ascorbat-Oxidase Spatel
3) 5-Methylphenaziniummethosulfat (PMS) Lésung

Die Proben wurden gewogen und in 50 ml meta-Phosphorsaure (Merck, BRD) mit ei-
nem herkdmmlichen Pdlrierstab zerkleinert. Der pH-Wert wurde mit 2 molarer KOH-
Lésung auf einen Wert zwischen 3,5 und 4 eingestellt. Das Gemisch wurde in einen
500 ml Kolben Uberfuhrt und bis zum Eichstrich mit dest. Wasser aufgefillt. Anschlie-
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Rend wurde die Losung filtriert. In 2 Kivetten wurden je 1,1 ml dest. Wasser und 0,5 ml
des Filtrats vorgelegt sowie 1 ml des Puffers (Komponente 1), die zuvor auf 37°C tem-
periert wurde. Zur Bestimmung des Leerwertes wurde in Kivette | ein Ascorbat-Oxidase
Spatel (Komponente 2) gegeben und 5 sec. gerihrt. Die Losung in Klvette 1l wurde mit
einem herkdmmlichen Spatel geriihrt. AnschlieBend wurden beide Kivetten bei 37°C im
Brutschrank fur 15 Minuten aufbewahrt. Dabei war die Lésung in Kivette | alle 2 Minu-
ten umzurthren und nach Ablauf der Reaktionszeit war der Spatel zu verwerfen. Beide
Lésungen wurden im Photometer vermessen. Man fugte 0,1 ml der Komponente 3 in
beide Kuvetten, rihrte erneut mit herkdbmmlichen Spateln und bewahrte die Kivetten
wiederum bei 37°C fur 15 Minuten im Brutschrank auf. Nach Hinzufiigen der Kompo-
nente 3 war darauf zu achten, dass die Proben sehr lichtempfindlich waren. Nach Ab-
lauf der Reaktionszeit erfolgte eine erneute Messung beider Lésungen im Photometer.

Die Berechnung der Konzentration c erfolgte gemaR folgender Gleichungen:

AE = (EZ - E1)Pr0be - (EZ - El)Probe-Leerwert

und

V -MG
= -AE|g/I
¢ g-d-v-1000 [o/1]

mit: VvV = Testvolumen [ml]
MG = Molekulargewicht der zu bestimmenden Substanz
d = Schichtdicke [cm]
v = Probevolumen [ml]
¢ = Extinktionskoeffizient von MTT-Formazan bei 578 nm
= 16,9 [-mmol™*.cm™]

Hieraus ergab sich fur die Konzentration an Vitamin C:

co 2,7000-176,13
16,9-1,00-0,500-1000

-AE =0,0563 - AE [g Vitamin C /| Probelésung]

Der Gehalt an Vitamin C wurde abschliel3end auf die Einwaage bezogen:

Cuitaminc [g/1 Probeldsung]
Einwaage rrore [g/l Probeldsung]

Gehalt vitaminc =

-100 [g/1009]
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Probenvorbereitung

Vor der Vitamin C Bestimmung werden die Kartoffeln gewaschen, um anhaftenden
Schmutz zu entfernen und vorsichtig trocken getupft. Anschliel3end wird jede Kartoffel
durch Nabel und Krone halbiert. Der Vitamin C Gehalt der einen Kartoffelhélfte wird
gemessen, nachdem diese fir 30 Sekunden mit Wasser gewaschen wurde, die der
zweiten Halfte, nach dem Waschen fir 30 Sekunden mit ozontem Wasser. Die Ozon-
konzentrationen im Waschwasser betrugen zwischen 1,0 und 5,0 ppm (in 0,25 ppm
Schritten). Untersucht wurde eine Waschdauer von 0,5 Minuten. Alle Versuche wurden
zweimal wiederholt.

Ergebnisse

Die Mittelwerte der Ergebnisse der Untersuchungen sind in der nachfolgenden Tabelle
8 dargestellt:

Tabelle 8: Wiederfindungsrate an Vitamin C in halbierten Kartoffelhélften nach Ozonbehand-
lung (t = 30 sec.)

c(O3) [ppm] Wiederfindung
Vitamin C-Gehalt [%)]
2,0 100
2,25 101
2,5 100
2,75 100
3,0 100
3,25 100
3,5 101
3,75 100
4,0 98
4,25 99
4,5 100
4,75 99
5,0 98
Unbehandelte Kontrolle 100+2

Auf Grund der sehr prézisen Analysenmethode wurden je Ozonkonzentration jeweils
nur 2 Proben untersucht. Fur die unbehandelten Kontrollen wurde eine Abweichung von
2% innerhalb der Kartoffelhalften festgestellt. Alle ozonbehandelten Proben liegen, un-
abhangig von der Ozonkonzentration innerhalb dieser Toleranz, so dass davon ausge-
gangen werden kann, dass Ozon bis zu einer Konzentration von 5 ppm und einer Be-
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handlungszeit von 0,5 Minuten keine Schéadigung des Vitamin C Gehaltes in Kartoffeln
hervorruft.

3.6.5 Zusammenfassung

Eine Ozonbehandlung von Méhren und Kartoffeln hat keinen negativen Einfluss auf den
Vitamin C und Zucker-Gehalt. Die Leitfahigkeit fir Wasserdampf und die Atmungsaktivitat
von Méhren zeigen ebenfalls keine Unterschiede im Vergleich zu den unbehandelten Kon-
trollen. Der Einsatz von ozontem Wasser ist daher als unbedenklich zu bezeichnen.

4 UV-Bestrahlung zur Hygienisierung von Moéhren und Kartoffeln

Da die Ozonbehandlung nur eine begrenzte Wirkung auf die Hemmung von P. carotovo-
rum und T. basicola auf Méhren sowie P. infestans auf Kartoffeln erbracht hat, wurde nach
Alternativmethoden zur Abt6tung der phytopathogenen Mikroorganismen gesucht. Da die
keimtdtende Wirkung von UV-Strahlen bereits in anderen Bereichen wie der Wasserdesin-
fektion erfolgreich eingesetzt wird, sich eine UV-Bestrahlung unkompliziert in Waschablau-
fe integrieren lasst und eine wartungsarme Behandlungsmethode darstellt, wurde die Wir-
kung der besonders wirksamen UV-C Strahlung auf die Testorganismen untersucht.

4.1 Einleitung

Arthur Downes und Thomas P. Blunt entdeckten bereits 1878, dass sich Mikroorganismen
unter genliigender Sonnenbestrahlung nicht weiter vermehren [18]. Erst viel spéter erkann-
te man eine spezifische Wellenlangenabhangigkeit mit einem Reaktionsmaximum fir den
Bereich 250 bis 270 nm, einem Teil der UV Strahlung aus dem kurzwelligen C-Band (UV-
C). Die nachfolgende Darstellung (Bild 16) zeigt die Lage der UV-C Strahlung im Spekt-
rum der elektromagnetischen Strahlung.

Yisueller Rintgen-
IR Bereich strahlung

Bild 16: Spektrum elektromagnetischer Strahlung
(http://www.lenntech.com/deutsch/UV-Info.htm)
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Die exakte Erklarung flr das beobachtete Phanomen liel3 lange auf sich warten und konn-
te erst nach der Entdeckung und mit der Erforschung der DNS in den 60er Jahren des 20.
Jahrhunderts gegeben werden. Die Desinfektionswirkung von UV-Strahlung beruht dem-
nach auf der Zerstérung der Fortpflanzungsmaoglichkeit der Mikroorganismen. Die UV-
Strahlung im Wellenlangenbereich um 260 nm hat eine starke Auswirkung auf die Eiweil}-
strukturen von Bakterien, da Wellenlangen in diesem Bereich von der DNA absorbiert
werden. Es kommt zu strukturellen Veranderungen in der DNA. Diese bewirken eine Sto-
rung der Proteinsynthese (Replikation) und fihren somit zum Zelltod.

Flr eine Inaktivierung von Mikroorganismen sind folglich Strahler geeignet, die im Spekt-
ralbereich zwischen 240 und 290 nm UV-Strahlung emittieren. Die Resonanzlinie des
Quecksilberstrahlers bei 254 nm erflllt diese Bedingung sehr gut, da sie nahe der beiden
Absorptionsmaxima liegt (Bild 17).

Bild 17: Absorption und Emission von Strahlung im UV-C Bereich

Die Wirksamkeit einer UV Behandlung zur Inaktivierung von Mikroorganismen steht dabei
in direktem Zusammenhang mit der angewandten Dosis (= Zeit x Intensitat). Hohe Intensi-
taten wahrend einer kurzen Zeit oder geringe Intensitaten Uber einen langen Zeitraum sind
praktisch austauschbar und beinahe gleichwertig in der Desinfektionswirkung.

Das nachfolgende Kapitel beschaftigt sich mit der Wirkung von UV-C Strahlung auf die
ausgewahlten Testorganismen.
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4.2  Einfluss von ultraviolettem Licht auf Testkeime in wassrigen Losungen

Analog zu den Versuchen mit ozontem Wasser wurde auch hier damit begonnen, die Wir-
kung der Behandlungsmethode auf die Mikroorganismen direkt zu ermitteln, d.h. ohne das
sich die Stamme auf der Produktoberflache befinden. Dazu wurden die Teststdmme wie in
Kapitel 3.2 und 3.3 beschrieben kultiviert und jeweils 2 ml einer Keim- bzw. Sporensus-
pension definiert bestrahilt.

