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Samenfeuchteaquivalent (Erlauterung siehe Glossar)

Spezies
Subspezies

Zeit

Temperatur
Minimumtemperatur
Trockenmasse

Tabak-Mosaik-Virus (Indikatororganismus der BioAbfV)

Trockensubstanz
unter anderem
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direkter Hygienenachweis

Eigenkompostierung

Flachenkompostierung

HthrTemperaturstufe [%]

HyLTemperaturstufe [%]

|Grremp.,sFc [%]

indirekter Hygienenachweis

kum.HyBtrrotteabachnitt [%]

kum.HyGr [%]

Abkurzungsverzeichnis und Glossar

vergleich
arithmetischer Mittelwert

Bewertung der Hygienisierung an der Reaktion von Indika-
tororganismen, die durch den Rotteprozess geschleust wer-
den

Kompostierung von haushaltsublichen Mengen an Garten-
und Kuchenabfallen im eigenen Hausgarten

Ausbringung von unvorbehandelten Bio- und Grunabfallen
auf landwirtschaftlich genutzte Flachen

Hygienisierungsbeitrag einer Temperaturstufe: Gibt an,
wie viel Prozent der erforderlichen Hygienisierung innerhalb
eines Rotteabschnittes durch die Summe aller Stunden einer
Temperaturstufe bewirkt wird, wobei die Hygienisierungsan-
spruche durch den Parameter SFGgquivalent definiert werden.

Hygienisierungsleistung einer Temperaturstufe: Gibt an,
wie viel Prozent der erforderlichen Hygienisierungsleistung
durch eine einstindige Einwirkung bewirkt wird, wobei die
Hygienisierungsanspriche durch den Parameter SFGgxquivalent
definiert werden.

Inaktivierungsgrad: Gibt an, wie viel Prozent der erforderli-
chen Inaktivierungsdauer durch eine einstundige Einwirkung
in Abhangigkeit von den spezifischen EinflussgroRen Tempe-
ratur und SFG bewirkt wird.

Ableitung der Hygienisierung auf Grundlage von Temperatur-
daten (Mindesttemperaturen)

kumulativer Hygienisierungsbeitrag eines Rotteabschnit-
tes: Gibt an, wie viel Prozent der erforderlichen Hygienisie-
rung durch Addition der spezifischen Hygienisierungsbei-
trage eines Rotteabschnittes erreicht wird, wobei die Hygie-
nisierungsanspriche durch den Parameter SFGiquivalent defi-
niert werden.

kumulativer Hygienisierungsgrad: Gibt an, wie viel Pro-
zent der erforderlichen Hygienisierung durch Addition der
kumulativen Hygienisierungsbeitrage einzelner Rotteab-
schnitte insgesamt erreicht wird, wobei die Hygienisierungs-
anspriuche durch den Parameter SFGiquivalent definiert wer-
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kum.IGr [%]

Organismen

SI:Gé\quivalent [0/0]

SFGéquivaIent/P.br. [%]

Tafelmiete

Tenazitat

den. Die Hygienisierung ist bei Werten von > 100 % als er-
folgreich zu bewerten.

kumulativer Inaktivierungsgrad: Gibt an, wie viel Prozent
der erforderlichen Inaktivierung innerhalb des Bilanzzeitrau-
mes durch Addition einzelne Inaktivierungsbeitrage spezifi-
scher Temperaturstufen erreicht wird.

Der Begriff Organismen wird als Oberbegriff fur Pathogene
und Unkrautsamen verwendet.

aquivalenter Samenfeuchtegehalt fir Warmevertraglichkei-
ten von Pathogenen: Gibt fir eine spezifische Warmever-
traglichkeiten von einzelnen Pathogenen an, bei welchem
Samenfeuchtegehalt Tomatensamen eine gleichgrolte War-
mevertraglichkeit besitzen wie die jeweiligen Pathogene.

aquivalenter Samenfeuchtegehalt fir Warmevertraglichkei-
ten von P. brassicae

Mieten mit trapezférmiger Geometrie (i. d. R. eingehaust)

Widerstandsfahigkeit gegentber lebenswidrigen Bedingun-
gen
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Kurzfassung

Durch die Anforderungen an die Bioabfallbehandlung, die in der Bioabfallverordnung (Bio-
AbfV) definiert sind, soll sichergestellt werden, dass durch die Anwendung von Kompost
keine Krankheitserreger ausgebreitet werden. Die Sichtung von Literatur hat Hinweise
darauf geliefert, dass das in der BioAbfV beschriebene Verfahren der Hygieneuberwa-
chung moglicherweise mit Schwachstellen behaftet ist, die zu Fehleinschatzungen flhren
konnten. Zum einen lagen widerspruchliche Hinweise zur Warmevertraglichkeit des als
rotteresistent geltenden Testorganismus ,Plasmodiophora brassicae“ (P. brassicae) vor.
Zum anderen wiesen Literaturangaben auf eine geringe Rotteresistenz des als sehr war-
mevertraglich geltenden Testorganismus , Tabak-Mosaik-Virus® (TMV) hin.

Das erste Ziel der Arbeit bestand darin, die Warmevertraglichkeit von P. brassicae in Ab-
hangigkeit des Wassergehaltes von Substraten, in die der Erreger zur Simulation von Rot-
teverhaltnissen eingemischt wurde, durch eigene Versuche exakt zu charakterisieren, um
die Eignung des derzeitigen Testorganismus flr Hygieneuntersuchungen beurteilen zu
kénnen. Zur Einordnung der relativen Warmevertraglichkeit von P. brassicae im Vergleich
zu anderen Organismen wurden daruber hinaus die Warmevertraglichkeiten weiterer Phy-
topathogene und Unkrautsamen bestimmt. Hierzu wurde eine Warmebehandlungs-
methode entwickelt, bei der im Verlauf der Bebritung die Warme stufenweise erhdht wird.
Mit der Methodenentwicklung wurde beabsichtigt, eine exakte Charakterisierung der relati-
ven Warmevertraglichkeit von Organismen bei reduziertem Arbeits- und Zeitaufwand vor-
nehmen zu konnen.

Da die Ergebnisse der Warmevertraglichkeitsuntersuchungen bestatigt haben, dass P.
brassicae als Testorganismus, mit dem insbesondere der warmebedingte Hygienisie-
rungsprozess beurteilt werden soll, nur bedingt geeignet ist, wurde in einem zweiten Ar-
beitsschwerpunkt das Ziel verfolgt, eine Methode zu entwickeln, mit der die Hygienisierung
von Kompost anhand von Temperaturdaten berechnet werden kann. Mit Hilfe von iso-
thermen Bebritungsversuchen konnte der dreidimensionale Zusammenhang beschrieben
werden, der zwischen der zur Abtétung von Tomatensamen erforderlichen Behandlungs-
dauer, der Behandlungstemperatur und dem Samenfeuchtegehalt (SFG) besteht. Der ma-
thematische Zusammenhang konnte zur Formulierung einer Hygienisierungsgleichung
genutzt werden, mit deren Hilfe die Hygienisierung von Kompost auf Basis von Tempera-
turdaten nachgewiesen werden kann. Der Hygienisierungsnachweis beruht auf dem Prin-
zip, dass die Warmevertraglichkeit von Tomatensamen durch Verringerung des SFG be-
liebig gesteigert und somit an die Warmevertraglichkeit der widerstandsfahigsten Patho-
gene und Unkrautsamen angepasst werden kann. Zur Charakterisierung des SFG, bei
dem Tomatensamen uber die gleiche Warmevertraglichkeit verfugen wie Organismen,
deren Abtdtung nachgewiesen werden soll, wurde der Begriff Samenfeuchteaquivalent
(SFGaquivalent) €ingefuhrt, mit dem die Hygienisierungsanforderungen definiert werden. Im
Hygienenachweisverfahren wird gepruft, ob die Warmesumme einer Bioabfallbehandlung
ausgereicht hat, um den angestrebten Hygienisierungsgrad zu erreichen. Als Grundlage
fur die Definition einer geeigneten Mindestanforderung an die Hygienisierung wurden die
SFGsquivatente Unterschiedlicher Pathogene und Unkrautsamen auf der Grundlage von Lite-
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raturangaben und eigenen Untersuchungen bestimmt. Die Anwendung der Hygienisie-
rungsgleichung wurde exemplarisch in der Praxis getestet. Zur Bewertung des Hygienisie-
rungserfolges wurde dabei das SFGgxquivaent des derzeitigen Testorganismus der BioAbfV
P. brassicae (SFGsquivatentp.br.) VErwendet.

Da die warmebedingte Inaktivierung des Tabak-Mosaik-Virus (TMV), der im Vergleich zu
anderen Pathogenen und Unkrautsamen Uber eine Uberproportional hohe Warmevertrag-
lichkeit verfugt, bei Intensivrotteverfahren mit kurzer Behandlungsdauer und bei der Bio-
abfallvergarung nicht sichergestellt werden kann, wurde dieses Problem in einem dritten
Arbeitsschwerpunkt behandelt. Ausgehend von Literaturangaben, die auf eine relativ ge-
ringe Rotteresistenz des Virus hingewiesen haben, wurde der mikrobielle Einfluss des Rot-
teprozesses auf die TMV-Inaktivierung Uberprift und bewertet. Die gute Wirksamkeit des
aeroben mikrobiellen Einflusses auf die TMV-Inaktivierung konnte bestatigt werden. Die
gewonnenen Ergebnisse konnten genutzt werden, um Vorschlage zu formulieren, mit de-
nen eine alternative Bewertung der TMV-Inaktivierung vorgenommen werden konnte. Der
vorgeschlagene Bewertungsansatz berucksichtigt die Dauer des aeroben mikrobiellen Ein-
flusses auf das TMV. In weiteren Untersuchungen sollte Uberprift werden, ob mdgli-
cherweise auch die Dauer der Kompostlagerung in die Betrachtung einbezogen werden
kann.

Abstract

The treatment requirements for organic wastes, defined in the German “Biowaste Ordi-
nance” are meant to ensure that compost can be considered free from hazards related to
potentially harmful organisms (plant and human pathogens). A review of the literature sug-
gests that the pasteurisation tests described in the German Biowaste Ordinance may have
weak points which could lead to a misinterpretation of the sanitary quality of the compost
being assessed. For instance, there were contradictory statements about the heat toler-
ance of Plasmodiaphora brassicae (P. brassicae), an indicator organism said to have a
high resistance against microbial degradation. In addition there were statements that sug-
gested a low resistance against microbial degradation by Tobacco Mosaic Virus (TMV), an
indicator organism considered to be very heat tolerant.

The primary focus of this study was to characterize the heat tolerance of P. brassicae in
laboratory tests, taking into consideration the influence of moisture of the substrate the
fungus was mixed in, in order to evaluate the suitability of this indicator organism for
evaluating the composting process in terms of sanitization caused by heat. To classify the
relative heat tolerance of P. brassicae compared to other organisms, the heat-tolerance of
other pathogens and weed seeds has been determined as well. For this, a method has
been developed to increase temperature gradually during the incubation. The purpose of
this was to ensure an exact characterization of the relative heat tolerance of different or-
ganisms with a minimum of time and effort.

The results of testing heat tolerance confirmed that P. brassicae is not a reliable indicator
organism with which to evaluate the sanitary process due to heat. Therefore, the next ob-
jective of this study was to develop a method to calculate the sanitization of compost on
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the basis of temperature data. Through the use of isothermal heat treatments on tomato
seeds the three-factor relationship existing between the time required to render tomato
seeds non viable, the temperature level of the treatment and the moisture content of the
tomato seeds could be verified. It was recognised that this relationship could be used to
develop a sanitization equation, which can be used to prove the sanitization of compost
based on temperature data. Proof of sanitization is based on the principle that the heat
tolerance of tomato seeds can be increased by decreasing the moisture content of the
seeds. This equates the heat tolerance of tomato seed to the heat tolerance of pathogens
and weed seeds. The term ‘seed moisture equivalence’ was introduced to describe the
state when tomato seeds gain the same level of heat tolerance as the specific pathogen
organism that needs to be eradicated. The assessment of sanitization is based on the as-
sumption that eradication of pathogens is gained when total loss of germination ability of
tomato seeds representing the heat tolerance of most resistant pathogens and weed
seeds is achieved. Data of literature and results of own tests were used to calculate the
‘seed moisture equivalence’ (of tomato seeds) of different pathogens and weed seeds.
The use of the sanitization equation has been tested in the real world using temperature
data from an existing compost plant where the success of sanitization was assessed by
using the ‘seed moisture equivalence’ of P. brassicae, as the fungus represents an impor-
tant indicator organism in the German Biowaste Ordinance.