4.2.1 Einfluss von UV Licht auf Pectobacterium carotovorum in wassriger Losung
Versuchsdurchflhrung

Fur die Bestrahlung (A = 254 nm) der Keimsuspensionen (2-108 KbE/ml) wurden je Va-
riante 2 ml Suspension in ein steriles 50 ml Becherglas pipettiert. Die Varianten wurden
alle gleichzeitig bestrahlt. Es wurden gemal} Tabelle 9 folgende Varianten untersucht:

Tabelle 9: untersuchte Varianten zur Behandlung von P. carotovorum in Losung mit
UV-C Strahlung

Variante Behandlung der Keimsuspension Bestrahlungsdichte [Ws/m?]
1 Unbehandelte Kontrolle -
2 60 sec. bestrahlen 150
3 120 sec. bestrahlen 300
4 180 sec. bestrahlen 450
4 240 sec. bestrahlen 600
5 300 sec. bestrahlen 750

Nach Ablauf der entsprechenden Bestrahlungszeit wurden die jeweiligen Becherglaser
unter der Lampe entfernt. Jede Bestrahlungsvariante wurde in Doppelbestimmung aus-
plattiert und bebrutet.

Versuchsauswertung

Je langer eine Probe bestrahlt wird, desto besser ist die Hemmung des Bakteriums.
Nach einer Bestrahlung von einer Minute hat sich die Keimzahl halbiert, das entspricht
einer Reduktion von 0,5 log-Einheiten. Nach einer Behandlungszeit von drei Minuten
hat sich die Hemmung auf 1 log-Einheit erhoht, d.h. 90% der Keime sind abgetotet.
Nach 5 Minuten erhohte sich die Reduktion auf 1,5 log-Einheiten. Dies entspricht einer
95%igen Hemmung. Zur Veranschaulichung der Ergebnisse dient Bild 18.
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Bild 18: Reduktion von P. carotovorum in Losung nach UV-Bestrahlung

4.2.2 Einfluss von UV Licht auf Phytophthora infestans in wassriger Losung

Versuchsdurchfihrung

Je Variante wurden 5 Wiederholungen untersucht. Dazu wurden nach der UV-Bestrahlung

(A = 254 nm) der Keimsuspensionen 5 Kartoffelscheiben mit je 50 pl P. infestans (2-10°
Sporen/ml) inokuliert.

Fir die Bestrahlung der Sporensuspensionen wurden je Variante 2 ml Suspension in
ein steriles 50 ml Becherglas pipettiert. Die Varianten (Tabelle 10) wurden alle gleich-
zeitig bestrahlt, nach Ablauf der entsprechenden Bestrahlungszeit wurden die jeweiligen
Becherglaser unter der Lampe entfernt und es wurden sofort die Kartoffelscheiben be-
impft. Diese wurden flr 7 Tage bei 18°C bebritet.

Tabelle 10: untersuchte Varianten der Bestrahlung von P. infestans in Suspension mit UV Licht

Variante Behandlung der Sporangiensuspension Bestrahlungsdichte [Ws/m?]
1 Unbehandelte Kontrolle -
2 Inokulierte Kontrolle -
3 10 sec. bestrahlen 25
4 60 sec. bestrahlen 150
5 300 sec. bestrahlen 750
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Versuchsauswertung

Erwartungsgemal} sind die Kartoffelscheiben der unbehandelten Kontrolle bis auf zwei
kleine Stellen ohne Befall. Die inokulierten Kontrollscheiben zeigen einen gleichmafigen
Bewuchs. Die Kartoffelscheiben der Variante 3 (K = 25 Ws/m?) zeigen bereits eine leichte
Hemmung des Pilzwachstums auf zwei Kartoffelscheiben. Der Bewuchs der drei weiteren
Kartoffelscheiben entspricht dem der inokulierten Kontrolle. Variante 4 zeigt ein vergleich-
bares Aussehen. Eine komplette Hemmung kann bei K = 750 Ws/m? beobachtet werden.
Zur Veranschaulichung der Ergebnisse dient Bild 19:

Unbehandelte Inokulierte K = 25 Ws/m? = 150 Ws/m? K = 750 Ws/m?
Kontrolle Kontrolle

Bild 19: Wachstum von P. infestans nach UV-Behandlung auf Kartoffelscheiben nach 7-tagiger
Bebritung bei 18°C (K = Bestrahlungsdichte)

4.2.3 Einfluss von UV Licht auf Thielaviopsis basicola in wassriger Lésung
Versuchsdurchfihrung

Je 2 ml Sporensuspension (10* Sporen/ml) wurden in ein 50 ml Becherglas pipettiert. Die
Suspensionen wurden gemal} Tabelle 11 mit UV-Licht bestrahit:
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Tabelle 11: Behandlungsvarianten zur UV-Bestrahlung von T. basicola in Lésung

Variante Behandlung der Sporensuspension Bestrahlungsdichte [Ws/m?]
1 Unbehandelte Kontrolle -
2 10 sec. bestrahlen 25
3 20 sec. bestrahlen 50
4 30 sec. bestrahlen 75
5 60 sec. bestrahlen 150
6 300 sec. (5 min) bestrahlen 750

Nach erfolgter Bestrahlung wurden die Varianten in Doppelbestimmung mikrobiologisch
analysiert.

Versuchsauswertung

Nach 9 Tagen Inkubationszeit sind alle Platten unabhangig von der Bestrahlungsdichte
stark mit T. basicola bewachsen. Auch bei langeren Bestrahlungszeiten scheint der Pilz
durch die Behandlung keine Schadigung zu erfahren. Ursache hierfur kann die Dickwan-
digkeit der Chlamydosporen sein.

4.2.4 Zusammenfassung

Auf die Bestrahlung mit UV-C Licht reagieren die Mikroorganismen erwartungsgemaf}
sehr unterschiedlich.

Far P. carotovorum nimmt die Hemmung mit der Bestrahlungsdichte zu, das beste Er-
gebnis konnte bei einer Bestrahlungsdichte von 750 Ws/m? erzielt werden. Dabei wird
die Anzahl der Bakterien um 1,5 log-Einheiten erniedrigt.

P. infestans reagiert im Vergleich sensibler auf die Bestrahlung. Hier wird bei einer Be-
strahlungsdichte von 750 Ws/m? eine vollstindige Abtétung des Pilzes erhalten.

Auf das Wachstum von T. basicola hatte die Bestrahlung keinen Einfluss.

4.3 Einfluss von ultraviolettem Licht auf Mikroorganismen auf der Produkt-
oberflache

Aufbauend auf den Bestrahlungsversuchen in Losung sollte im nachsten Schritt die Wir-
kung einer UV-C Bestrahlung ermittelt werden, wenn sich die Bakterien und Pilze bereits
auf den Produkten etabliert haben. Um die optimalen Bestrahlungsdichten zu ermitteln,
wurde fiir diese Versuche eine UV-Lampe mit einer Bestrahlungsdichte von 2,5 Ws/m?
ausgewahlt. Die angestrebten Bestrahlungsdosen wurden durch die Variation der Bestrah-
lungszeit erreicht. Zur Veranschaulichung der Versuchsapparatur dient Bild 20.
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Bild 20: Versuchsaufbau fiir Bestrahlungsversuche im Labor

4.3.1 Einfluss von UV Licht auf Pectobacterium carotovorum auf Mohren
Versuchsdurchflhrung

Je Variante wurden 2 Moéhren untersucht. Die M6éhren wurden vor der UV-Bestrahlung
durch Eintauchen in eine Bakteriensuspension mit P. carotovorum inokuliert. Die
Tauchsuspension wurde aus 20 ml Hauptkultur und 180 ml Ringerlésung hergestelit
(Endkeimgehalt an P. carotovorum: 10" KbE/ml). Nach 15 Minuten Wartezeit zur Etab-
lierung der Mikroorganismen auf der Produktoberflache, wurden diese steigenden Be-
strahlungsdichten (AL = 254 nm) ausgesetzt und anschlieend mikrobiologisch analy-
siert. Es wurden folgende Varianten untersucht (Tabelle 12):

Tabelle 12: untersuchte Varianten der Bestrahlung von Méhren, die mit P. carotovorum infiziert
sind

Variante Behandlung Bestrahlungsdichte [Ws/m?]

1 Unbehandelte Kontrolle -

2 Inokulierte Kontrolle -

3 1 min. bestrahlen 150
4 2 min. bestrahlen 300
5 3 min. bestrahlen 450
6 4 min. bestrahlen 600
7 5 min. bestrahlen 750




Bornimer Agrartechnische Berichte o Heft 58 47

Versuchsauswertung

Auf den unbehandelten Kontrollen kann P. carotovorum nicht nachgewiesen werden.
Durch die Inokulation wurden auf den Méhren 2-10* KbE/g FM appliziert. Die Bestrah-
lung mit UV-Licht hat bis zu einer Bestrahlungsdichte von 300 Ws/m? keine keimhem-
mende Wirkung. Durch eine Erhohung der Bestrahlungsdichte auf 450 Ws/m? konnte
der Keimgehalt um 0,5 log-Einheiten reduziert werden. Eine 4-miniutige Behandlung
(Bestrahlungsdichte: 600 Ws/m?) filhrt zu einer Reduktion um eine log-Einheit, nach
einer Behandlungsdauer von 5 Minuten (Bestrahlungsdichte: 750 Ws/m?) liegt die Re-
duktion bei 2 log-Einheiten. Dies entspricht einer Abtoétung von 99% aller Keime. Zur
Veranschaulichung der Ergebnisse dient Tabelle 13. In weiteren Versuchen konnte
nachgewiesen werden, dass bei einer Bestrahlungsdichte von 3750 Ws/m? das Bakteri-
um vollstandig abgetotet wird.

Tabelle 13: Hemmung von P. carotovorum auf der Oberflache von Mdhren nach
UV-Bestrahlung

Variante Behandlungsdauer Bestrahlungsdichte P. carotovorum
[min] [Ws/m?] [KbE/g FM]
1 Unbehandelte Kontrolle - n.n.
2 Inokulierte Kontrolle - 2.10*
3 1 150 5-10*
4 2 300 210*
5 3 450 7-10°
6 4 600 1-10°
7 5 750 5-10°

4.3.2 Einfluss von UV Licht auf Phytophthora infestans auf Kartoffeln
Versuchsdurchfihrung

Je Variante wurden 6 Kartoffelscheiben untersucht. Die Kartoffelscheiben wurden 15 Mi-
nuten vor der UV-Bestrahlung (A = 254 nm) mit je 50 pl P. infestans Suspension (10* Spo-
rangien/ml) inokuliert.

Bei der Bestrahlung der Kartoffelscheiben wurden je Variante 3 Scheiben nach jeweils
der Halfte der Bestrahlungsdauer umgedreht, um zu Uberprufen, ob beidseitiges Be-
strahlen einen Einfluss auf das Versuchsergebnis hat. Eine Ubersicht der untersuchten
Varianten gibt Tabelle 14. Die Kartoffelscheiben wurden nach der Behandlung fur 7
Tage bei 18°C bebrutet.
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Tabelle 14: untersuchte Varianten der Bestrahlung von Kartoffelscheiben, die mit P. infestans
infiziert sind

Variante Behandlung Bestrahlungsdichte [Ws/m?]
1 Unbehandelte Kontrolle -
2 Inokulierte Kontrolle -
3 10 sec. bestrahlen 25
4 60 sec. bestrahlen 150
5 300 sec. (5 min) bestrahlen 750

Versuchsauswertung

Die unbehandelten und inokulierten Kontrollen zeigen nach der Bebrutungszeit erwar-
tungsgemal’ keinen bzw. einen gleichmafigen Bewuchs.

Eine Bestrahlungsdichte von 25 Ws/m? zeigt bei infizierten Kartoffelscheiben keine Wir-
kung. Bei einer Bestrahlungsdichte von 150 Ws/m? ist eine leichte Hemmung des Wachs-
tums zu beobachten, jedoch nur, wenn die Scheiben nicht nach der Halfte der Zeit gedreht
werden. Andernfalls ist das Wachstum vergleichbar mit dem auf den inokulierten Kontroll-
scheiben. Eine Bestrahlungsdichte von 750 Ws/m? verursacht eine deutliche Hemmung
des Pilzwachstums, wenn die Scheiben nicht gedreht werden. Das Drehen der Kartoffel-
scheiben nach der Halfte der Behandlungszeit kommt einer Halbierung der Bestrahlungs-
dauer gleich. Zur Veranschaulichung der Versuchsergebnisse dienen Bild 21 und Bild 22.

Unbehandelte Inokulierte K = 25 Ws/m? =150 Ws/m? K = 750 Ws/m?
Kontrolle Kontrolle

Bild 21: mit P. infestans inokulierte Kartoffelscheiben nach UV-Behandlung (ungedreht)
und 7-tagiger Bebritung bei 18°C
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Unbehandelte Inokulierte K = 25 Ws/m? =150 Ws/m? K = 750 Ws/m?
Kontrolle Kontrolle

Bild 22: mit P. infestans inokulierte Kartoffelscheiben nach UV-Behandlung (nach jeweils der
Halfte der Bestrahlungszeit werden die Scheiben gedreht) und 7-tagiger Bebritung bei 18°C

4.3.3 Einfluss von UV Licht auf Thielaviopsis basicola auf Méhren
Versuchsdurchfiuihrung

Die Mdhren wurden mit je 2 SprilhstdRen einer T. basicola Suspension (10* Sporen/ml)
inokuliert. Zur Etablierung des Pilzes auf der Oberflache wurde 15 Minuten gewartet, be-
vor mit der UV-Bestrahlung (A = 254 nm) begonnen wurde. Je Variante wurden 2 Mohren
untersucht. Es wurden folgende Bestrahlungsvarianten untersucht (Tabelle 15):

Tabelle 15: Varianten der UV-Behandlung von mit T. basicola inokulierten M6hren

Variante Behandlung der inokulierten Méhren Bestrahlungsdichte [Ws/m?]

1 Unbehandelte Kontrolle -

2 Inokulierte Kontrolle -

3 160 sec. bestrahlen 400
4 320 sec. bestrahlen 800
5 400 sec. bestrahlen 1000
6 640 sec. bestrahlen 1600
7 800 sec. bestrahlen 2000

Anschlieend wurden alle M6hren mikrobiologisch untersucht. Dazu wurden die M6hren in
sterilen Probenahmebeuteln zerkleinert. Anschliefend wurden jeweils 10 g Probe mit
90 ml steriler Ringerlosung versetzt und fur 2 Minuten bei max. Frequenz im Stomacher
geschuttelt. Von jeder Variante wurde in Doppelbestimmung auf MEA-CI ausgespatelt
(Verdiinnungsstufen 102 bis 10®). Die Platten wurden fiir 20 Tage bei Zimmertemperatur
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bebritet. Nach dieser Zeit wurden die Platten mikroskopisch auf Wachstum von Thielavi-
opsis basicola untersucht.

Versuchsauswertung

Eine Ubersicht (iber die Versuchsergebnisse gibt Tabelle 16:

Tabelle 16: Hemmung von T. basicola auf Méhren nach UV-Bestrahlung

Variante Bestrahlungsdichte [Ws/m?] Mikroskopischer Befund auf den
bebriteten Platten

1M Unbehandelte Kontrolle -

1/2

2/1 Inokulierte Kontrolle T. basicola

2/2

3/1 400 T. basicola

3/2 T. basicola

4/1 800 T. basicola

4/2 -

5/1 1000 -

5/2 T. basicola

6/1 1600 -

6/2 -

7 2000 -

7/2 -

Demnach sind die verwendeten Moéhren frei von T. basicola. Die Platten der inokulierten
Méohren sind stark mit T. basicola bewachsen, so dass die Inokulation erfolgreich verlaufen
ist. Wahrend bei beiden Wiederholungen der Variante 3 (K = 400 Ws/m?) noch T. basicola
auf den Platten gewachsen ist, reduziert sich der Bewuchs in den Varianten 5 und 6 (K =
800 bzw. 1000 Ws/m?) auf jeweils nur eine Wiederholung. Ab einer Bestrahlungsdichte
von 1600 Ws/m? konnte kein Wachstum von T. basicola mehr beobachtet werden. Eine
Erhéhung der Bestrahlungsdichte reduziert damit erwartungsgemafd die Ausbreitung des
Pilzes. Hier kann sogar eine vollstandige Hemmung des Pilzes erzielt werden.

4.3.4 Zusammenfassung

Der Einsatz von UV-C Licht zur Hemmung des Bakterien- und Pilzwachstums auf Mohren
bzw. Kartoffeln verlief erfolgreich. Dabei sind die untersuchten Mikroorganismen erwar-
tungsgemald unterschiedlich stark sensibel gegen eine UV-Bestrahlung. Eine deutlich
hemmende Wirkung ist bei allen untersuchten Mikroorganismen ab Bestrahlungsdichten
von 750 Ws/m? zu beobachten. Hier liegt die Hemmung von P. carotovorum auf Méhren
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bei 2 log-Einheiten. Eine vollstandige Unterdrickung des Bakteriums gelingt jedoch erst
bei einer Bestrahlungsdichte von 3750 Ws/m?.

Das Wachstum von P. infestans auf Kartoffelscheiben kann auch bei hdheren Bestrah-
lungsdichten (Daten hier nicht gezeigt) nicht vollstandig unterbunden werden. Ursache
hierfur ist wahrscheinlich, dass der Pilz tief in das Gewebe hineinwachst, wo er durch die
UV-Bestrahlung nicht erreicht werden kann, so dass der Behandlungserfolg begrenzt ist.

Das Wachstum von T. basicola auf Mohren wird ab einer Bestrahlungsdichte von
1600 Ws/m? vollstandig unterdriickt.

Die Bestrahlung von Méhren und Kartoffeln mit UV-C Licht zur Bekdmpfung von Produkt-
verlusten, die durch P. carotovorum, P. infestans und T. basicola hervorgerufen werden,
verlauft erfolgreich, wobei der Pilz P. infestans nicht vollstandig gehemmt werden kann.
Die Umsetzung der hohen Bestrahlungsdichten von 3750 Ws/m? bei Befall mit P. caroto-
vorum und 1600 Ws/m? bei Befall mit T. basicola in der Praxis kdnnen durch UV-Lampen
mit entsprechender Leistung erbracht werden.

Die Bestrahlung mit UV-C Licht scheint jedoch eine erfolgreiche Behandlungsmethode
zumindest zur Reduzierung des Befalls mit den genannten Mikroorganismen zu sein.