In the case of TMV, which has shown a disproportionate heat tolerance compared to other
pathogens and weed seeds, inactivation by high temperature cannot be guaranteed in all
cases, in particular in the case of fermentation and of aerobic treatments with short com-
posting times. This issue forms the third focus of the study. Following a review of the lit-
erature, which suggested that TMV had a relatively low resistance to the composting proc-
ess, the influence of microbial degradation on the inactivation of TMV has been tested and
evaluated. It was confirmed that aerobic microbial activity was very effective at inactivating
TMV. The results were used to develop recommendations for the use of an alternative as-
sessment for the inactivation of TMV relating to the duration of exposure to aerobic micro-
bial activity. Further investigation is needed to assess whether the time of storage of com-
posts under aerobic conditions can be taken into account as well.
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1 Einleitung

1.1 Problemstellung

Die Kompostierung von getrennt gesammelten Bioabfallen ist eine abfallwirtschaftliche
MalRnahme, bei der aus organischen Abfallen ein Produkt gewonnen werden kann, das
den Humuskreislauf schliet und die Bodenfruchtbarkeit erhoht. Durch Kompostdingung
werden dem Boden Nahrstoffe und organische Substanzen zurlckgefuhrt und die Boden-
struktur verbessert (POLETSCHNY 1989, VOGTMANN et al. 1989). Die Kompostdingung
fordert die Bodenfruchtbarkeit (DICK und McCOY 1993) und wirkt suppressiv gegen bo-
denburtige Krankheitserreger (HOITINK et al. 1993, BRUNS 1996).

In Abhangigkeit von der Herkunft der Bioabfalle kbnnen Komposte auch unerwinschte In-
haltsstoffe enthalten, die die Anwendung einschranken. Durch Verschmutzung der ge-
trennt gesammelten Bioabfalle kbnnen Fremdstoff- und Schwermetallkonzentrationen im
Kompost zunehmen (FRICKE et al. 1991). Bei einer Uberschreitung der von der Bioabfall-
verordnung (BioAbfV) festgelegten Grenzwerte wird die Kompostdingung mengenmaRig
begrenzt oder verboten (ANONYM 1998a). Das Rotteausgangsmaterial enthalt auch
Pflanzenkrankheitserreger und Unkrautsamen (BOHM und PHILIPP 2003), die bei un-
sachgemaler Rotte nicht abgetotet und damit verbreitet werden kdnnen. Insbesondere fur
die schwer bekampfbaren bodenburtigen Krankheitserreger, die aufgrund ihrer Biologie
nur Uber sehr begrenzte Ausbreitungsmaoglichkeiten verfugen und die prinzipiell durch eine
erhdohte Widerstandskraft gegentuber mikrobiellem Abbau gekennzeichnet sind, kdnnten
durch die Kompostausbringung ganz neue Ausbreitungswege eroffnet werden.

Seit den Anfangen der Kompostierung wurden in zahlreichen Untersuchungen das Ver-
halten und die Abtétung von Pathogenen und Unkrautsamen wahrend der Kompostierung
untersucht. Dabei hat sich gezeigt, dass der Kompostierungsprozess grundsatzlich eine
geeignete Behandlungsmethode zur Abtétung von Pathogenen und Unkrautsamen dar-
stellt (z. B. GLASSER 1953, BURGE 1982, BOLLEN et al. 1989). Die Untersuchungen
haben jedoch auch gezeigt, dass die wirksame Abtotung von Pathogenen und Un-
krautsamen eine gute RottefuUhrung voraussetzt. Bei schlechter Rotteflhrung, kurzen Rot-
tezeiten oder in schlecht erwarmten Rottezonen kdnnen sowohl Pathogene als auch Un-
krautsamen den Kompostierungsprozess uberleben (MARCINISZYN und GOTTSCHALL
1998). Aufgrund wechselnder Rottebedingungen ist die Mdoglichkeit einer chargengenauen
Bewertung des Hygienisierungserfolges von groldem Interesse. Nach Umfragen von NOB-
LE et al. (2004) wird die Vermarktung von Kompost in den Gartenbausektor dadurch ein-
geschrankt, dass die potenziellen Abnehmer die Ubertragung von Phytopathogenen be-
furchten. Durch einen gesicherten Hygienenachweis kdnnte das Vertrauen in das Produkt
und der Absatz von hochwertigen Komposten deutlich gesteigert werden.

Bislang wurde noch kein Nachweisverfahren entwickelt, das es ermoglicht, den Hygiene-
zustand von Kompost fir jede einzelne Kompostcharge zu bewerten. Dies gilt auch fir
Deutschland, wo im europaischen Vergleich die héchsten Anforderungen an die Hygiene-
Uberwachung gestellt werden (BOHM 2005). Die deutsche BioAbfV schreibt drei Hygiene-
sicherungsmaflnahmen vor (ANONYM 1998a):
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e Eine Validierung der Leistungsfahigkeit von Anlagen hinsichtlich der Wirksamkeit
der Bioabfallhygienisierung wahrend der Inbetriebnahme,

e die Einhaltung von Mindesttemperaturen Uber einen definierten Zeitraum (Tempera-
tur-Zeit-Vorgaben) und

e regelmaflige Endproduktprifung auf austriebsfahige Samen und Pflanzenteile so-
wie Salmonellen.

In den meisten Staaten der EU werden Temperatur-Zeit-Vorgaben fur den Rotteprozess
vorgeschrieben, die sich mitunter deutlich voneinander unterscheiden. In einigen Staaten
wurden bislang noch keine Hygieneanforderungen definiert (BOHM 2005).

1.2 Zielsetzung

Die vorliegende Untersuchung wird die Frage behandeln, wie die Hygienisierung von Kom-
post durch eine Verbesserung der Nachweismethode sicher unter Beweis gestellt werden
kann. Hierbei wurde das Ubergeordnete Ziel verfolgt, die grundsatzlich guten Hygienisie-
rungspotenziale der unterschiedlichen Bioabfallkompostierungsverfahren sichtbar zu ma-
chen, um das Vertrauen in das Produkt ,Kompost“ zu steigern. Ausgehend von Untersu-
chungen, in denen die Warmevertraglichkeiten von Phytopathogenen und Unkrautsamen
unter standardisierten und einheitlichen Bedingungen bestimmt wurden, sollten Strategien
entwickelt werden, mit denen der Hygienisierungsgrad von Kompost deutlich haufiger, ge-
nauer und zuverlassiger bestimmt werden kann, als dies momentan mdoglich ist. Der
Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit wurde auf den Aspekt der warmebedingten Hygieni-
sierung gelegt. Einerseits ist die bei der Rotte entstehende Warme als der mit Abstand
wichtigste Hygienisierungsfaktor zu betrachten (BOLLEN und VOLKER 1996), anderer-
seits ist die Warme der einzige direkt messbare und quantifizierbare Hygienisierungsfaktor
der Rotte. Durch den methodischen Ansatz, die Hygienisierung auf Basis der physikali-
schen GroRen Temperatur und Zeit zu bewerten, sollten die Voraussetzungen fur eine
haufige und chargengenaue Hygienebewertung von Komposten geschaffen werden. Im
Hinblick auf die Genauigkeit der Untersuchungsmethode sollte zur Bewertung der warme-
bedingten Hygienisierung der lineare Zusammenhang bertcksichtigt werden, der nach
PRECHT et al. (1955) zwischen der Hohe der Temperatur und dem Logarithmus der Ab-
totungsdauer besteht. Dieser Zusammenhang wird bei den starren Temperatur-Zeit-Vor-
gaben deutscher und europaischer Regelungen bislang nicht beachtet, was die Gefahr
birgt, dass aus Grunden einer unsicheren bzw. undifferenzierten Bewertung des Tempe-
ratureinflusses zu hohe Anforderungen formuliert werden.

AbschlielRend sollte flr das besonders warmevertragliche Tabak-Mosaik-Virus (TMV), des-
sen Abtdtung nicht bei allen Rotteverfahren sicher Uber den Einfluss der Warme nachge-
wiesen werden kann, eine alternative Bewertungsmethode vorgeschlagen werden. Zur
Beurteilung der Inaktivierung des Erregers sollte Uberpruft werden, ob die vergleichsweise
geringe Widerstandsfahigkeit des Virus gegenuber einem aeroben mikrobiellen Abbau
genutzt werden kann, um speziell fur TMV eine Bewertung des Inaktivierungserfolges auf
Basis der Rottedauer vornehmen zu kdnnen.
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2 Stand des Wissens zur Komposthygienisierung - Nachweismog-
lichkeiten und Bedeutung fur die Kompostanwendung

Die im Rahmen dieser Untersuchung behandelten Fragestellungen zum Thema Kompost-
hygiene und deren Nachweismoglichkeiten wurden auf einem Wissensstand bearbeitet,
der im folgenden Kapitel allgemein dargestellt wird. Auf der Grundlage des vorhandenen
Wissens wurden funf unterschiedliche Fragestellungen erarbeitet, die in den Kapiteln 4 bis
8 behandelt werden. Zur Einleitung dieser Kapitel werden weitere Literaturhinweise gege-
ben, die dem Verstandnis der jeweiligen Fragestellung dienen, dem Leser einen besseren
Einstieg in die jeweilige Thematik ermoglichen und einen Quereinstieg in die spezifischen
Fragestellungen erlauben.

21 Einflussfaktoren fiir die Abtotung von Pathogenen und Unkrautsamen

Der Kompostierungsprozess ist eine Abfallbehandlungsmethode, durch die die Abtotung
von Pathogenen und Unkrautsamen beschleunigt wird. Unter den Milieubedingungen der
Rotte besitzen nur einige wenige Humanpathogene, wie beispielsweise Salmonellen, die
Madglichkeit, sich unter bestimmten Voraussetzungen zu vermehren. Phytopathogene, die
zur Vermehrung auf Wirtspflanzen angewiesen sind, besitzen im Rahmen der Bioabfall-
kompostierung keine Reproduktionsmdglichkeit. Auch eine Vermehrung des Unkrautsa-
menpotenzials, das eine Samenneubildung voraussetzt, ist nicht mdglich. Somit sind die
meisten Pathogene und Samen unter Rottebedingungen einem sukzessiven Abtotungs-
prozess ausgesetzt, der durch unterschiedliche physikalische, chemische und mikrobielle
Rotteeinflisse gefordert wird.

Im Zusammenhang mit der Kompostierung werden drei wichtige Faktoren genannt, die
den Hygienisierungsprozess mal3geblich fordern:

e Abtotung durch Warmeeinwirkung, fur die haufig synonym auch der Begriff Tempe-
ratureinwirkung verwendet wird;

e mikrobielle Inaktivierung, worunter die mikrobielle Zersetzung zu verstehen ist;

e Einfluss toxischer Substanzen, die bei der Umsetzung von organischer Substanz
gebildet werden.

In allen Publikationen, die sich mit dem Thema Hygiene bei der Kompostierung und Ver-
garung beschaftigen, wird der Warmeeinfluss als der bei weitem wichtigste Hygienisie-
rungsfaktor genannt (z. B. GLASSER 1953, OESTERLE et al. 1963, MENKE und GROSS-
MANN 1971, VOGTMANN et al. 1979, YLIMAKI et al. 1983, BOLLEN 1985, HOITINK und
FAHY 1986, STRAUCH und MENKE 1992, POLLMANN 1996, CHRISTENSEN et al.
2001).

Auf die Wirkung anderer Einflussfaktoren wird haufig indirekt geschlossen, wenn eine Ab-
totung von Pathogenen und Unkrautsamen beobachtet wurde, ohne dass dies allein durch
die Einwirkung von Warme zu erklaren ist. YUEN und RAABE (1984) haben festgestellt,
dass Sklerotien von Sclerotium rolfsii, die unterhalb ihrer Letalitdtsgrenze abgetotet wur-
den, von Bakterien besiedelt waren, die pilztoxische Substanzen produzieren. Solche An-
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tagonisten besiedeln Kompost nach HOITINK und FAHY (1986) besonders im mesophilen
Temperaturbereich. HOITINK und FAHY (1986) nennen als weiteren Inaktivierungsfaktor
die Wirkung von Abbauprodukten, die von Saprophyten bei der Zersetzung von organi-
scher Substanz gebildet werden (Polyphenole, Tannine, organische Sauren, Saponine).
Untersuchungen von IDELMANN et al. (1998) haben gezeigt, dass das Tabak-Mosaik-Vi-
rus bei der Eigenkompostierung und bei der Flachenkompostierung inaktiviert wird, ohne
dass letale Temperaturen vorgeherrscht haben. Sie vermuteten, dass ein mikrobieller Ab-
bau der Viren durch Mikroorganismen stattgefunden hat, die das Viruseiweil} als Protein-
quelle genutzt haben. Nach HURST et al. (1980) spielen aerobe Mikroorganismen beim
Virusabbau im Boden eine Rolle. Versuche von CHEO (1980) ergaben, dass dieser Abbau
insbesondere durch aerobe Bakterien erfolgt.