In nachfolgenden Versuchen sollte daher geklart werden, ob eine Kombination einer Wa-
sche mit ozontem Wasser mit nachfolgender UV-C Bestrahlung zur vollstandigen Unter-
drickung der Pilze bzw. des Bakteriums fuhrt.

4.4 Bestimmung der Qualitatsparameter von Mohren und Kartoffeln nach UV-
Bestrahlung

Um zu gewahrleisten, dass eine UV-Bestrahlung die Qualitdt der Produkte nicht scha-
digt, wurden in Analogie zu den Ozonversuchen Untersuchungen der Inhaltsstoffe nach
einer UV-Bestrahlung durchgefihrt.

4.4.1 Vitamin C Bestimmung in M6hren
Messmethode

Die Vitamin C Bestimmung in den Méhren nach UV-Bestrahlung erfolgte auf die gleiche
Weise wie nach der Ozonbehandlung (siehe Kapitel 3.6.1).

Probenvorbereitung
Die Mohren wurden flr die Versuche wie folgt aufbereitet:

Jede Moéhre wurde der Lange nach halbiert. Der Vitamin C Gehalt der einen Mohrenhalfte
wurde sofort gemessen, die der zweiten Halfte nach dem Bestrahlen mit UV-Licht. Die
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Bestrahlungsdichten betrugen zwischen 75 und 2000 Ws/m?. Jede Variante wurde dreimal
untersucht und der Mittelwert gebildet.

Ergebnisse

Um die Ergebnisse miteinander vergleichen zu kénnen, wurden unbehandelte Mdhren
als Referenz vermessen. Die Abweichung betragt hier +1%. Alle Analysenergebnisse
bis zu Bestrahlungsdichten von 2000 Ws/m? liegen innerhalb dieses Spielraums, so
dass davon auszugehen ist, dass der Vitamin C-Gehalt von Mohren bis zu dieser Be-
strahlungsdichte nicht geschadigt wird. Eine Ergebnisubersicht gibt Tabelle 17.

Tabelle 17: Wiederfindungsrate von Vitamin C in der Lange bei halbierten Méhrenhalften nach
UV-Bestrahlung

Bestrahlungsdichte Wiederfindung
[Ws/m?] Vitamin C-Gehalt [%]
- (Referenz) 1001

75 99

150 100

450 100

600 101

750 99
1500 101
2000 101

4.4.2 Vitamin C Bestimmung in Kartoffeln
Messmethode

Die Vitamin C Bestimmung in Kartoffeln nach UV-Bestrahlung erfolgte auf die gleiche
Weise wie nach der Ozonbehandlung (siehe Kapitel 3.6.4).

Probenvorbereitung

Vor der Vitamin C Bestimmung wurden die Kartoffeln gewaschen, um anhaftenden
Schmutz zu entfernen und vorsichtig trocken getupft. AnschlieRend wurde jede Kartoffel
durch Nabel und Krone halbiert. Der Vitamin C Gehalt der einen Kartoffelhalfte wurde
sofort gemessen, die der zweiten Halfte nach der Bestrahlung mit UV-Licht. Die Be-
strahlungsdichten betrugen zwischen 25 und 2000 Ws/m?. Alle Versuche wurden zwei-
mal wiederholt.
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Ergebnisse

Es wurden jeweils 2 Proben untersucht und der Mittelwert gebildet. Fur die unbehandel-
ten Kontrollen wurde eine Abweichung von +1% zwischen den Kartoffelhalften gefun-
den. Alle UV behandelten Varianten liegen innerhalb dieser Abweichungen, so dass
davon ausgegangen werden kann, dass eine Bestrahlungsdichte bis 2000 Ws/m? als
unschadlich anzusehen ist. Tabelle 18 zeigt eine Ubersicht der Messergebnisse.

Tabelle 18: Wiederfindungsrate von Vitamin C in halbierten Kartoffelhalften nach
UV-Bestrahlung

Bestrahlungsdichte Wiederfindung
[Ws/m?] Vitamin C-Gehalt [%]
- 100+1
25 101
50 100
75 99
150 100
450 100
600 99
750 101
1500 100
2000 101

4.4.3 Zusammenfassung

Die Bestrahlung von Mohren und Kartoffeln mit UV-C Licht bis zu einer Bestrahlungsdichte
von 2000 Ws/m? erfolgt ohne Beeintréchtigung des Vitamin C Gehaltes der Produkte. Die
Bestrahlung kann demzufolge als unbedenklich angesehen werden.
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5 Einfluss von ozontem Wasser und ultraviolettem Licht in Kombinati-
on auf Mikroorganismen auf der Produktoberflache

Da sowohl der Einsatz von ozontem Wasser als auch die Bestrahlung mit UV-Licht nur

eine begrenzte Wirkung auf die Hemmung der ausgewahlten Mikroorganismen erbrach-

te, wurde in Absprache mit der Firma Schneider Fordertechnik beschlossen, beide Be-

handlungsmethoden zu kombinieren, um zu untersuchen, ob sich die hemmenden Ef-

fekte der beiden untersuchten Behandlungsmethoden kumulieren.

5.1 Einfluss auf Pectobacterium carotovorum auf Mdhren
Versuchsdurchflhrung

Je Variante wurden 2 Mohren untersucht. Die Mohren wurden vor der Behandlung
durch Eintauchen in eine Bakteriensuspension mit P. carotovorum inokuliert. Die
Tauchsuspension wurde aus 20 ml Hauptkultur und 180 ml Ringerldsung hergestellt
(Endkeimgehalt an P. carotovorum: 4107 KbE/ml). Nach 15 min. Wartezeit zur Etablie-
rung der Mikroorganismen auf der Produktoberflache, wurden alle Varianten zuerst mit
ozontem Wasser (4 ppm) im Durchfluss gewaschen und anschlieiend gemall Tabelle
19 steigenden Bestrahlungsdichten (A = 254 nm) ausgesetzt. AbschlieRend wurden alle
Mohren in Doppelbestimmung mikrobiologisch analysiert.

Tabelle 19: untersuchte Varianten der kombinierten Ozon- und UV-Behandlung bei Méhren, die
mit P. carotovorum infiziert sind

Behandlung
Variante  Dauer der Wasche mit ozon- Dauer der UV-Bestrahlung Bestrahlungs-
tem Wasser [min.] [min.] dichte [Ws/m?]

1 Unbehandelte Kontrolle -

2 Inokulierte Kontrolle -

3 0,5 min. 0,5 min. 75

4 0,5 min. 1 min. 150

5 0,5 min. 2 min. 300

6 0,5 min. 3 min. 450

7 0,5 min. 4 min. 600

8 0,5 min. 5 min. 750
Versuchsauswertung

Die Kombination von Ozon- und UV-Behandlung flhrt bereits bei einer geringen Be-
strahlungsdichte von 75 Ws/m? zu einer Keimzahlreduzierung von 0,4 log-Einheiten. Bei
einer Verdoppelung der Bestrahlungszeit vergroRert sich die Reduktion der Mikroorga-
nismen auf eine log-Einheit. Nach einer weiteren Verdopplung der Bestrahlungsdichte
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auf 300 Ws/m? kann die Hemmung der Keime auf 2 log-Einheiten erhéht werden. Wei-
tere Erhdhungen der Bestrahlungsdichte erbringen jedoch keine weitere Hemmung des
Bakteriums. Zur Veranschaulichung der Ergebnisse dient Bild 23.

1,00E+06

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02

1,00E+01

P. carotovorum [KbE/g FM]

1,00E+00 , , , ,

UV-Bestrahlungszeit [sec.]

Bild 23: Reduktion von P. carotovorum auf Méhren nach kombinierter Behandlung mit ozontem
Wasser und UV-Bestrahlung

Durch die Kombination der Wasche mit ozontem Wasser (c(O3) = 4 ppm, t = 0,5 min)
und einer UV-C Bestrahlung (K = 300 Ws/m?) kann somit eine maximale Reduzierung
von P. carotovorum um 2 log-Einheiten erzielt werden. Auch durch VerknlUpfung beider
Methoden ist eine vollstandige Hemmung des Bakteriums nicht moglich.

5.2 Einfluss auf Phytophthora infestans auf Kartoffeln
Versuchsdurchfiihrung

Je Variante wurden 3 Kartoffelscheiben untersucht. Diese wurden vor der Behandlung
mit einer Suspension von P. infestans (2-103 Sporen/ml) inokuliert und nach
15 Minuten Etablierungszeit auf der Produktoberflache behandelt. Dabei wurden die
Kartoffelscheiben zuerst fur 30 Sekunden im Durchfluss mit ozontem Wasser (c(O3) = 4
ppm) gewaschen und anschliellend bestrahlt. Es wurden folgende Varianten (Tabelle
20) untersucht.
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Tabelle 20: untersuchte Varianten der kombinierten Ozon- und UV-Behandlung bei Kartoffeln,
die mit P. infestans infiziert sind

Behandlung
Variante  Dauer der Wasche mit ozon- Dauer der UV-Bestrahlung Bestrahlungs-
tem Wasser [min.] [min.] dichte [Ws/m?]
1 Unbehandelte Kontrolle -
2 Inokulierte Kontrolle -
3 0,5 min. 0,5 min. 75
4 0,5 min. 1 min. 150
5 0,5 min. 2 min. 300
6 0,5 min. 3 min. 450
7 0,5 min. 4 min. 600
8 0,5 min. 5 min. 750

Nach der Behandlung wurden die Kartoffelscheiben fur 7 Tage bei 18°C inkubiert und
anschlie3end bonitiert.

Versuchsauswertung

Die unbehandelten Kontrollen weisen keinen Befall mit P. infestans auf, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass das Probenmaterial vor dem Versuch nicht kontaminiert
war. Die inokulierten Kontrollscheiben sind alle dicht mit einem weil3en Myzel von P. in-
festans bewachsen. Die Inokulation war somit erfolgreich.

Eine Hemmung des Pilzes ist bereits in Variante 3 erkennbar (30 sec Wasche mit ozon-
tem Wasser und UV-Bestrahlung mit 75 Ws/m?). Das beste Ergebnis, das heilt die starks-
te Hemmung des Pilzwachstums wird bei einer Bestrahlungsdauer von einer Minute (ent-
spricht 150 Ws/m?) erreicht. 2 Scheiben zeigen hier nur Spuren von P. infestans, eine Kar-
toffelscheibe ist zu etwa 50% mit P. infestans bewachsen. Es zeigt sich jedoch, dass eine
Erhohung der Bestrahlungsdichte, d.h. eine Verlangerung der Bestrahlungszeit, nicht zur
vollstandigen Hemmung des Pilzwachstums flhrt, sondern dass ab einer Bestrahlungs-
dichte von 600 Ws/m? wieder ein verstarktes Wachstum einsetzt. Die Ergebnisse sind zur
Veranschaulichung in Bild 24 dargestellt.

Durch die Kombination von Ozon- und UV-Behandlung ist somit zwar eine deutliche
Hemmung des Pilzes zu beobachten, eine vollstandige Eliminierung ist jedoch nicht mog-
lich.
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Unbehandelte Kontrolle Inokulierte Kontrolle 30 sec ozontes \Wasser; 30 sec ozontes Was-

K = 75 Ws/m? ser; K = 150 Ws/m?
30 sec ozontes Wasser; 30 sec ozontes Was- 30 sec ozontes Was- 30 sec ozontes Was-
K = 300 Ws/m? ser; K = 450 Ws/m? ser; K = 600 Ws/m? ser; K = 750 Ws/m?

Bild 24: mit P. infestans inokulierte Kartoffelscheiben nach kombinierter Ozon- und UV-
Behandlung und 7-tagiger Bebritung bei 18°C
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5.3 Einfluss auf Thielaviopsis basicola auf M6hren
Versuchsdurchfiihrung

Die Mdhren wurden mit je 2 SprithstdRen einer T. basicola Suspension (10* Sporen/ml)
inokuliert. Diese Stelle wurde jeweils farbig markiert. Zur Etablierung des Pilzes auf der
Oberflache wurde 15 Minuten gewartet, bevor mit der UV-Bestrahlung (A = 254 nm) be-
gonnen wurde. Je Variante wurden 2 Moéhren untersucht. Folgende Varianten wurden un-
tersucht (Tabelle 21).

Tabelle 21: Varianten der kombinierten Ozon- und UV-Behandlung von mit T. basicola inoku-
lierten Mohren

Behandlung
Variante Dauer der Wasche mit ozon- Dauer der UV-Bestrahlung Bestrahlungs-
tem Wasser [min.] [min.] dichte [Ws/m?]
1 Unbehandelte Kontrolle -
2 Inokulierte Kontrolle -
3 0,5 min. 1 min. 150
4 0,5 min. 2 min. 300
5 0,5 min. 3 min. 450
6 0,5 min. 4 min. 600
7 0,5 min. 5 min. 750

Anschlieend wurden alle Méhren mikrobiologisch untersucht. Dazu wurden die Méhren in
sterilen Probenahmebeuteln zerkleinert. AnschlieRend wurden jeweils 10 g Probe mit
90 ml steriler Ringerldésung versetzt und fur 2 Minuten bei max. Frequenz im Stomacher
geschuttelt. Von jeder Variante wurde in Doppelbestimmung auf MEA-CI| ausgespatelt
(Verdiinnungsstufen 107 bis 10). Die Platten wurden fiir 15 Tage bei Zimmertemperatur
bebrutet. Nach dieser Zeit wurden die Platten mikroskopisch auf Wachstum von Thielavi-
opsis basicola untersucht.

Versuchsauswertung

Erwartungsgemal} ist nach der Bebrutung kein Wachstum von T. basicola auf den Kon-
trollplatten zu beobachten. Die Platten der inokulierten Kontrollen zeigen ein regelmafiges
Wachstum, so dass die Inokulation erfolgreich verlaufen ist. Das Wachstum von T. basico-
la der behandelten Mdhren kann durch die kombinierte Behandlung leicht eingeschrankt
werden, eine vollstandige Hemmung ist auch bei einer Erhéhung der Bestrahlungsdichte
nicht moglich. Eine Ubersicht der Ergebnisse ist in Tabelle 22 gegeben.
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Tabelle 22: Ergebnisse der kombinierten Ozon- (c(O3) = 4 ppm; t = 30 sec) und UV-
Behandlung bei mit T. basicola infizierten M6hren, nach 15 Tagen Bebrtiitung bei
Raumtemperatur

Variante Bestrahlungsdichte [Ws/m?] Wachstum von T. basicola auf MEA-
Cl

11 - (unbehandelte Kontrolle) 0

1/2 0

2/1 - (inokulierte Kontrolle) ++

2/2 ++

3/1 150 +

3/2 +

4/1 300 ++

4/2 4

51 450 0

5/2 +

6/1 600 0

6/2 +

71 750 +

7/2 ++

Wachstum von T. basicola auf Nahrmedium: kein Wachstum: 0

schwaches Wachstum: +
mittelmaRiges Wachstum: ++
starkes Wachstum: +++

5.4 Zusammenfassung

Die Kombination einer Wasche mit ozontem Wasser und einer UV-C Bestrahlung fihrt
zu einer Hemmung aller 3 Testorganismen. Die Mikroorganismen werden jeweils einer
Behandlung mit ozontem Wasser fur 30 Sekunden mit einer Konzentration von 4 ppm
Ozon unterzogen, der eine Bestrahlung mit unterschiedlichen Bestrahlungsdichten folgt.

Am meisten resistent ist hierbei der Pilz T. basicola, dessen Chlamydosporen beson-
ders dickwandig und daher besonders schwer zu bekampfen sind. Eine eindeutige
Hemmung kann erst bei 450 Ws/m? beobachtet werden.

Etwas sensibler gegenuber der Behandlung zeigt sich der zweite untersuchte Pilz P.
infestans. Dieser wird bereits bei 150 Ws/m? deutlich in seinem Wachstum gehemmt.
Eine vollstandige Unterdriickung kann jedoch nicht erreicht werden.

FUr das untersuchte Testbakterium P. carotovorum liegt die maximal beobachtete
Hemmung bei einer Bestrahlungsdichte von 300 Ws/m? und betragt 2 log-Einheiten.

Die erhoffte kumulative Wirkung beider Behandlungsmethoden ist damit nicht nach zu-
weisen. In nachfolgenden Versuchen sollte jedoch abschlie®end geklart werden, ob die
Behandlung nachhaltig ist.
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5.5 Bestimmung der Qualitatsparameter von Mdhren und Kartoffeln nach einer
kombinierten Behandlung mit ozontem Wasser und UV-Bestrahlung

Um zu gewabhrleisten, dass auch eine Kombination der zwei vorgestellten Behand-

lungsmethoden die Qualitat der Produkte nicht schadigt, wurden auch hier Untersu-

chungen der Inhaltsstoffe nach der Behandlung durchgefihrt.

5.5.1 Vitamin C Bestimmung in Méhren
Messmethode

Die Vitamin C Bestimmung in den Méhren nach der kombinierten Behandlung durch die
Wasche mit ozontem Wasser und einer nachfolgenden UV-Bestrahlung erfolgte auf die
gleiche Weise wie nach der Ozonbehandlung (siehe Kapitel 3.6.1) und der UV-
Bestrahlung (siehe Kapitel 4.4.1).

Probenvorbereitung
Die Mohren wurden flr die Versuche wie folgt aufbereitet:

Jede Moéhre wurde der Lange nach halbiert. Der Vitamin C Gehalt der einen Mohrenhalfte
wurde sofort gemessen, die der zweiten Halfte nach dem Waschen mit ozontem Wasser
(c(O3) = 4 ppm; t = 30 sec) gefolgt vom Bestrahlen mit UV-Licht. Die Bestrahlungsdichten
betrugen zwischen 75 und 2000 Ws/m?. Jede Variante wurde dreimal untersucht und der
Mittelwert gebildet.

Ergebnisse

Die Versuche ergeben, dass die Mohren durch die kombinierte Ozon- und UV-
Behandlung bis zu einer Bestrahlungsdichte von 2000 Ws/m? keine Schadigung des
Vitamin C Gehaltes erfahren. Die Behandlungsmethode ist diesbezlglich als unbedenk-
lich anzusehen. Eine Ubersicht der Ergebnisse gibt Tabelle 23.
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Tabelle 23: Wiederfindungsrate an Vitamin C in der Lange nach halbierten M6hrenhalften nach
kombinierter Ozon- und UV-Behandlung

Bestrahlungsdichte Wiederfindung
[Ws/m?] Vitamin C-Gehalt [%]
- (Referenz) 100+1

75 99

150 101

450 100

600 100

750 101
1500 100
2000 100

5.5.2 Vitamin C Bestimmung in Kartoffeln
Messmethode

Die Vitamin C Bestimmung in Kartoffeln nach der Wasche mit ozontem Wasser und der
UV-Bestrahlung erfolgte auf die gleiche Weise wie nach der Ozonbehandlung (siehe
Kapitel 3.6.4).