Bezuglich der Einflussfaktoren, die bei der Kompostierung und Vergarung die Hygienisie-
rung fordern, muss zwischen selektiven und nicht selektiven Inaktivierungsfaktoren unter-
schieden werden. Der einzige nicht selektive Inaktivierungsfaktor ist die Warme. Der
Warmeeinfluss bewirkt in Kombination mit der Dauer der Einwirkung (Temperatur-Zeit-Be-
ziehung) und dem Einfluss der Feuchtigkeit ab einer bestimmten Stufe die Abtétung von
Pathogenen und Unkrautsamen. Dabei kdnnen die Warmevertraglichkeiten der einzelnen
Pathogene und Samen sehr unterschiedlich voneinander sein. Hinsichtlich des Feuchtig-
keitseinflusses ist der Wassergehalt der Pathogene und Samen entscheidend. Wobei ins-
besondere Samen aufgrund ihres Wasseranreicherungsvermogens hohere Wassergehalte
besitzen kdnnen als das zu kompostierende Substrat aufweist, im dem sie sich befinden.

Alle anderen Inaktivierungsfaktoren des Rotteprozesses besitzen eine mehr oder weniger
stark ausgepragte selektive Wirkung auf einzelne Organismen. In Einzelfallen kénnen sie
die Abtétung férdern oder herbeiflihren, wahrend andere Pathogene und Unkrautsamen
von der gleichen Wirkung nicht nachhaltig geschadigt werden. Im Hinblick auf einen all-
gemeinen Hygienenachweis bei der Kompostierung muss die Wirkung selektiver Hygieni-
sierungsfaktoren ausgeschlossen sein, da sie keine Verallgemeinerungen erlauben. Im
individuellen Fall, z. B. bei der Bewertung der Inaktivierung des Tabak-Mosaik-Virus, kon-
nen auch spezifische EinflussgroRen herangezogen werden, wenn die warmebedingte
Hygienisierung nicht nachgewiesen werden kann. Es setzt jedoch voraus, dass der hygie-
nisierende Einfluss berechenbar und prognostizierbar ist, damit erregerspezifische Anfor-
derungen an die Hygienisierung festgelegt und dberwacht werden kénnen.

2.2 Abtétung durch Warme

Die hygienisierende Wirkung der Warme wird aufgrund der nicht selektiven und kalkulier-
baren Wirkungsweise in vielen Bereichen zur Hygienisierung eingesetzt. Zur Bekampfung
von bodenburtigen Phytopathogenen werden Gewachshausbéden gedampft. Zur Abtotung
von samenburtigen Phytopathogenen wird im okologischen Landbau die Methode der
HeilRwasserbeize genutzt (SPIESS 1999). Zum Konservieren werden Lebensmittel pasteu-
risiert und im medizinischen Bereich wird Warme zur Sterilisierung genutzt (PRECHT et al.
1955).

Die zur vollstandigen Abtdtung eines Pathogens oder Unkrautsamens erforderliche Zeit ist
abhangig von der Dauer der Warmebehandlung, der dabei wirksamen Temperatur und der
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Feuchtigkeit der Pathogene und Samen bzw. des Substrats, in dem sie sich wahrend der
Warmebehandlung befinden. Unabhangig von der Hohe ihrer Warmevertraglichkeit kann
die Temperaturabhangigkeit der Uberlebensdauer als Gleichung erster Ordnung (Expo-
nentialfunktion) beschrieben werden. Nach PRECHT et al. (1955) verringert sich die Uber-
lebensdauer bei linear zunehmender Temperatur exponentiell. Hiervon abweichend ist bei
Populationen mit unterschiedlich warmevertraglichen Keimen (heterogener Warmevertrag-
lichkeit) eine sich bei zunehmender Temperatur nicht so stark verringernde Uberlebens-
dauer zu beobachten. Bei Organismen, die grofl3er als Bakterien sind (Mehrzeller), ist hau-
fig eine, im Vergleich zur Gleichung erster Ordnung, starker abnehmende Uberlebens-
dauer festzustellen.

Bei abnehmender Feuchtigkeit der Pathogene und Samen ist eine Verlangerung der Uber-
lebensdauer zu beobachten (PRECHT et al. 1955, KIRBY und DAVIS 1990). Von POLL-
MANN (1996) ermittelte Daten zur Uberlebensdauer von Tomatensamen in Abhangigkeit
von ihrem Samenfeuchtegehalt deuten darauf hin, dass der Feuchtigkeitseinfluss auf die
Abtotungsgeschwindigkeit ebenfalls einer Funktion erster Ordnung folgt. Dabei steigt die
Uberlebensdauer bei linear abnehmendem Feuchtigkeitsgehalt der Samen exponentiell
an. Bei der Kompostierung ist zwischen der Substratfeuchtigkeit und der Feuchtigkeit von
Pathogenen und Unkrautsamen zu differenzieren. Es ist zwar eine Korrelation zwischen
der Substrat- und Organismenfeuchtigkeit zu vermuten. Bei Samen ist jedoch zu bertck-
sichtigen, dass sie beim Quellen Wasser aus ihrer Umgebung anreichern und deshalb
deutlich héhere Wassergehalte aufweisen kdnnen als das Rottegut besitzt, in dem sie sich
befinden.

Die unspezifische Hygienisierungswirkung der Warme ist wahrscheinlich damit zu begrin-
den, dass Zellfunktionen geschadigt werden, die fur alle Organismen gleichermalen le-
benswichtig sind. Durch die Einwirkung der Temperatur werden insbesondere die an Ei-
weildstrukturen gebundenen Zellfunktionen gestort. Der Einfluss zu hoher Temperaturen
bewirkt eine irreversible Schadigung der Sekundar- und Tertiarstruktur von Proteinen, die
auch Viren betrifft. Bei Lebewesen werden Enzyme und Hormone inaktiviert und zerstort
(BAKER 1962). Viele Stoffwechselfunktionen, die an Eiweil3strukturen geknupft sind, kon-
nen nicht mehr erfullt werden (PRECHT et al. 1955). Das Genom der Organismen sowie
deren Plasma und Zellmembrane werden geschadigt, wodurch das Entwicklungs- und
Reproduktionsvermogen (Wachstum und Fortpflanzung) der Organismen zunachst beein-
trachtigt und letztendlich gestoppt wird (SCHLEGEL 1992).

2.3 Aussagekraft vorliegender Untersuchungen zur Charakterisierung exakter
Abtotungszeitpunkte durch Temperatur-Zeit-Wirkungen

Seit den Anfangen der Kompostierung wurden Versuche durchgefuhrt, um die Abtotung
und Uberlebensméglichkeit von Pathogenen und Unkrautsamen durch den Rotteprozess
und spater auch durch den Vergarungsprozess beurteilen zu kdnnen. Fast alle Versuche
folgten einem Schema, bei dem Proben von Erregern und/oder Unkrautsamen in Kom-
postmieten oder Garreaktoren eingelegt und verfahrensublich behandelt wurden. Im An-
schluss an die Behandlung wurde Uberpruft, ob eine Abtétung der Proben erreicht wurde.
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In vielen Versuchen wurden begleitende Temperaturmessungen vorgenommen, um den
Einfluss der Mietentemperatur auf die Hygienisierung abschatzen zu konnen.

In einem Ubersichtsartikel haben NOBLE und ROBERTS (2003) Daten zahlreicher Unter-
suchungen zur Abtétung von Phytopathogenen zusammengestellt. Die umfangreichsten
Untersuchungen wurden von GLASSER (1953), MENKE und GROSSMANN (1971), BOL-
LEN (1985), LOPEZ-REAL und FOSTER (1985), BRUNS und GOTTSCHALL (1988) so-
wie BOLLEN et al. (1989) durchgeflihrt. Aussagen zu exakten Temperatur-Zeit-Wirkun-
gen, die zur Abtétung der behandelten Proben gefuhrt haben, sind aufgrund des gewahl-
ten Versuchsansatzes nicht mdglich, da

e die letale Wirkung der Warme aufgrund schwankender Rottetemperaturen nicht
bewertet werden kann;

e die genauen Abtdtungszeitpunkte der Proben nicht ermittelt worden sind, da die
Beprobungszeitpunkte zu weitmaschig waren bzw. nur das Gesamtresultat der Hy-
gienisierung am Ende der Rotte festgestellt worden ist.

Aufgrund unterschiedlicher Temperaturprofile sind die Ergebnisse der unter Praxisbedin-
gungen gewonnenen Daten nicht miteinander vergleichbar. Die Ergebnisse solcher Unter-
suchungen erlauben einen Vergleich der relativen Warmevertraglichkeit von parallel be-
handelten Erregerproben. Sie ermdglichen somit ein Ranking der behandelten Proben
entsprechend ihrer relativen Warmevertraglichkeit. Hierzu eignen sich insbesondere Pro-
ben, die in weniger stark erwarmte Zonen der Kompostmieten eingelegt worden sind und
deren Abtotung aufgrund eines nur maRigen Warmeeinflusses im Verlauf der Rotte beo-
bachtet werden konnte.

Als Gesamtergebnis der durchgefuhrten Praxisuntersuchungen kann festgehalten werden,
dass Pathogene und Unkrautsamen bei der Kompostierung abgetétet werden, wenn eine
gute Erwarmung des Rottegutes erreicht wird. Von den Abtdtungsergebnissen der zitierten
Untersuchungen wurden die Temperaturanforderungen abgeleitet, die die BioAbfV zum
Nachweis der Hygienisierung an den Rotteprozess stellt (s. Kapitel 2.4).

Standardisierte Laborversuche zur Bestimmung der Warmevertraglichkeit von Pathogenen
wurden von PRICE (1933) durchgefuhrt, der die Inaktivierungsdauer des Tabak-Mosaik-
Virus bei unterschiedlichen Temperaturen in wasseriger Losung untersucht hat. MARCI-
NISZYN (1994) hat einen Versuchsansatz gewahlt, der einen naheren Bezug zur Kom-
postierung besitzt. Sie hat die Abtétungsdauer von P. brassicae in Abhangigkeit von der
Temperatur und der Feuchtigkeit des Umgebungsmaterials untersucht. Noch exaktere La-
boruntersuchungen wurden von POLLMANN (1996) zur Bestimmung der Warmevertrag-
lichkeit von Tomaten- und Gemusesamen durchgefuhrt. Dabei wurde neben konstant ge-
haltenen Temperaturen auch der Wassergehalt der Samen exakt eingestellt. In jingeren
Untersuchungen wurde von COVENTRY et al. (2002) ein Versuchsansatz entwickelt, mit
dem die Autoren die Abtétungsdauer von Pathogenen in bellfteten Kleinstrotteversuchen
bei konstanten Temperaturen ermittelt haben. Die Temperaturkonstanz wurde durch Ver-
wendung von zwangsbellfteten Glasgefallen (2 Liter) erreicht, deren Warme durch Ver-
wendung eines Wasserbades geregelt wurde. Aufgrund der potenziellen Beeinflussung
der Abtotung durch spezifische Rotteeinflisse kann dieser Versuchsansatz nur bedingt zur
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Definition von erforderlichen Temperatur-Zeit-Anforderungen fur die Abtotung von Patho-
genen verwendet werden, da die gemessene Abtdtungsdauer moglicherweise durch an-
dere Rottefaktoren verklrzt worden ist. Die Daten sind allenfalls fur nachweislich rottere-
sistente Pathogene zu verwerten.

24 Zur Sicherheit des Hygieneliberwachungssystems der BioAbfV

Die BioAbfV schreibt vor: ,Entsorgungstrager, Erzeuger und Besitzer haben Bioabfélle vor
einer Ausbringung oder Herstellung von Gemischen einer Behandlung zuzufiihren, welche
die seuchen- und phytohygienische Unbedenklichkeit gewahrleistet* (§ 3, Abs.1, ANO-
NYM 1998a). Im mal3geblichen Anhang 2 der BioAbfV werden drei Anforderungen be-
schrieben, die zum Hygienisierungsnachweis von den Nachweispflichtigen zu erbringen
sind.