Probenvorbereitung

Vor der Vitamin C Bestimmung wurden die Kartoffeln gewaschen, um anhaftenden
Schmutz zu entfernen und vorsichtig trocken getupft. Anschlieend wurde jede Kartoffel
durch Nabel und Krone halbiert. Der Vitamin C Gehalt der einen Kartoffelhalfte wurde
sofort gemessen, die der zweiten Halfte nach der Behandlung mit ozontem Wasser und
der Bestrahlung mit UV-Licht. Die Bestrahlungsdichten betrugen zwischen 25 und 2000
Ws/m?. Alle Versuche wurden zweimal wiederholt.

Ergebnisse

Es wurden jeweils 2 Proben untersucht und der Mittelwert gebildet. Fur die unbehandel-
ten Kontrollen wurde eine Abweichung von +1% zwischen den Kartoffelhalften gefun-
den. Alle behandelten Varianten lagen innerhalb dieser Abweichungen, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass eine Wasche mit ozontem Wasser (4 ppm, 0,5 min)
mit anschlieBender UV-Bestrahlung (bis 2000 Ws/m?) als unschadlich anzusehen ist.
Tabelle 24 zeigt eine Ubersicht der Messergebnisse.
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Tabelle 24: Wiederfindungsrate an Vitamin C in halbierten Kartoffelhalften nach kombinierter
Ozon- und UV-Behandlung

Bestrahlungsdichte Wiederfindung
[Ws/m?] Vitamin C-Gehalt [%]
- (Referenz) 101
75 100
150 101
1500 100
2000 100

5.5.3 Zusammenfassung

Die Behandlung von Méhren und Kartoffeln mit ozontem Wasser (4 ppm, 0,5 min) gefolgt
von einer Bestrahlung mit UV-C Licht (bis 2000 Ws/m?) erfolgt ohne Beeintrachtigung des
Vitamin C Gehaltes der Produkte. Die Bestrahlung kann demzufolge als unbedenklich an-
gesehen werden.

5.6 Untersuchungen zur Nachhaltigkeit der entwickelten Methode zur kombi-
nierten Ozon- und UV-Behandlung - Lagerungsversuche

In Lagerungsversuchen sollte abschlie3end geklart werden, ob die erzielten Hemmungen

der Testorganismen Uber eine Lagerung erhalten bleiben und somit zu einer Reduzierung

der Produktverluste beitragen kénnen.

5.6.1 Entwicklung von Pectobacterium carotovorum auf Méhren wahrend der Lagerung
Versuchsdurchflhrung

Je Variante wurden 3 Mohren untersucht. Die Mdhren wurden vor der Behandlung
durch Eintauchen (30 Minuten) in eine Bakteriensuspension mit P. carotovorum inoku-
liert. Die Tauchsuspension wurde aus 20 ml Hauptkultur und 180 ml Ringerlésung her-
gestellt (Endkeimgehalt an P. carotovorum: 4-10” KbE/ml). Nach 15 min. Wartezeit zur
Etablierung der Mikroorganismen auf der Produktoberflache, wurden alle Varianten zu-
erst mit ozontem Wasser (4 ppm) im Durchfluss gewaschen und anschlieRend gemaf
Tabelle 25 steigenden Bestrahlungsdichten (A = 254 nm) ausgesetzt. Nachfolgend
wurden die Moéhren bei Raumtemperatur in wasserdampfgesattigter Atmosphare fur 3
Wochen chargenweise gelagert und abschlieRend bonitiert.
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Tabelle 25: untersuchte Varianten der Ozon- und UV-Behandlung bei Méhren, die mit P. caro-
tovorum infiziert sind

Variante  Behandlung

Unbehandelte Kontrolle

Inokulierte Kontrolle

30 sec mit Wasser waschen

30 sec. mit ozontem Wasser waschen und 1 min (150 Ws/m?) bestrahlen.

30 sec. mit ozontem Wasser waschen und 2 min (300 Ws/m?) bestrahlen.

o 00~ W N -

30 sec. mit ozontem Wasser waschen und 5 min (750 Ws/m?) bestrahlen.

Versuchsauswertung

Die unbehandelten Kontrollmdhren zeigen keinen Befall von P. carotovorum. Der Befall
mit P. carotovorum ist damit auf die Inokulation im Verlauf des Versuches zurickzufih-
ren.

Die Wasser gewaschenen Moéhren (Variante 3) sind bereits nach 2 Wochen Lagerung
vollkommen verdorben und werden entsorgt.

Der Verderb der mit ozontem Wasser und UV-Licht behandelten Méhren nimmt mit zu-
nehmender Bestrahlungsdichte ab. Diese Mdhren weisen einen Befall der Méhrenspit-
zen auf, der sich darin aulRert, dass eine Erweichung des Fruchtfleisches stattfindet. Die
Variante 6 ist ohne Befund, d.h. es ist kein Befall mit P. carotovorum optisch nachzu-
weisen. Allerdings liegt hier offenbar auch der Grenzwert, bei dem die Méhren anfangen
Schaden zu nehmen. Dies auldert sich in Wasserverlust, so dass diese Mohren nicht
mehr die Knackigkeit besitzen, wie die anderen Varianten.

5.6.2 Entwicklung von Phytophthora infestans auf verletzten Kartoffeln wahrend der La-
gerung

Versuchsdurchfiihrung

Je Variante wurden 3 Kartoffeln untersucht. Diese wurden vor der Behandlung an der
zu behandelnden Stelle farblich markiert. Diese wurde durch das Einritzen mit einem
Messer definiert verletzt und mit 100 pl einer Suspension von P. infestans (10* Spo-
ren/ml) inokuliert. Nach 15 Minuten Etablierungszeit des Pilzes auf der Produktoberfla-
che wurde mit der Behandlung begonnen. Dabei wurden die Kartoffeln zuerst fur 30
Sekunden im Durchfluss mit ozontem Wasser (c(O3) = 4 ppm) gewaschen und an-
schlieBend bestrahlt (A = 254 nm). Es wurden folgende Varianten (Tabelle 26) unter-
sucht.
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Tabelle 26: untersuchte Varianten der kombinierten Ozon- und UV-Behandlung bei verletzten
Kartoffeln, die mit P. infestans infiziert sind

Behandlung
Variante Dauer der Wasche mit ozontem Bestrahlungsdichte [Ws/m?]
Wasser [min.]

1 Unbehandelte Kontrolle

2 Inokulierte Kontrolle

3 0,5 min. 150
4 0,5 min. 300
5 0,5 min. 450
6 0,5 min. 600
7 0,5 min. 750

Nach der Behandlung wurden die Kartoffeln bei 18°C in feuchten Kammern fir 4 Wo-
chen gelagert.

Versuchsauswertung

Bereits nach 10 Tagen Inkubationszeit waren deutliche Veranderungen an den infizierten
Stellen erkennbar und von den Kartoffeln ging der typische unangenehme Geruch nach P.
infestans aus, so dass der Versuch abgebrochen wurde und die Auswertung erfolgte.

Die unbehandelten Kontrollen weisen keinen Befall mit P. infestans auf, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass das Probenmaterial vor dem Versuch nicht kontaminiert
war. Die inokulierten Kontrollen sind mit weiRem Myzel von P. infestans bewachsen, aus
den verletzten Stellen tritt ein hellbraunes Sekret aus, hervorgerufen durch die Auflésung
der Zellstruktur.

Alle behandelten Varianten zeigen ebenfalls einen deutlichen Befall mit P. infestans, der
jedoch nicht ganz so stark erscheint, wie die inokulierten Kontrollen. Erst die mikrosko-
pische Untersuchung des Myzels belegt, dass der Pilz bei einer Bestrahlungsdichte von
750 Ws/m? deutlich weniger Sporangien ausgebildet hat und damit deutlich in seiner
Vermehrungsfahigkeit eingeschrankt ist. Zur Veranschaulichung des Befalls sind exem-
plarisch in Bild 25 und Bild 26 einige Varianten dargestellt.
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Bild 25: mit P. infestans inokulierte Kartoffeln (verletzt) nach kombinierter Ozon-
und UV-Behandlung (150 Ws/m?) und 10-tagiger Bebriitung bei 18°C

Bild 26: Nach 10 tagiger Lagerung zerschnittene Kartoffeln zur Feststellung der Infektionsrate von
P. infestans; von links: unbehandelte Kontrolle, inokulierte Kontrolle, behandelte Variante (Wa-
schen mit ozontem Wasser und 150 Ws/m?)

Der Versuch belegt aber auch nachdrtcklich, wie entscheidend ein schonender Um-
gang mit dem Produkt ist, da die Behandlung von verletzten Kartoffeln nahezu erfolglos
ist. Ursachlich hierflr ist, dass der Pilz Uber verletzte Stellen sehr schnell in das Innere
der Kartoffel vordringt, sich etabliert und eine nachfolgende oberflachliche Hygienisie-
rung erfolglos bleibt.