Erstens missen Kompostwerke bei der Inbetriebnahme ihr grundsatzliches Hygienisie-
rungspotenzial unter Beweis stellen. Die Bewertung erfolgt durch die Einlage von vier Indi-
katororganismen in die Kompostmieten. Die Leistungsfahigkeit der Anlagen im Hinblick auf
die Hygienisierung wird durch die Reaktion (Uberleben/Abtétung) der Indikatororganismen
auf den Rotteprozess bewertet. In Tab. 1 werden die Indikatororganismen der BioAbfV,
deren Funktion und die einzuhaltenden Grenzwerte genannt.

Tab. 1: Indikatororganismen der BioAbfV

Indikatororganismus Grenzwert Funktion

Plasmodiophora brassicae
(P. brassicae)

Tabak-Mosaik-Virus

Indikation fur die warmebedingte Abt6-

Befallsindex < 0,5 tung von Phytopathogenen

8 Lasionen pro Blatt |Indikation der Inaktivierung von Viren

(TMV)

2 % keimfahige Sa- |Indikation der Abtétung von Un-
Tomatensamen

men krautsamen
Salmonella senften- Keine Nachweisbar- |Indikation der Abtdtung von Human- und
bergw 775 (S. senftenberg) |(keit Tierpathogenen

Die Sicherheit, die mit dieser Untersuchung verbunden ist, darf nicht Gberbewertet werden,
da

e nur zwei Untersuchungsgange je Anlage vorgesehen sind;

e viele Anlagen Uberhaupt keine Prifung durchgeflihrt haben, da sie eine Anerken-
nung Uber den Weg der pauschalen Baumusterprifung bekommen haben;

e die Anerkennung der Inbetriebnahmeprufung Uber das Baumuster fragwurdig ist, da
nach Untersuchungen von MARTENS (2004) bei baumustergleichen Anlagen in der
Praxis mitunter sehr unterschiedliche Rotteergebnisse bzw. Rottetemperaturen zu
beobachten sind, wodurch auch unterschiedliche Hygienisierungsgrade zu erwarten
sind,;
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e der Praxisbetrieb von Anlagen, der durch Mindestrottezeiten, Umsetzintervalle etc.
gekennzeichnet ist, ebenfalls nach Untersuchungen von MARTENS (2004) haufig
nicht mit dem des gepriften Baumusters Ubereinstimmt;

e die Aussagekraft des Testsystems selbst zu hinterfragen ist, da die Verlasslichkeit
der vorgeschriebenen Indikatororganismen infrage gestellt werden muss. Insbeson-
dere die Widerstandsfahigkeit von P. brassicae scheint zu variabel fur ein Kontroll-
system zu sein (SCHULER et al. 1996, IDELMANN et al. 1998), und die Wider-
standsfahigkeit von Salmonellen ist zu gering, um die Abt6étung von besonders wi-
derstandsfahigen Human- und Tierpathogenen anzuzeigen (GOLUEKE 1982,
BREITENFELDT et al. 1998, PHILIPP und BOHM 1997, BOHM und PHILIPP
2003).

Zweitens schreibt die BioAbfV vor, dass in Abhangigkeit vom Rottesystem Mindesttempe-
raturen Uber einen vorgeschriebenen Zeitraum im gesamten Rottekorper einzuhalten und
zu dokumentieren sind. Fur das Verfahren der Mietenkompostierung wird eine Temperatur
von 55 °C Uber einen Zeitraum von zwei Wochen oder von 65 °C fir eine Woche gefor-
dert. Bei geschlossenen Anlagen wird eine Temperatur von 60 °C Uber einen Zeitraum von
einer Woche gefordert. Nach MARTENS (2004) werden die Anforderungen haufig nicht
erfullt. Hierbei ist insbesondere auch die Vernachlassigung der Dokumentationspflicht be-
troffen. Da das Verfahren keine Auswertung der Daten vorschreibt, kann es keine Siche-
rungsfunktionen ubernehmen, durch die die Vermarktung von nicht hygienisierten Kom-
poste vermieden werden kann. Die aufgezeichneten Daten, die fur einen Zeitraum von
funf Jahren vorgehalten werden mussen, kdnnen maximal im Streitfall der Beweissiche-
rung dienen.

Drittens sind regelmalige Endproduktkontrollen auf Salmonellen und austriebsfahige
Pflanzenteile durchzuflhren, wobei das Untersuchungsintervall vom Anlagendurchsatz
abhangig ist. Da Samen mit einer groRen Regelmaligkeit im Rotteausgangsmaterial ent-
halten sind, besteht bei diesem Testverfahren die groRte Wahrscheinlichkeit, dass
Schwachstellen bei der Hygienisierung aufgedeckt werden. Eine chargengenaue Bewer-
tung der Hygienisierung kann jedoch durch die Endproduktkontrolle nicht erreicht werden,
da hierzu einerseits nur geringe Kompostmengen Uberpruft werden konnen (3 Liter je Pro-
be) und andererseits nur eine geringe Anzahl von Proben zu analysieren ist. Bei einem
Anlagendurchsatz von 6.500 Mg sind 12 Proben pro Jahr zu untersuchen. Bei hoheren
Durchsatzmengen ist eine zusatzliche Probe je 3.000 Mg untersuchen zu lassen.

25 Bedeutung des Hygienenachweises fur die Kompostanwendung

Das Recyclingsystem der getrennten Bioabfallsammlung dient einer nachhaltigen Landbe-
wirtschaftung, die derzeit durch eine negative Humusbilanz, zunehmende Bodenversaue-
rung und jahrlich auszugleichende Nahrstoffentzlige gekennzeichnet ist. Eine Ruckfuhrung
von Kompost verringert die genannten Probleme (KEHRES 2005). Die Vorteile, die eine
intensive Kompostwirtschaft fur die Umwelt besitzt, konnen aber nur nachhaltig genutzt
werden, wenn bei der Ruckfuhrung von Komposten sichergestellt ist, dass hierdurch keine
neuen Probleme entstehen. Im Gegensatz zu den wertmindernden Inhaltsstoffen von
Kompost (Schwermetalle und Storstoffe), deren Gehalte sowohl durch obligatorische Kon-
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trolluntersuchungen gemaf} BioAbfV (ANONYM 1998a, KEHRES 1999) als auch durch
freiwillige Qualitatskontrollen (BIDLINGMAIER 1992, KEHRES 1994) der Bundesgltege-
meinschaft Kompost (BGK) zuverlassig uberwacht werden, muss die Zuverlassigkeit der
Hygieneuberwachung aus oben genannten Grinden hinterfragt werden.

Unsicherheiten bezuglich der Komposthygiene wirken sich negativ auf die Kompostver-
marktung aus. Eine von NOBLE et al. (2004) durchgefiihrte Befragung von Gartenbaube-
trieben in England hat ergeben, dass die grofdten Bedenken gegentber einer Kompostan-
wendung durch die potenzielle Ubertragungsmaéglichkeit von Pathogenen entstehen. Zwar
ist die Einschatzung englischer Gartenbaubetriebe aufgrund der jingsten BSE- und Seu-
chenprobleme nicht mit der Einschatzung deutscher Landwirte gleichzusetzen, es zeigt
jedoch den Schwachpunkt eines Systems, das bislang keinen sicheren Hygienenachweis
erbringen kann. Durch einen verlasslichen Hygienenachweis konnen zwei wichtige Ziele
erreicht werden. Erstens wird dem Problem begegnet, dass die getrennte Bioabfallsamm-
lung durch Hygienediskussionen mangels stichhaltiger Argumente infolge grassierender
Seuchen infrage gestellt wird. Jungste Probleme in einigen EU-Staaten mit BSE und der
Maul- und Klauenseuche haben im Bereich der getrennten Bioabfallsammlung und
-kompostierung zu einer kontroversen Hygienediskussion bei der Verabschiedung einer
Verordnung gefluhrt, in der die europaischen Hygienevorschriften zur Behandlung von tie-
rischen Nebenprodukten, die nicht fir den menschlichen Verzehr bestimmt sind (ANO-
NYM 2002), geregelt werden. Zweitens eroffnet ein sicherer Hygienenachweis neue Kun-
den und neue Markte flr den Kompostabsatz (NOBLE et al. 2004).
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3 Material und Methoden

Im Rahmen der durchgeflhrten Arbeit wurden schwerpunktmallig Versuche zur Warme-
vertraglichkeit von Pathogenen und Unkrautsamen durchgefuhrt. Dabei wurden die von
MARCINISZYN (1994) und POLLMANN (1996) gewahlten Versuchsansatze, die die Ab-
toétung von Pathogenen und Unkrautsamen nicht nur unter dem Einfluss von Temperatur
und Zeit, sondern auch unter dem zusatzlichen Einfluss der Feuchtigkeit betrachtet haben,
aufgegriffen und methodisch weiterentwickelt. Die behandelten Arbeitsschwerpunkte, die
formulierten Zielsetzungen und die verwendeten Untersuchungsmethoden werden in Tab.

2 bis Tab. 4 skizziert.

Tab. 2:
krautsamen

Untersuchungsprogramm - Warmevertraglichkeit von Phytopathogenen und Un-

Arbeitsschwerpunkt

Methode

Ziel

Bewertung der Warmevertraglichkeit
von P. brassicae (Kap. 4.2)

Warmevertraglichkeitsunter-
suchungen (Kap. 3.2.1)

Uberpriifung und Optimierung des
u. a. auf P brassicae basierten Hy-
gienetestsystems der BioAbfV

Bewertung der Warmevertraglichkeit
von phytopathogenen
Protisten und Pilzen (Kap. 4.3)

Literaturdatenauswertung und
Warmevertraglichkeitsunter-
suchungen (Kap. 3.2.2 - 3.2.3)

Definition der Anforderungen fir die
warmebedingte Hygienisierung von
Protisten und Pilzen

Bewertung der Warmevertraglichkeit
von Unkrautsamen (Kap. 5)

Literaturdatenauswertung und
Warmevertraglichkeitsunter-
suchungen (Kap. 3.2.4)

Definition der Anforderungen fur die
warmebedingte Hygienisierung von
Unkrautsamen

Bestimmung der Warmevertraglich-
keit von Tomatensamen bei unter-
schiedlichen Feuchtegehalten der

Samen (SFG) (Kap. 6)

Warmevertraglichkeitsunter-
suchungen (Kap. 3.2.5)

Nachweis der Abtétung der warme-
vertraglichsten Pathogene und Un-
krautsamen auf Basis konditionierter
Tomatensamen

Tab. 3:
von Temperaturdaten

Untersuchungsprogramm - Prognosemodell zur Hygienebewertung auf Basis

Arbeitsschwerpunkt

Methode

Ziel

Entwicklung eines Prognosemodells
zur Berechnung der Abtétungsdauer
von Tomatensamen in Abhangigkeit
von Temperatur, Zeit und SFG der
Samen (Kap. 7.2)

Regressionsanalyse auf Basis
der durch eigene Untersu-
chungen erganzten Datenba-
sis von POLLMANN (1996)
(Kap. 3.4)

Prognose der Abtétungsdauer von
Tomatensamen auf Basis von (nicht
konstanten) Temperaturdaten bei
unterschiedlichen Feuchtegehalten
der Samen

Uberpriifung der Genauigkeit des
entwickelten Prognosemodells (Hy-
gienisierungsgleichung) bei nicht
konstanten Temperaturen (Kap. 7.2)

Ermittlung der Abtdtungszeit-
punkte von Tomatensamen
mit unterschiedlichem SFG bei
stufenweise steigender Tem-
peratur (Kap. 3.2.5.4)

Beurteilung der Genauigkeit des
Prognosemodells durch Vergleich
von empirisch bestimmten und be-
rechneten Zeitpunkten der Abtétung
von Tomatensamen

Berechnung von Samenfeuchtege-
halten, bei denen Tomatensamen
eine aquivalente Warmevertraglich-
keit besitzen wie Pathogene und
Unkrautsamen (SFGsquivalent)

(Kap. 7.3)

Mathematischer Ansatz durch
Umstellung der Hygienisie-
rungsgleichung

1.) Ableitung der Anforderungen, die
an eine warmebedingte Hygienisie-
rung zu stellen sind

2.) Einflgen dieser Anforderungen
als Konstante in die Hygienisie-
rungsgleichung
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Tab. 4: Untersuchungsprogramm - Inaktivierung des Tabak-Mosaik-Virus

Arbeitsschwerpunkt Methode Ziel

Bestimmung der durchschnittlichen | Applikation von TMV-Suspen- | Herleitung eines alternativen
Lasionsbildungsrate (pro Blatt) bei | sionen auf Tabakblatter (Halb- | Grenzwertes fir die Halbblattme-
TMV-Applikation gemaf BioAbfV blattmethode) (Kap. 3.2.6.2) |thode, der den Anforderungen der

auf Nachweispflanzen (Kap. 8.2) BioAbfV entspricht.