Ein nachfolgender Versuch mit unverletzten Kartoffeln und héheren Bestrahlungsdichten
soll zeigen, inwieweit eine Hemmung des Pilzes bei unbeschadigten Produkten erfolgen
kann und ob die Vermehrungsfahigkeit von P. infestans tatsachlich eingeschrankt bzw.
unterbunden werden kann.
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5.6.3 Entwicklung von Phytophthora infestans auf unverletzten Kartoffeln wahrend der
Lagerung

Versuchsdurchfiihrung

Je Variante wurden 3 Kartoffeln untersucht. Diese wurden vor der Behandlung an der zu
behandelnden Stelle farblich markiert und mit 100 pl einer Suspension von P. infestans
(10* Sporen/ml) inokuliert. Nach 15 Minuten Etablierungszeit des Pilzes auf der Produkt-
oberflache wurde mit der Behandlung begonnen. Dabei wurden die Kartoffeln zuerst fur
30 Sekunden im Durchfluss mit ozontem Wasser (c(O3) = 4 ppm) gewaschen und an-
schlie3end bestrahlt (A = 254 nm). Es wurden folgende Varianten untersucht (Tabelle 27):

Tabelle 27: untersuchte Varianten der kombinierten Ozon- und UV-Behandlung bei unverletz-
ten Kartoffeln, die mit P. infestans infiziert sind

Behandlung
Variante Dauer der Wasche mit ozontem Bestrahlungsdichte

Wasser [min.] [Ws/m?]
c(Oz) =4 ppm

1 Unbehandelte Kontrolle

2 Inokulierte Kontrolle

3 0,5 min. 400

4 0,5 min. 800

5 0,5 min. 1000

6 0,5 min. 1600

7 0,5 min. 2000

Nach der Behandlung wurden die Kartoffeln bei 18°C in feuchten Kammern fir 4 Wo-
chen gelagert.

Versuchsauswertung

Die unbehandelten Kartoffeln weisen keinen Befall mit P. infestans auf. Die inokulierten
Kartoffeln sind schwach mit einem weilden Myzel bewachsen. Die Inokulation verlief damit
erfolgreich.

Bis zu einer Bestrahlungsdosis von 1000 Ws/m? ist auf ein bzw. 2 Kartoffeln je Variante
ein Wachstum des Pilzes zu verzeichnen. Nach dem Aufschneiden der Kartoffeln ist je-
doch lediglich das Fruchtfleisch einer Kartoffel der Variante 3 (400 Ws/m?) sichtbar durch
den Pilz beschadigt. Ab einer Bestrahlungsdosis von 1600 Ws/m? ist kein Pilzbefall mehr
sichtbar. Zur Veranschaulichung der Ergebnisse dienen Bild 27 und Bild 28.
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Bild 27: mit ozontem Wasser und UV-Licht behandelte Kartoffeln nach 4 Wochen Lagerung bei
18°C in feuchten Kammern, von links nach rechts: Variante 1 bis 7

Bild 28: mit ozontem Wasser und UV-Licht behandelte Kartoffeln nach 4 Wochen Lagerung bei
18°C in feuchten Kammern, aufgeschnitten, von links nach rechts: Variante 1 bis 7

Der Versuch belegt nachdricklich die Vermutung, dass der Pilz sehr effektiv in seiner
Ausbreitung gehemmt werden kann, wenn er mit unverletzten Kartoffeln in Kontakt
kommt. Eine komplette Hemmung ist hier bereits bei einer Bestrahlungsdichte von 1600
Ws/m? méglich. Ein schonender Umgang mit den Produkten bei Ernte, Transport, Lage-
rung und Aufbereitung ist daher unerlasslich.

5.6.4 Entwicklung von Thielaviopsis basicola auf M6hren wahrend der Lagerung
Versuchsdurchfiihrung

Die Mdhren wurden mit je 2 SprilhstdRen einer T. basicola Suspension (10* Sporen/ml)
inokuliert. Diese Stelle wurde jeweils farbig markiert. Zur Etablierung des Pilzes auf der
Oberflache wurde 15 Minuten gewartet, bevor mit der Ozon- und UV-Behandlung
(A = 254 nm) begonnen wurde. Die Mohren wurden zuerst fur 30 Sekunden mit ozontem
Wasser (4 ppm) gewaschen und anschlieend steigenden Bestrahlungsdichten ausge-
setzt. Je Variante wurden 2 Mohren untersucht. Es wurden folgende Varianten untersucht
(Tabelle 28).
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Tabelle 28: Varianten der kombinierten Ozon- und UV-Behandlung von mit T. basicola inoku-
lierten Mohren

Behandlung
Variante Dauer der Wasche mit Dauer der UV-Bestrahlung Bestrahlungs-
ozontem Wasser [sec] [sec] dichte [Ws/mz]
c(Os) =4 ppm
1 Unbehandelte Kontrolle -
2 Inokulierte Kontrolle -
3 30 160 400
4 30 320 800
5 30 400 1000
6 30 640 1600
7 30 800 2000

AnschlieRend wurden alle Mdhren flir 3 Wochen in feuchten Kammern bei Zimmertempe-
ratur gelagert. Nach dieser Zeit wurden die M6hren bonitiert.

Versuchsauswertung

Erwartungsgemal} ist nach der Lagerung kein Wachstum von T. basicola auf den Kon-
trollmodhren zu beobachten, die inokulierten Mohren sind vom Pilz total zerstort, d.h. das
Fruchtfleisch ist vollstandig zersetzt. Bei Beruhrung zerfallen die Mohren, die nur noch
durch die aulRere Hulle zusammengehalten werden. Die Inokulation war somit erfolgreich.

Das Wachstum von T. basicola der behandelten Mohren kann durch die kombinierte Be-
handlung deutlich eingeschrankt werden. Die besten Ergebnisse werden bei Bestrah-
lungsdichten von 400 bis 1000 Ws/m? erzielt. Durch hdhere Bestrahlungsdichten kann
keine vollstandige Hemmung des Pilzes erreicht werden. Zur Veranschaulichung der Er-
gebnisse dient Bild 29, WD exemplarisch von jeder Variante eine Mohre abgebildet ist.



Bornimer Agrartechnische Berichte e Heft 58 69

1000 VW s/m

Bild 29: Ubersicht der mit T. basicola infizierten Mdhren nach kombinierter Ozon- und UV-
Behandlung und Lagerung bei Raumtemperatur fir 21 Tage

Die Wasche mit ozontem Wasser, gefolgt von einer UV-Behandlung bei Mdhren schrankt
den Befall bzw. die Ausbreitung von T. basicola auf Moéhren deutlich ein. Optimal scheinen
folgende Bedingungen zu sein:

1) Wasche mit ozontem Wasser: ¢ =4 ppm fur t = 0,5 min

2) UV-Bestrahlung mit 400 bis 1000 Ws/m?

Da die Mdhren im Anschluss an die Behandlung bei optimalen Wachstumsbedingungen
fir den Pilz gelagert wurden, um die Entwicklung des Pilzes zu forcieren, kann davon
ausgegangen werden, dass die Wirkung der Behandlung deutlich besser ist, wenn die
Moéhren bei niedrigeren Temperaturen gelagert werden, die die Entwicklung des Pilzes
nicht beférdern.

5.6.5 Zusammenfassung

Die Kombination der Wasche mit ozontem Wasser (¢(O3) = 4 ppm, t = 0,5 min) mit einer
UV-C Bestrahlung der Produkte ermoglicht eine vollstandige Unterdriickung der Ausbrei-
tung von P. carotovorum und P. infestans. T. basicola kann in seiner Ausbreitung deutlich
gehemmt, jedoch nicht vollstandig unterdriickt werden. Die Ergebnisse sind jedoch diffe-
renziert zu betrachten:
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Die Hemmung von P. carotovorum auf Méhren gelingt nachhaltig bei einer Ozonwasche
gefolgt von einer Bestrahlung mit 750 Ws/m?. Nach einer Lagerzeit von 4 Wochen ist kein
Befall der Mohren zu beobachten, es wird jedoch ein Wasserverlust registriert, so dass bei
dieser Bestrahlungsdichte offenbar der Grenzwert erreicht ist, bei dem die Produkte ge-
schadigt werden.

Die vollstandige Hemmung von P. infestans ist ab einer Bestrahlungsdichte von
1600 Ws/m? gegeben. Vorraussetzung hierfir ist jedoch, dass es sich um unverletzte Kar-
toffeln handelt. Die Versuche, die Ausbreitung des Pilzes zu unterbinden, wenn dieser die
Maoglichkeit hatte, bereits in das Fruchtfleisch einzudringen, sind erfolglos.

Die Ausbreitung des Pilzes T. basicola kann durch die kombinierte Wasche mit ozontem
Wasser und einer UV-Behandlung deutlich nachhaltig beeinflusst werden. Da der Pilz je-
doch sehr dickwandige Chlamydosporen besitzt ist eine komplette Hemmung nicht er-
reicht worden.

6 Zusammenfassung der Untersuchungsergebnisse

6.1 Vergleich der Hemmung der Testorganismen durch ozontes Wasser in
Losung und auf der Produktoberflache

Pectobacterium carotovorum

P. carotovorum reagiert in Losung sehr sensibel auf ozontes Wasser (4 ppm) und wird
sofort komplett inaktiviert. Die hygienisierende Wirkung ist jedoch deutlich eingeschrankt,
wenn sich das Bakterium bereits auf der Oberflache von Mohren etabliert hat. Die beste
Wirkung, das heilt die starkste Hemmung von P. carotovorum, wird nach einer
2-minutigen Behandlung bei einer Ozonkonzentration von 4 ppm erzielt, wobei eine Re-
duktion des Bakteriums um 1,5 log-Einheiten moglich ist.