Bestimmung der Warmevertraglich- | Warmevertraglichkeitsunter- Definition von Anforderungen fur die
keit des TMV (Kap. 8.3) suchungen (Kap. 3.2.6.3) warmebedingte TMV-Inaktivierung
Bestimmung der Rotteresistenz des | Rotteversuche (Kap. 3.3) Definition von Anforderungen fiir die
TMV (Kap. 8.4) rottebedingte Inaktivierung des TMV

3.1 Allgemeine Angaben zu Methoden der Warmebehandlung und Versuchs-
durchfuhrung

Zur reproduzierbaren Durchfihrung von Warmevertraglichkeitsuntersuchungen wurden
Versuchsansatze entwickelt, mit denen sichergestellt wurde, dass die relevanten Ein-
flussfaktoren fur die Inaktivierung von Organismen zielgenau eingestellt und versuchs-
ubergreifend konstant gehalten wurden, um eine homogene Warmeverteilung und schnel-
le Warmeubertragung zu bewirken. Durch die Verwendung eines Referenzthermometers
wurden exakt definierte und reproduzierbare Temperatureinstellungen vorgenommen.

Aufgrund der schnelleren Warmeubertragung und der gleichmaBigeren Warmeverteilung,
was insbesondere bei Versuchen mit kurzen Reaktionszeiten von Bedeutung ist, wurden
die Warmevertraglichkeitsuntersuchungen im Wasserbad durchgefuhrt. Das Wasser wur-
de mittels Umwalzpumpe standig durchmischt, um inhomogene Warmeverteilungen zu
vermeiden. In Abhangigkeit vom Probenumfang wurde ein 50 | Wasserbad mit Thermostat
U3 oder/und ein 100 | Wasserbad mit Thermostat MD der Firma Julabo (Seelbach) ver-
wendet.

Versuche mit langer Behandlungsdauer, bei denen die Geschwindigkeit der Warmeuber-
tragung von untergeordneter Bedeutung war, wurden in Brutschranken der Firma Heraeus
(Typ B 5042 E) durchgefuhrt.

3.1.1 Methoden der Temperaturmessung

Als Referenzthermometer wurde fir alle Wasserbadversuche ein auf 0,1 °C geeichtes
Quecksilberthermometer verwendet. Bei Versuchsansatzen, bei denen das Referenzther-
mometer nicht eingesetzt werden konnte (Rotteversuche im Labormalistab und Versuche
im Brutschrank), erfolgte die Temperaturkontrolle Uber einen EDV-Datenlogger der Firma
Hoffmann (Heidelberg) mittels Temperaturfuhlern des Typs Pt 100. Bei der Verwendung
von Temperaturfuhlern, deren Messgenauigkeit mit £1 °C angegeben war, wurde die An-
zeige jedes Fuhlers zuvor mit Hilfe des Referenzthermometers kalibriert. Zur Bewertung
des Temperatureinflusses bei Rotteversuchen wurden die kalibrierten Temperaturfuhler in
unmittelbarer Nahe der Proben platziert, da innerhalb des Rottekdrpers Temperaturinho-
mogenitaten nicht ganzlich ausgeschlossen werden konnten.

Zur Erfassung der Mietentemperatur innerhalb einer grof3technischen Tafelmiete wurden
drahtlose Temperaturmessgerate des Typs TINYTAG® EXTRA TGX-3080 der Firma Ge-
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mini (West Sussex, UK) verwendet. Das Gerat verfugt Uber einen Datenspeicher, der nach
Abschluss der Behandlung ausgelesen wurde. Die Messgerate wurden auf ein Messinter-
vall von 10 Minuten eingestellt. Zur spateren Berechnung der warmebedingten Hygienisie-
rung wurden die aufgezeichneten Daten zu Stundenmittelwerten zusammengefasst. In-
nerhalb der Tafelmiete wurden die charakteristischen Rottezonen (Rand, Kern, Basis) un-
tersucht. Hierzu wurden die Messgerate zum Schutz vor Wasserdampf in Schraubdeckel-
glaser eingebettet, die mit Trockenperlen ausgestattet waren. Um Glas und Messgerat vor
mechanischen Beschadigungen zu schitzen, wurden die Messeinheiten mit dickwandigen
Kunststoffhllsen ummantelt. Um den Temperaturzugang zu den Messeinheiten nicht zu
behindern, wurden die Stirnflachen der Hulsen nicht verschlossen, lediglich zur Fixierung
der Messeinheit mit rottebestandigen Paketbandern verschnurt. Wahrend des Rottepro-
zesses wurden die Messeinheiten vor dem Umsetzer aus der Miete entnommen und hinter
dem Umsetzer wieder in die entsprechende Rottezone eingelegt.

3.1.2 Methoden der Temperaturfiihrung

Zur Bestimmung der warmeabhangigen Inaktivierung von Pathogenen und Unkrautsamen
wurden zwei unterschiedliche Methoden der TemperaturfUhrung verwendet. Wenn ein di-
rekter Vergleich der Ergebnisse mit anderen, in der Literatur beschriebenen Ergebnissen
oder eine Erganzung vorhandener Daten beabsichtigt war, wurden Versuche mit isother-
mer TemperaturfiUhrung durchgefuhrt. Die isotherme Temperaturfihrung ist bislang in al-
len Laborversuchen zur Bestimmung der temperaturabhangigen Letalitdtsschwelle von
Pathogenen und Unkrautsamen verwendet worden (PRICE 1933, GLASSER 1953,
SHINGH et al. 1985, MARCINISZYN 1994, POLLMANN 1996, BREITENFELD et al.
1998).

Zur schnellen Einordnung der relativen Warmevertraglichkeit von Testorganismen, deren
Warmevertraglichkeit bislang nicht bekannt war, wurden Versuchsansatze mit progressiver
Temperaturfihrung erprobt. Als Anfangstemperatur dieser Testreihen wurden 38 °C aus-
gewahlt, da diese Temperatur fur Pathogene und Samen, die im Hinblick auf die Kom-
posthygiene von Bedeutung sind, keine kurzfristige Abtotung bewirkt. Soweit nicht anders
angegeben, wurde die Temperatur in einem Zeitintervall von jeweils 12 Stunden kontinu-
ierlich um +2 °C angehoben. Dabei fand vor jeder Temperaturerhdhung eine Probenent-
nahme zur Bestimmung des Inaktivierungsfortschrittes statt.

Durch die progressive Temperaturfuhrung hat die Alterung der Proben aufgrund des wach-
senden Einflusses der Warme im Verlauf der Untersuchung eine zunehmende Beschleuni-
gung erfahren. Durch Ausnutzung des logarithmischen Zusammenhangs zwischen der
Hoéhe der Temperatur und der Abtétungsdauer, die fur Bakterien (BIGELOW 1920), Viren
(PRICE 1933) und Samen (ELLIS und ROBERTS 1980a, 1981) beschrieben ist, wurde
beabsichtigt, Warmevertraglichkeit von Pathogenen und Samen in einem Schnelltestver-
fahren durch Temperatursteigerungsversuche abzuschatzen. Die Methode der progressi-
ven Temperaturfuhrung wurde insbesondere bei Versuchen mit P. brassicae angewendet,
um einen groRen Probendurchsatz zum Ausfindigmachen besonders widerstandsfahiger
Proben des Erregers realisieren zu konnen. Die Schnelltestmethode wurde auch verwen-
det, um unterschiedliche Pathogene und Unkrautsamen hinsichtlich ihrer relativen War-
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mevertraglichkeit miteinander zu vergleichen und hochwarmevertragliche Pathogene und
Samen ausfindig zu machen.

3.1.3 Einstellung des Wassergehaltes der Proben

Da der Wassergehalt von Pathogenen und Unkrautsamen nach PRECHT et al. (1955) und
POLLMANN (1996) einen entscheidenden Einfluss auf deren Warmevertraglichkeit besitzt,
wurden zwei unterschiedliche Versuchsansatze verfolgt, um diesen Einfluss bewerten zu
kdnnen:

¢ Indirekte Wirkung der Feuchtigkeit - Einlage der Testorganismen in ein Trager-
substrat mit definiertem Wassergehalt zur Simulation von Rottebedingungen, bei
denen die Hygienisierung in Abhangigkeit von der Feuchtigkeit des Rottegutes be-
einflusst wird.

e Direkte Wirkung der Feuchtigkeit - Einstellung der Testorganismen auf einen de-
finierten Wassergehalt.

Der Versuchsansatz zur Bestimmung des indirekten Einflusses der Feuchtigkeit zielte dar-
auf ab, die Bedingungen eines Rotteprozesses zu simulieren. Hierzu wurden die Testor-
ganismen in Tragersubstrat mit definiertem Feuchtigkeitsgehalt eingelegt und mit Warme
behandelt. Zur Simulation suboptimaler Rottebedingungen, bei denen die Warmeubertra-
gung aufgrund von Trockenheit gehemmt ist, wurde das Tragersubstrat in den meisten
Versuchen auf einen Wassergehalt von 30 % eingestellt. Als Tragersubstrat wurde, wie
bei Untersuchungen von MARCINISZYN (1994) und BREITENFELD et al. (1998), unge-
dingte Einheitserde < 8 mm (EEQ) verwendet. Zur Bestimmung der Warmevertraglichkei-
ten von Unkrautsamen wurde ausgereifter Kompost < 8 mm aus der Eigenkompostierung
gleichzeitig als Tragersubstrat und Samenquelle (Untersuchungsobjekt) verwendet. Zur
Bestimmung des direkten Einflusses der Feuchtigkeit auf den Abtotungsprozess wurde bei
P. brassicae und Tomatensamen der Wassergehalt auch im Gallenmaterial bzw. im Sa-
menkorn eingestellt und eine Behandlung ohne Einbettung in ein Tragersubstrat vorge-
nommen.

3.2 Spezifische Angaben zu Methoden der Warmebehandlung einzelner Phyto-
pathogene und Unkrautsamen

3.2.1 Untersuchungsmethoden bei Plasmodiophora brassicae (P. brassicae)

Erregermaterial von P. brassicae kann im Freiland im Herbst von infizierten Kohlkulturen
gewonnen werden. Der Ausbruch der Krankheit - und somit die Verflugbarkeit von Erreger-
material - ist stark vom Witterungseinfluss und vom Wassergehalt des Bodens wahrend
der Jungpflanzenentwicklung abhangig (MATTUSCH 1980). Deshalb ist die Verflugbarkeit
des Erregermaterials begrenzt. Routineuntersuchungen unter Verwendung von P. brassi-
cae erfordern deshalb eine Bevorratung des Infektionsmaterials bei einer Temperatur von
-25 °C. In der vorliegenden Untersuchung wurden flr erste Untersuchungen Proben aus
Lagerbestanden des FG Okologischer Landbau der Universitat Kassel verwendet, die auf-
grund fehlender Deklaration nicht naher charakterisiert werden konnten. Um die Beeinflus-
sung der Warmevertraglichkeit in Abhangigkeit von dulleren Bedingungen der Entwicklung
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des Pilzes bewerten zu konnen, wurden fur Nachuntersuchungen Erregerproben von ver-
schiedenen Standorten und unterschiedlichen Kulturen gewonnen.

3.2.1.1 Bestimmung der Infektiositat von P. brassicae

Die Bestimmung der Infektiositat erfolgte im Rahmen eines Biotestes, der in Anlehnung an
die von BRUNS et al. (1990, 1994) weiterentwickelte Methode nach KNOLL et al. (1980)
und BUCZACKI et al. (1975) durchgefuhrt wurde. Zur Erhéhung der Nachweissicherheit
wurden bei der weiterentwickelten Methode eine héhere Menge an Infektionsmaterial (1,0
statt 0,4 Liter je Topf) und eine hdhere Anzahl an Nachweispflanzen (12 statt 4 Pflanzen je
Topf) verwendet. Hierdurch sollten einerseits die zum Teil hohen Schwankungen im Er-
krankungsgrad der einzelnen Pflanzen eines Topfes zuverlassiger gemittelt und anderer-
seits das Ausfallen (Absterben) von Nachweispflanzen besser abgesichert werden.

Die zu untersuchenden Proben wurden in je einem Liter eines sterilisierten Sand-Torf-Sub-
strates (pH 6) eingemischt, das zuvor mittels Bodendampfer sterilisiert wurde (5 Std. bei
80 °C). Das Gemisch wurde in 1,2 Liter fassende Kunststofftopfe Uberfuhrt, mit 12 vorge-
keimten Senfkdrnern versetzt und mit einer Dungerldsung aus 250 mg N, 100 mg P20s,
300 mg K20 und 100 mg MgO pro Liter Kultursubstrat angedingt. Der Biotest wurde als
randomisierte Blockanlage im Lichtthermostat bei 8000 Lux und einer Temperatur von 16
bis 18 °C in der ersten bzw. 22 °C ab der zweiten Woche durchgefuhrt. Die Wachstums-
zeit der Pflanzen betrug sechs Wochen, um eine sichere Ausbildung der Krankheitssym-
ptome zu erreichen.

Zur Bewertung der Infektidsitat einer Einzelprobe (Befallsindexgp) wurde der Erkrankungs-
grad aller in einem Topf angezogenen Pflanzen in einem Alter von sechs Wochen gemaf
dem in Tab. 5 dargestellten Boniturschema nach BUCZACKI et al. (1975) beurteilt und der
von einer Probe hervorgerufene Erkrankungsgrad gemaf Gleichung 1 berechnet. Der Be-
fallsindex einer Untersuchungsvariante errechnet sich aus dem arithmetischen Mittel der
Befallsindices aller Probenwiederholungen.

Gleichung 1:  Bestimmung der Infektidsitdt von Proben des Erregers P. brassicae

Anz. Pfl. Klasse1 *1+ Anz. Pfl. Klasse 2 *2 + Anz. Pfl. Klasse 3 *3
Befallsindex gp = Az Pl *100
nz. anzen

Tab. 5: Boniturschema zur Bewertung des Erkrankungsgrades von Sarepta-Senf (Bras-
sicae juncea), BUCZACKI et al. (1975)

Befallsklasse (KI) | Beschreibung der Symptome
0 keine sichtbaren Symptome
1 leichte Gallenbildung an Haupt- und Nebenwurzeln
2 mittlere Gallenbildung an Haupt- und Nebenwurzeln
3 starke Gallenbildung am gesamten Wurzelsystem
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3.2.1.2 Screening von Proben aus Altbestanden unbekannter Herkunft

Im Rahmen des Probenscreenings wurde bevorratetes Erregermaterial von unterschiedli-
chen Standorten und Wirtspflanzen verwendet. Eine Charakterisierung der einzelnen Pro-
ben war aufgrund der unvollstandigen Probendeklaration nicht moglich. Die untersuchten
Proben sind im Raum Sudniedersachsen und Nordhessen gewonnen worden. Der grofite
Teil der Proben stammte von WeilRkohlpflanzen. Einzelne Proben hatten sich in Rotkohl-
und Blumenkohlkulturen entwickelt. Tab. 6 enthalt eine Beschreibung der aus Altbestan-
den verwendeten Erregerproben.

Tab. 6: Beschreibung der aus Altbestanden verwendeten Erregerproben des Erregers P.
brassicae
Probe |Konsistenz Herkunft Kultur Jahr
1 Festes Gewebe (gewaschen) [Nordhessen (Lohfelden) |Spitzkohl 1994
2 Festes Gewebe (gewaschen) [Nordhessen (Lohfelden) |Rotkohl 1994
3 Festes und breiiges Gewebe Nordhessen Weilkohl 1993
Festes und zersetztes Gewebe |Sidniedersachsen Rot_kohl 1987
4-8 ; Weildkohl und
(mit Bodenanhaftungen) Nordhessen
Blumenkohl 1990

Die Herstellung des Probenmaterials erfolgte unter Verwendung von 15 g Infektionsmate-
rial (gemorsert) und 100 ml Einheitserde (gesiebt < 8 mm). Durch Zugabe von Leitungs-
wasser wurde ein TS-Gehalt von 70 % eingestellt. Danach wurde das Probenmaterial in
150 mlI-Glaser uberfuhrt und mit Schraubdeckeln verschlossen. Der Versuch wurde in funf-
facher Wiederholung angelegt.

Zur Behandlung wurden die Proben in ein auf 38 °C vorgeheiztes Wasserbad gestellt und
nach einstindiger Aufwarmphase mit progressiver Temperaturfiihrung (+1 °C je 30 Min.)
bis auf eine Maximaltemperatur von 50 °C aufgeheizt. Um eine potenzielle Beeinflussung
durch nicht gleichstarke Erwarmung der Proben am Rand auszuschlieRen, wurden die
Proben unterhalb des Wasserspiegels versenkt, damit sie wahrend der gesamten Be-
handlungsdauer vollstandig mit Wasser umgeben waren (submerse Behandlung). Die
Entnahme von Proben erfolgten bei 42, 46, 48 und 50 °C, jeweils nachdem die Tempera-
tur fur eine habe Stunde auf die Proben eingewirkt hatte. Die dem Wasserbad entnomme-
nen Proben wurden bis zum Ansatz des Biotests im Kuhlschrank zwischengelagert. Zur
Bewertung des Temperatureinflusses auf die Abtétung wurden Kontrollproben verwendet,
die gemeinsam mit den zur Behandlung vorgesehenen Proben hergestellt und bis zum
Ansatz des Biotestes im Kihlschrank aufbewahrt wurden. Der Ansatz des Biotestes er-
folgte direkt nach der Entnahme der letzten Proben.

3.2.1.3 Screening von Proben aus Neubestanden bekannter Herkunft

Aufgrund der unterschiedlichen Reaktion verschiedener Proben des Pilzes P. brassicae
sollte durch Beprobung unterschiedlicher Standorte versucht werden, warmevertragliches
Erregermaterial zu gewinnen und die Faktoren zu charakterisieren, die die Warmevertrag-
lichkeit des Erregers bestimmen. Die Suche nach erkrankten Kulturen der nicht regelma-
Rig auftretenden Krankheit wurde durch norddeutsche Pflanzenschutzamter unterstitzt. Im
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Jahr 1996 konnten von verschiedenen Standorten, die bereits in der Vergangenheit einen
haufigen durch P. brassicae verursachten Kohlherniebefall aufgewiesen haben, Erreger-
proben von verschiedenen Gemusekulturen gewonnen werden. Auf allen Standorten wur-
den unterschiedlich stark zersetzte Gallen vorgefunden, die ebenfalls getrennt eingesam-
melt worden sind (Tab. 7).

Tab. 7: Charakterisierung der Erregerproben, die einer bis zu einwéchigen Warmebe-
handlung bei 50 °C im Wasserbad ausgesetzt wurden

Probe |Konsistenz Kultur Jahr |Standort
1 Festes Gallengewebe Spitzkohl Lohfelden
1994
2  |Festes Gallengewebe Rotkohl (Nordhessen)

3 Festes u. breiiges Gallengewebe | Weillkohl |1993 |[Unbekannt (Nordhessen)

9 Festes und breiiges Gallengewebe

Cuxhaven Standort A

10 Zersetztes Gallengewebe Weiltkohl | 1996 (Niedersachsen)
11 Infizierter Boden
12 Fest d breii Gall b

esles un religes Gallengewebe WeiRkohl 1996 Culxhaven Standort B
13 |Zersetztes Gallengewebe (Niedersachsen)
14 Festes Gall b

esies Gallengewebe Rotkohl 1996 quhaven Standort B
15 | Zersetztes Gallengewebe (Niedersachsen)
16 Festes und breiiges Gallengewebe

9 9 Wirsing  |1996 |Qldenburg

17  |Zersetztes Gallengewebe (Niedersachsen)
18 Festes Gallengewebe Weillkohl | 1996

Neu-Eichenberg

19 Zersetztes Gallengewebe
& padad Rotkohl 1996 |(Nordhessen)

20 Boden mit Gallenrickstanden

Anhand der unterschiedlichen Proben sollte Uberprift werden, ob die Widerstandsfahigkeit
des Erregers abhangig ist

e vom Alter und Zersetzungsgrad des Gallenmaterials;

e vom geografischen Standort und dessen spezifischen Eigenschaften
(Bodenart, Klima etc.);

e von der Pflanzenart, in der die Entwicklung des Pilzes stattgefunden hat
(Wirtspflanze).

Das Probenmaterial wurde gewaschen, mit einer groben Raffel einer elektrischen Kichen-
maschine zerkleinert und anschlieliend homogenisiert. Das Homogenat wurde bei 30 °C
im Umlufttrockenschrank (Haereus, T 6200) entfeuchtet und nach Bestimmung des exak-
ten Wassergehaltes (24 Std. bei 105 °C) durch Zugabe von Leitungswasser auf einen TS-
Gehalt von 70 % eingestellt. Das aufbereitete Probenmaterial wurde direkt nach der Auf-
bereitung in vierfacher Wiederholung in 150 ml-Glaser Gberfihrt und mit Schraubdeckeln
verschlossen. Die Bebritung erfolgte bei 50 °C im Wasserbad (submers). Die maximale
Behandlungsdauer betrug sieben Tage, mit Probenentnahmen nach einem, drei und sie-
ben Tagen. Die dem Wasserbad entnommenen Proben wurden bis zum Ansatz des Bio-
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tests im Kuhlschrank zwischengelagert. Die Bestimmung der Infektiositat der behandelten
Proben sowie der Kontrollproben erfolgte gemal’ der unter 3.2.1.1 beschriebenen Vorge-
hensweise.

3.2.1.4 Ansatze zur Steigerung der Homogenitat der Proben mit Hilfe von Sporen-
suspensionen

Zur Herstellung einer Sporensuspension wurde 1 kg aufgetautes Gallenmaterial mit einem
Kiachenmixer fein zermust. Die zerkleinerte Masse wurde anschlielend mit zwei Litern
demineralisiertem Wasser versetzt, grundlich gemischt, in vier Lagen Mulltuch gegeben
und Uber einem Becherglas gut ausgedruckt. Das Filtrat wurde drei Minuten bei 250 * g
zentrifugiert, das Pellet verworfen, der Uberstand fiir 10 Minuten bei 1.000 * g zentrifugiert.
Das zweite Pellet wurde in 150 ml demineralisiertem Wasser resuspendiert (Stammlo-
sung). In der Stammlésung wurde mit einem Haemacytometer (Fuchs-Rosenthal-Zahl-
kammer) eine Sporendichte von 3,5 * 10® Sporen/ml bestimmt. Durch weitere Verdiin-
nungsschritte um jeweils eine Zehnerpotenz wurden funf Gebrauchslésungen mit Konzent-
rationen von 10% bis 10* Sporen/ml hergestellt. Die zur Untersuchung der Warmevertrag-
lichkeit verwendeten Proben wurden in 100 ml Schraubdeckelglasern angemischt. Hierzu
wurden 80 ml Einheitserde (ungedingt) vorgelegt, mit 1 ml der jeweiligen Gebrauchslo-
sung versetzt, durch Zugabe von Leitungswasser auf einen TS-Gehalt von 70 % einge-
stellt und abschlieRend homogenisiert. Aufgrund der hohen Anzahl gleichzeitig zu behan-
delnder Proben und der durchgefuhrten Homogenisierungsmallinahmen wurde der Ver-
such mit dreifacher Probenwiederholung durchgefuhrt.

Die Warmebehandlung der Proben erfolgte im Wasserbad bei 50 °C und umfasste eine
maximale Bebrutungsdauer von sechs Tagen. Am ersten Tag erfolgte die Probenent-
nahme im Abstand von sechs Stunden, danach im Abstand von einem Tag. Die dem
Wasserbad enthommenen Proben wurden bis zum Ansatz des Biotests im Kuhlschrank
zwischengelagert.

3.2.1.5 Warmevertraglichkeit von Proben mit sehr hohen TS-Gehalten

Zur Uberpriifung der Erregerinaktivierung unter extrem trockenen Verhéltnissen wurde
zersetztes Gallenmaterial und infektioser Boden im Umlufttrockenschrank bei 30 °C, eine
nach MARCINISZYEN und GOTTSCHALL (1995) nicht erregerschadlichen Temperatur,
entfeuchtet. Nach Bestimmung der TS-Gehalte wurden durch Wasserzugabe mittels Zer-
stauber Proben mit TS-Gehalten von 70, 80, 90 und 95 % hergestellt. Aus den beiden
Ausgangskomponenten wurden unter Verwendung von je 25 g (TM) Gallenmaterial und
Boden die zu untersuchenden Proben hergestellt, in 100 ml-Glaser Uberflihrt, homogeni-
siert und mit Schraubdeckelglasern verschlossen. Die Untersuchungsreihe wurde mit drei-
facher Probenwiederholung durchgeflhrt.