Pythophthora infestans

Das Wachstum von P. infestans (10 Sporangien/ml) kann in Lésung durch ozontes Was-
ser deutlich eingeschrankt werden. Die Hemmung ist aber offenbar davon abhangig, wie-
viele Sporangien sich urspringlich in der Losung befunden haben. Die Versuche legen
nahe, dass eine bestimmte Ausgangszahl an Sporangien erforderlich ist, um zu einer In-
fektion zu fuhren. Befinden sich die Sporangien bereits auf der Oberflache von Kartoffel-
scheiben, d.h. haben sich diese bereits auf der Oberflache etabliert, kann keine hemmen-
de Wirkung auf P. infestans beobachtet werden.



Bornimer Agrartechnische Berichte o Heft 58 71

Thielaviopsis basicola

Bis zu einer Ozonkonzentration von 3 ppm kann keine Hemmung auf T. basicola in L6-
sung festgestellt werden. Bei 3,7 ppm erfolgt eine Hemmung, die umso starker ist, je lan-
ger die Kontaktzeit des Pilzes zum ozonten Wasser ist. Die sich noch entwickelnden Kolo-
nien sind im Vergleich zur Kontrolle kleiner ebenso wie die Sporen. Eine vollstandige
Hemmung des Pilzes kann jedoch nicht beobachtet werden. Da der Pilz bereits in Losung
nicht vollstandig abgetotet werden konnte, ist auch eine vollstandige Hemmung von T.
basicola nicht mdglich, wenn dieser sich bereits auf der Oberflache von Mohren etabliert
hat. Die Hemmung des Pilzes im Vergleich zu ungewaschenen und Wasser gewaschenen
Kontrollméhren ist jedoch belegt.

6.2 Vergleich der Hemmung der Testorganismen durch UV-C Bestrahlung in
Losung und auf der Produktoberflache

Pectobacterium carotovorum

Mit zunehmender Bestrahlungsdosis nimmt die Hemmung von P. carotovorum in Lésung
erwartungsgemall zu. Das beste Ergebnis wird bei einer Bestrahlungsdichte von
750 Ws/m? erzielt. Dabei wird die Anzahl der Bakterien um 1,5 log-Einheiten erniedrigt.
Eine vollstandige Hemmung wird nicht erreicht. Hat sich das Bakterium bereits auf der
Moéhrenoberflache etabliert, wird eine deutlich hemmende Wirkung erst ab einer Bestrah-
lungsdichte von 750 Ws/m? beobacht. Hier liegt die Hemmung von P. carotovorum auf
Moéhren bei 2 log-Einheiten. Eine vollstandige Unterdrickung des Bakteriums gelingt je-
doch erst bei einer Bestrahlungsdichte von 3750 Ws/m?. Ab 750 Ws/ m? ist jedoch bereits
eine Gewebeschadigung bei Mohren zu beobachten.

Pythophthora infestans

P. infestans reagiert sehr sensibel auf die Bestrahlung, wenn sich der Pilz in einer Lésung
befindet. Eine vollstandige Abtdtung wird bei einer Bestrahlungsdichte von 750 Ws/m?
erhalten. Hat sich der Pilz jedoch bereits auf der Oberflache von Kartoffelscheiben etab-
liert, kann das Wachstum auch bei hoheren Bestrahlungsdichten nicht vollstandig unter-
bunden werden.

Thielaviopsis basicola

Die Bestrahlung von T. basicola in Lésung hat auf das Wachstum des Pilzes keinen Ein-
fluss. Auf der Oberflache von Mohren wird der Pilz ab einer Bestrahlungsdichte von
1600 Ws/m? vollstandig unterdriickt.
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6.3 Vergleich der nachhaltigen Hemmung der Testorganismen durch ozontes
Wasser und UV-Bestrahlung in Kombination auf M6hren und Kartoffeln

Pectobacterium carotovorum

Die nachhaltige Hemmung von P. carotovorum auf Moéhren wird unter folgenden Bedin-
gungen erzielt:

1) Wasche mit ozontem Wasser: ¢(O3) =4 ppm, t = 0,5 min

2) UV-C Bestrahlung: K = 750 Ws/m?

Die angegebene Bestrahlungsdosis stellt aber auch gleichzeitig die Schadigungsgrenze
fur die Mdhren dar, bei der erhdhte Transpirationsverluste wahrend der Lagerung auf-
treten.

Pythophthora infestans

Die vollstandige Hemmung von P. infestans ist bei unverletzten Kartoffeln unter folgenden
Bedingungen gegeben:

1) Wasche mit ozontem Wasser: ¢(O3) =4 ppm, t = 0,5 min

2) UV-C Bestrahlung: K = 1600 Ws/m?

Die Ausbreitung des Pilzes zu unterbinden gelingt nicht, wenn dieser bereits Uber verletzte
Stellen in das Fruchtfleisch eingedrungen ist. Der sorgfaltige Umgang mit den Produkten
von der Ernte bis zur Verarbeitung ist daher auch bei der Anwendung der entwickelten
Hygienisierungsmethode unabdingbar.

Thielaviopsis basicola

Die Ausbreitung des Pilzes T. basicola kann durch die kombinierte Wasche mit ozontem
Wasser und einer UV-Behandlung deutlich nachhaltig beeinflusst werden. Da der Pilz je-
doch sehr dickwandige Chlamydosporen besitzt wird eine komplette Hemmung nicht er-
reicht. Die optimalen Behandlungsparameter sind:

1) Wasche mit ozontem Wasser: ¢(O3) =4 ppm, t = 0,5 min

2) UV-C Bestrahlung: K = 400 bis 1000 Ws/m?.
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7

Umsetzung der Ergebnisse in eine Pilotanlage

Die in Kooperation mit Firma Schneider Fordertechnik entwickelte Dekontaminationsanla-
ge im Anschluss an die Waschlinie stellt ein gutes Instrument zur Hygienisierung von stark
mit Mikroorganismen belasteten Mohren und Kartoffeln dar. FUr den Einsatz sind jedoch
eine Reihe von Rahmenbedingungen einzuhalten, welche die breite Anwendung des Ver-
fahrens begrenzen.

Ozontes Waschwasser, UV-C Licht und die Kombination aus beiden Verfahren de-
kontaminieren die Oberflache von Kartoffeln und Mohren nur begrenzt.

Der sorgfaltige, schonende Umgang mit den Produkten ist unverzichtbare Vorraus-
setzung fur den erfolgreichen Einsatz der Dekontaminationsanlage. Es konnte
nachgewiesen werden, dass die Ausbreitung von pythopathogenen Mirkoorganis-
men bei verletzten Produkten Uber nachtragliche hygienisierende Malinahmen
nicht unterbunden werden kann.

Die Behandlung mit ozontem Wasser ist nur sinnvoll, wenn die Produkte bereits
vorgewaschen sind, d.h. sie frei von Erde und organischen Verunreinigungen sind.
Ursache hierfur ist die grolde Reaktivitat des Ozons mit Kohlenwasserstoffverbin-
dungen, die Doppelbindungen enthalten. Hier resultiert ein starker Ozonverlust, so
dass die hygienisierende Wirkung des Ozons nicht zum Tragen kommt.

Abhangig vom Produkt, dem zu unterdrickenden Verderberreger und 6konomi-
schen Faktoren ist eine Behandlung mit UV-C-Licht bzw. eine Behandlung mit
ozontem Wasser in Kombination mit UV-Licht durchzuflihren. Eine Bekampfung
von P. carotovorum und T. basicola auf Mohren ist vorteilhaft mit UV-C Licht durch-
zuflihren. Eine Hemmung des Wachstums von P. infestans auf Kartoffeln gelingt
nur durch die Kombination beider Behandlungsmethoden.

Als Mindestbehandlungszeit sind fur Ozon 0,5 Minuten vorzusehen. Damit ist die
Behandlung mit ozontem Wasser in Aufbereitungsanlagen fir Moéhren mit bis zu
20 t je h am Ausgang der Hydrokuhlung sinnvoll und bei der Kartoffelaufbereitung
optional nach der Trommelwasche vor der Trocknung durchzufiuhren. Wegen der
starken Temperaturabhangigkeit der Geschwindigkeit des Ozonzerfalls sollte der
Einsatz nur bei gekuhlten Produkten (hydrogekuhlte Mdhren bzw. ausgelagerte
Kartoffeln) erfolgen. Entsprechend sind im gekuhlten ozonten Wasser jegliche Tur-
bulenzen zu vermeiden, um den Abbau zu verzogern. Hier erweist sich die drucklo-
se Ausbringung uber Schwerkraft als geeignet.

Eine wirkungsvolle UV-Licht Behandlung verlangt, dass die Produkte vollstandig
unter den UV-Leuchten gedreht werden und in kurzer Zeit die optimale Bestrah-
lungsdichte appliziert wird. Dies kann nach den Trocknungswalzen direkt vor der
Verpackung erfolgen. Eine zu hohe Bestrahlungsdichte, bei Mohren Uber
750 Ws/m?, verursacht Verletzungen der Epidermis.
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