Zur Behandlung wurden die Proben in ein auf 38 °C vorgeheiztes Wasserbad uberfuhrt
und nach einstindiger Aufwarmphase auf 38 °C mit progressiver Temperaturfihrung
(+2 °C je 12 Std.) bis auf eine Maximaltemperatur von 70 °C aufgeheizt. Die Behandlung
der Proben erfolgte submers. Die erste Probenentnahme erfolgte bei 42 °C und wurde in
einem Intervall von + 4 °C bis zum Erreichen der maximalen Bebrutungstemperatur von
70 °C fortgesetzt. Die Entnahme der Proben erfolgte, nachdem die Zieltemperatur fur eine
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Dauer von 12 Stunden auf die Proben eingewirkt hatte. Die dem Wasserbad entnomme-
nen Proben wurden bis zum Ansatz des Biotests im Kuhlschrank zwischengelagert.

3.2.2 Versuche mit Fusarium ssp.

3.2.2.1 Bereitstellung und Nachweis der Erregerproben

Die verwendeten Pilzisolate des Phytopathogens Fusarium oxysporum f. sp. (F. oxyspo-
rum f. sp.) stammten aus Bestanden des Institutes fur Pflanzenpathologie und Pflanzen-
schutz der Georg-August-Universitat Gottingen. Die Kulturen wurden in Stammhaltung auf
Strohextraktagar (SEA) gehalten. Fur die Warmevertraglichkeitsuntersuchungen wurden
Agarscheibchen (@ 8 mm) der Stammkulturen auf Potato Dextrose Agar (PDA) Uberimpft
und bei 20 °C und Tageslicht bis zur Bildung von Clamydosporen kultiviert. Von den aus-
gereiften PDA-Kulturen wurden je Probe zwei Agarscheibchen (@ 8 mm) in 50 mm sterile
EEO mit 70 % TS-Gehalt eingemischt und in sterile Schraubdeckelglaser (80 mm) uber-
fuhrt. Die Sterilisation der EEO erfolgte durch 15-minltiges Autoklavieren bei 121 °C und
1 bar. Zur Bewertung der Uberlebensfahigkeit der behandelten Proben wurden die Agar-
scheiben aus der EEO zurick gewonnen und auf PDA-Platten Uberfuhrt und wie oben be-
schrieben kultiviert. Das Uberleben wurde anhand der Besiedlung und Clamydosporenbil-
dung bewertet.

Fur Warmevertraglichkeitsuntersuchungen mit Fusarium culmorum (F. culmorum) wurden
infizierte Weizenkdrner verwendet, die von der Biologischen Bundesanstalt fur Land- und
Forstwirtschaft Braunschweig zur Verfugung gestellt wurden. Zur Infektion der Weizenkor-
ner hatte dort eine klnstliche Infektion der Weizenpflanzen wahrend des Blutenstadiums
stattgefunden, wodurch sich der Pilz innerhalb der sich entwickelnden Korner als Myzel
etablieren konnte. Fir die Warmeuntersuchungen wurden je Wiederholung 10 infizierte
Weizenkorner in 50 ml sterile EEO (70 % TS) eingemischt und in sterile Schraubdeckel-
glaser (80 ml) Uberfiihrt. Zur Bewertung der Uberlebensfahigkeit wurden die warmebehan-
delten Weizenkdrner auf PDA-Platten aufgelegt und anschlieRend bei 16 °C und mit
Schwarzlichtbeleuchtung kultiviert, wodurch F. culmorum beim Auskeimen zur Makrokoni-
dienbildung angeregt wird, die ein eindeutiges Erkennen des Erregers ermdglichen (GER-
LACH und NIRENBERG 1982).

3.2.2.2 Versuchsdurchfiuhrung

Die unterschiedlichen Fusarienproben wurden in vierfacher Wiederholung bereitgestellt
und im Wasserbad submers einer Warmebehandlung mit langsam steigender Temperatur
(+2 °C je 12 Std.) unterzogen. Auf jeder Temperaturstufe wurde ein Probensatz entnom-
men und bis zum Ansatz der Nachweisuntersuchung im Kuhlschrank zwischengelagert.

3.2.2.3 Verwendete Nahrmedien

PDA (pH 5,6) und 1.000 ml Aqua bidest. wurden mit 24 g Potato Dextrose Broth und 15 g
Agar versetzt und autoklaviert.

SEA: pH 6,0: 20 g gemahlenes Weizenstroh (< 2 mm) wurden in 500 ml Aqua bidest. fur
eine Stunde auf einem Magnetrihrer gerthrt und anschlie®end filtriert. Das Filtrat wurde
mit Aqua bidest. auf 1.000 ml aufgeflillt, mit 15 g Agar versetzen und autoklaviert.
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3.2.3 Versuche mit Sclerotinia sclerotiorum

Zur Untersuchung der Warmevertraglichkeit von Sclerotinia sclerotiorum (S. sclerotiorum)
wurden Sklerotien verwendet, die die Uberdauerungsform des Pilzes darstellen und somit
die widerstandsfahigste Form des Pilzes reprasentieren.

3.2.3.1 Bereitstellung und Nachweis der Erregerproben

Sklerotien des Pilzes S. sclerotiorum kdnnen nach SINGLETON et al. (1992) auf Méhren-
scheiben gewonnen werden. Fir die Untersuchungen wurden klein geschnittene Mohren
2 cm hoch in einen 1.000 ml Erlenmeyerkolben geflllt und 15 Minuten lang autoklaviert.
Nach dem Abkuhlen wurden Myzelscheiben (& 8 mm) von Stammkulturen des Pilzes, der
auf Biomalzagar (BMA) gehalten wurde, auf die Méhrenscheiben Ubertragen. Die Kolben
wurden drei bis vier Wochen bei Raumtemperatur im Tageslichtrhythmus inkubiert, da dies
die Sklerotienbildung anregt (HUANG et al. 1984). Die angezogenen Sklerotien wurden
aus der Mohrenmasse ausgespult, auf Filterpapier luftgetrocknet und in Gefalden ver-
schlossen bei 4°C gelagert. Fur die Warmeuntersuchung wurden jeweils 10 Sklerotien in
50 ml sterile EEO (70 % TS) eingemischt und in sterile Schraubdeckelglaser (80 mm) u-
berfiihrt. Zur Bewertung der Uberlebensfahigkeit wurden die warmebehandelten Sklerotien
fur 10 Minuten in einprozentiger Natriumhypochloridlosung (NaOCI, 1 % aktives Chlor)
oberflachlich sterilisiert und dreimal in sterilisiertem Wasser neutralisiert. Danach wurden
je Petrischale zwei Sklerotien halbiert und mit der Schnittflache auf Biomalz-Agar-Medium
(BMA) ausgelegt. Die Petrischalen wurden im Brutschrank bei 26 °C dunkel gelagert. Le-
bensfahige Sklerotien keimten innerhalb von einer Woche aus und bildeten ein dichtes,
schneeweil’es Myzel. Spater bildeten sich in diesem Myzel Tochtersklerotien, die ein ein-
deutiges Erkennen des Pilzes ermoglichten. Sklerotien wurden als nicht keimfahig einge-
stuft, wenn im Verlauf von 21 Tagen kein Myzelwachstum eingesetzt hatte.

3.2.3.2 Versuchsdurchfiihrung

Die Proben wurden in vierfacher Wiederholung bereitgestellt und im Wasserbad submers
einer Warmebehandlung mit langsam steigender Temperatur (+2 °C je 12 Std.) unterzo-
gen. Auf jeder Temperaturstufe wurde ein Probensatz entnommen und bis zum Ansatz der
Nachweisuntersuchung im Kuhlschrank zwischengelagert.

3.2.3.3 Verwendete Nahrmedien

BMA (pH 5,8) und 1.000 ml Aqua bidest. wurden mit 24 g Biomalz und 20 g Agar versetzt
und autoklaviert.

3.2.4 Versuche mit Unkrautsamen

3.2.4.1 Warmevertraglichkeit von rotteresistenten Unkrautern

Zur Bestimmung der vergleichenden Warmevertraglichkeit von Tomaten- und Unkrautsa-
men wurde die Feinfraktion (< 8 mm) von Eigenkompost verwendet, der Uber einen Zeit-
raum von einem Jahr angesammelt wurde. Eigenkompost wird aus zwei Grinden fur ein
geeignetes Ausgangsmaterial zur Durchfihrung von Warmevertraglichkeitsuntersuchun-
gen angesehen. Einerseits ist bekannt, dass Eigenkomposte aufgrund der geringen Rot-
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tetemperatur Uber ein hohes Unkrautsamenpotenzial verfugen. Andererseits stellt der Rot-
teprozess einen Selektionsprozess dar, in dem wenig rotteresistente Samen, die im Hin-
blick auf die Komposthygiene nicht von Bedeutung sind, zuvor ausselektiert werden.

Die Kompostfeinfraktion wurde durch Absieben auf einem Sieb mit 8 mm Maschenweite
gewonnen. Durch das Verwerfen der Siebauflage (Fraktion > 8 mm) wurden eine Aufkon-
zentration der Samen und eine Homogenisierung des zu untersuchenden Substrates be-
wirkt. Das gewonnene Substrat wurde auf einen TS-Gehalt von 70 % eingestellt und einer
Warmebehandlung unterzogen. Die Bebritung der Proben erfolgte im Wasserbad mit zu-
nehmend steigender Temperatur (Start = 38 °C; Steigerung = +2 °C je 0,5 Tage), wobei
die Proben submers behandelt wurden. Da mit dem Versuch beabsichtigt wurde, beson-
ders widerstandsfahige Samen ausfindig zu machen, wurde eine grof3e Substratmenge
von einem Liter je Probe verwendet. Quantitative Aussagen zur Absterbekinetik der ein-
zelnen Samen wurden nicht angestrebt, da hierzu die Konzentration vieler Samen trotz der
Aufkonzentration in der Feinfraktion nicht hinreichend grol3 war. Dementsprechend wurde
der Versuch ohne Probenwiederholungen angelegt. Auf jeder Temperaturstufe wurden
Proben zur Bestimmung des Gehalts an keimfahigen Samen und austriebfahigen Pflan-
zenteilen entnommen. Die Analyse der Proben erfolgte gemal’ der von der Bundesgute-
gemeinschaft Kompost beschriebenen Methode zur Bestimmung des Unkrautsamenpo-
tenzials (ANONYM 1998b). Da sich diese Methode auf das Quantifizieren der keimfahigen
Samen beschrankt, wurde daruber hinaus eine Bestimmung der ausgekeimten Pflanzen
anhand der Keimblatter durchgefihrt.

3.2.4.2 Warmevertraglichkeit unterschiedlicher Kleearten

Zur differenzierteren Bewertung der Warmevertraglichkeit von Klee wurde zertifiziertes
Saatgut von sechs verschiedenen Kleearten getestet. Zum direkten Vergleich der Warme-
vertraglichkeit von Klee- und Tomatensamen wurden in einem zweiten Versuchsdurch-
gang zusatzlich zu den Kleesamen auch Tomatensamen der Sorte 'St. Pierre' behandelt.
Als Tragersubstrat fur das Saatgut wurde sterilisierter Eigenkompost <8 mm (70 % TS-
Gehalt) benutzt. Je Probe wurden 100 Samen einer Sorte verwendet. Zusatzlich wurde
eine Behandlung von kompostburtigen Kleesamen in Form von nicht sterilisiertem Eigen-
kompost < 8 mm als Kontrollprobe vorgenommen. Die Probenmenge betrug aufgrund der
geringen Anzahl an Kleesamen im Kompost einen Liter. Die Warmebehandlung der Pro-
ben erfolgte submers im Wasserbad mit langsam steigender Temperatur (Start = 38 °C;
Steigerung = +2 °C je Tag). Auf jeder Temperaturstufe erfolgte eine Probenentnahme und
eine Bestimmung der Anzahl an keimfahigen Samen gemal} der im Absatz zuvor be-
schriebenen Vorgehensweise.

3.2.5 Versuche mit Tomatensamen

Zur Bestimmung der Widerstandsfahigkeit von Tomatensamen wurde die Sorte 'St. Pierre'
verwendet, die POLLMANN (1996) im Rahmen seiner Warmevertraglichkeitsuntersuchun-
gen verwendet hat, und die als Referenzsorte flir Hygieneuntersuchungen gemaf BioAbfV
vorgeschrieben ist.



Untersuchungsmethoden 21

3.2.5.1 Einstellung des Feuchtegehaltes der Samen (SFG)

Zur Einstellung des Wassergehaltes wurde der Ausgangs-SFG des Tomatensaatguts
durch 24-stindige Trocknung von 105 °C bestimmt und daraus das Zielgewicht der einzu-
stellenden Probe errechnet. Zur Einstellung des SFG der Tomatensamen wurden diese
dinn in Petrischalen ausgestreut und offen auf den Siebboden eines Exsikkators gestellt.
Der Boden des Exsikkators wurde zur Trocknung der Samen mit Trockenperlen und zur
Befeuchtung mit Wasser geflillt, wodurch eine gleichmafige Einstellung der anvisierten
SFG erreicht werden konnte. Die Gewichtsveranderung der in den Exsikkator Uberflhrten
Proben wurde regelmaRig tberprift. Nach Erreichen des Zielgewichtes wurden die Samen
zum Aquilibrieren in Schraubdeckelglaser Uberfihrt und fur einen Tag im Kuhlschrank auf-
bewahrt. Parallel dazu wurde das eingestellte SFG an einer Teilprobe Uberpruft.

Zum Konstanthalten des SFG Uber die gesamte Versuchsdauer wurden die Samen in drei-
facher Wiederholung in HDPE-Ampullen uberfuhrt, die zur Behandlung im Wasserbad
nochmals in Glaser mit Schraubdeckelverschluss gegeben wurden.

3.2.5.2 Bestimmung der Keimfahigkeit

Die Proben wurden bis zur Bestimmung ihrer Keimfahigkeit im Kuhlschrank gelagert. Zur
Bestimmung der Keimfahigkeit wurden je Probe 4*50 Samen in abgedeckten Petrischalen
mit 9 cm Durchmesser auf vier Lagen angefeuchtetem Filterpapier ausgelegt und bei
25 °C und Dauerbeleuchtung in einen Lichtthermostaten gestellt (ANONYM 1993). Abwei-
chend von der internationalen Vorschrift fur die Prafung von Saatgut wurde als Kriterium
fur die Keimfahigkeit nicht der normal entwickelte Keimling, sondern das bei Alterungsver-
suchen gebrauchliche Erscheinen der Wurzelspitze oder des Sprosses gezahlt (ANONYM
1979), das auch POLLMANN (1996) bei seinen Untersuchungen herangezogen hatte. Die
Anzahl der gekeimten Tomatensamen wurden mindestens im siebentagigen Rhythmus
ausgezahlt. Da durch die Warmebehandlung eine extreme Keimverzogerung verursacht
werden kann, wurde der Keimtest nicht vor Ende der vierten Woche beendet und danach
solange fortgesetzt, bis innerhalb einer Woche keine Neubildung von Keimen mehr zu be-
obachten war. Die Berechnung der Keimfahigkeit erfolgte gemaf Gleichung 2.

Gleichung 2: Bestimmung der Keimfiahigkeit von Samen

Anzahl gekeimter Samen
Anzahl ausgelegter Samen

*100

Keimfahigkeit [%] =

Zur Berechnung der durchschnittlichen Keimfahigkeit einer Probe wurde das arithmetische
Mittel aller Wiederholungen berechnet.

3.2.5.3 Bestimmung der Warmevertraglichkeit von Tomatensamen mit geringem
SFG bei konstanter Bebritungstemperatur

Zur Bestimmung der Einflisse von Temperatur, Zeit und SFG auf die Abtdétung von trocke-
nen Tomatensamen wurden Bebritungsversuche gemaf der von POLLMANN (1996) be-
schriebenen Untersuchungsmethode durchgefliihrt. Durch die Untersuchungsreihe sollten
Daten von POLLMANN (1996) vervollstandigt werden, der die Abtétung von feuchten To-
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matensamen im Bereich von 15 bis 50 % SFG detailliert ermittelt hat. Zur Ergédnzung wur-
den Untersuchungsreihen mit 6,5 7,5, 10 und 15 % SFG im Wasserbad bei 50, 55, und
60 °C durchgefuhrt.

3.2.5.4 Bestimmung der Abtotungszeitpunkte unterschiedlich feuchter Tomatensa-
men bei langsam steigender Temperatur (+2 °C/0,5 Tage)

Tomatensamen wurden in verschiedenen Feuchtigkeitsstufen (5,5; 7,5; 10; 15 und 35 %
SFG) mit zunehmend steigender Temperatur (Start = 38 °C; Steigerung = +2 °C je 0,5 Ta-
ge) im Wasserbad submers behandelt, um die Abtotungszeitpunkte bei nicht konstanter
Temperatur empirisch zu bestimmen. Die Versuchsreihe wurde durchgefihrt, um die Ge-
nauigkeit und Zuverlassigkeit des im Absatz zuvor beschriebenen Prognosemodells an-
hand von empirisch ermittelten Daten zu bewerten. Hierzu wurden auf jeder Temperatur-
stufe des Bebrutungsversuches Proben zur Bestimmung der Keimfahigkeit entnommen.

3.2.6 Versuche mit dem Tabak-Mosaik-Virus

3.2.6.1 Herstellung des Infektionsmaterials

Die Herstellung von infiziertem Pflanzenmaterial erfolgte an Tabakpflanzen (Nicotiana ta-
bacum L. var. Samsun), in denen sich das Virus systematisch ausbreitet. Dazu wurden
Tabakpflanzen im Gewachshaus bei 20 °C und einem Tag-/Nachtverhaltnis von 16:8 Stun-
den aufgezogen und im Funfblattstadium kunstlich mit TMV infiziert. Fur die Inokulation
wurden die Blatter mit einen Gemisch aus Karborund und Bentonit (1:1) dinn eingepudert,
um die mechanische Ubertragung des Virus auf die Pflanze zu férdern. Die Inokulation
erfolgte durch Auftragen einer TMV-haltigen Suspension auf die Blattoberflache mit Hilfe
eines Wattestabchens. Hierbei wurde die Suspension unter leichtem Druck mit kreisformi-
gen Bewegungen auf das Blatt aufgetragen. Zwei bis drei Wochen nach Inokulation konn-
ten die nachwachsenden Blatter, deren mosaikartigen Verfarbungen den Virusbefall an-
zeigten, Uber einen Zeitraum von mehreren Wochen geerntet werden. Zur Abdeckung des
Nahrstoffbedarfes wurde das Kultursubstrat mit 100 mg N/Liter Kultursubstrat (Flori 3;
EUFLOR, Minchen) angereichert. Ab dem Vierblattstadium erfolgte eine woéchentlich
Nachdlingung der Pflanzen mit 10 mg N/Liter. Die geernteten Tabakblatter wurden zur Ho-
mogenisierung direkt nach der Ernte in kleine Streifen geschnitten, anschlieRend durch-
gemischt und bei -18 °C gelagert.

3.2.6.2 Nachweisverfahren zur Bestimmung der Infektiositat

Der Effekt einer Behandlung auf die Infektiositat des TMV wurde durch Anwendung der
von WALKEY (1991) beschriebenen Halbblattmethode untersucht. Die Methode basiert
auf einer Resistenzreaktion, bei der eine Wildform des Tabaks (Nicotiana glutinosa L.) auf
das Eindringen des TMV durch Bildungen von Blattverkrustungen (Lasionen) reagiert. Da-
bei korreliert die Anzahl der gebildeten Lasionen mit der Infektidsitat der applizierten TMV-
Probe (SAMUEL und BALD 1933). Zur Applikation wurden die aus 10 g virushaltiger Blatt-
masse hergestellten Proben unter Zusatz von 30 ml Phosphatpuffer (0,05 mol/l; pH 7) mit
einem Morser zerkleinert und in ein verschlieBbares Glasgefaly Uberfuhrt. Die Kontroll-
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probe wurde unter Verwendung von 10 g tiefgefrorenen Tabakblattern in gleicher Weise
hergestellt.

Zur Beurteilung der Infektiositat wurden die zu prufende Probe und die Kontrollprobe auf
gegenuberliegende Blatter der Testpflanze Nicotiana glutinosa L. aufgetragen. Die Appli-
kation der Proben und Kontrollen erfolgte gemall dem in Tab. 8 dargestellten Behand-
lungsschema. Da sich die Testpflanzen hinsichtlich der Anzahl ausgebildeter Lasionen, die
als Reaktion auf das eindringende Virus gebildet werden, deutlich voneinander unter-
scheiden konnen (FRY und TYLOR 1954, WALKEY 1991, BACHLE 1992), wurde jede
Probe auf je eine Blatthalfte von zwei verschiedene Pflanzen aufgetragen, um diese
Schwankungen auszugleichen.

Tab. 8: Applikationsschema zur Ermittlung der Infektiésitdt von TMV-Proben

Pflanze 1 Pflanze 2

Blatthilfte Blatthalfte
Blattetage links rechts links Rechts
oben Probe A | Kontrolle | Kontrolle | Probe B
unten Kontrolle | Probe B | Probe A | Kontrolle

Die Nachweispflanzen befanden sich zum Zeitpunkt der Inokulation im Sechs- bis Acht-
blattstadium und waren ungefahr 70 Tage alt. Zur Férderung der Symptomauspragung
wurden die Nachweispflanzen optimal mit Wasser- und Nahrstoffen versorgt, damit sie
eine dunne Kutikula ausbilden. Hierdurch wird nach MATTHEWS (2002) die Lasionsbil-
dung gefordert. Zur Abdeckung des Nahrstoffbedarfes wurde das Kultursubstrat mit
100 mg N/Liter Kultursubstrat (Flori 3; EUFLOR, Mlnchen) angereichert. Ab dem Vier-
blattstadium erfolgte eine wochentliche Nachdingung der Pflanzen mit 10 mg N/Liter. Fir
den Nachweistest wurden die Pflanzen durch Entfernen der Vegetationsspitze und der
unteren Blatter bis auf vier mdglichst gleichgrole Blatter zurtick geschnitten. Fur die Ino-
kulation wurden die zu behandelnden Blatter mit einen Pudergemisch aus Karborund und
Bentonit (1:1) dinn bestaubt. Danach wurden zunachst die aus den Proben hergestellte
Suspension und danach die Kontrollsuspension mit Hilfe eines Wattestabchens durch
leicht druckvolle, kreisende Bewegungen auf die Oberseite der Blatter aufgetragen. Nach
mindestens zweiminutigem Einwirken der aufgetragenen Suspensionen wurden die Sus-
pensionen und der Puder mit Hilfe einer Spritzwasserflasche von den Blattflachen abge-
spult. Zur Vermeidung einer Virusverschleppung wurde zunachst die mit der Kontrollsus-
pension applizierte Blatthalfte und dann die Seite mit der Probensuspension gereinigt.

Bis zur Ausbildung der Lasionen, die innerhalb von vier bis finf Tagen stattfindet, wurden
die applizierten Pflanzen unter den oben genannten Wachstumsbedingungen ins Ge-
wachshaus gestellt. Zur Ermittlung der Anzahl ausgebildeter Lasionen wurden die Blatter
von den Pflanzen abgeschnitten und mit Hilfe des Koloniezéhlgerates schiitt count” s der
Firma Schutt Labortechnik (Géttingen) ausgezahilt.

Die Berechnung der von einer Proben- oder Kontrollsuspension gebildeten Lasionsanzahl
erfolgte durch Addition der auf zwei halben Blattern unterschiedlicher Pflanzen ermittelten
Werte. Zur Bestimmung der relativen Infektiositat einer Probe wurden die Ergebnisse der
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Probe und der zugehdrigen Kontrolle gemald Gleichung 3 miteinander in Beziehung ge-
setzt.

Gleichung 3: Bestimmung der relativen Infektiositat von TMV-Proben

Anz.LasionenPfl. A pyope + Anz.LasionenPfl.B pyope
Anz.LéasionenPfl. A Kontrolle + Anz.Lasionen Pfl.B kontrolle

rel. Infektidsitét prope [%] = *100

3.2.6.3 Versuche zur Bestimmung der Warmevertraglichkeit des Tabak-Mosaik-Vi-
rus

Zur Bestimmung der Warmevertraglichkeit des TMV wurden drei isotherme Bebritungs-
versuche mit 50, 60 und 70 °C durchgefuhrt. Wahrend der bis zu drei Wochen dauernden
Warmebehandlung wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Proben enthommen, um die bis
dahin erreichte Inaktivierung zu bestimmen. Die Erregerproben bestanden aus 10 g virus-
haltiger Blattmasse. Diese wurden in Gazesackchen eingepackt und zusammen mit Tra-
gersubstrat in Glaser Uberflhrt. Zur Bewertung des Einflusses, den trockene und optimal
feuchte Wassergehalte eines Rotteprozesses auf die Warmeulbertragung und somit auf
die Virusinaktivierung besitzen, wurden zwei unterschiedliche TS-Gehalte (30 und 50 %)
im Tragersubstrat eingestellt. Die Temperaturbehandlung erfolgte im Brutschrank. Eine
vollstandige Zusammenstellung aller Versuchsparameter ist Tab. 9 zu entnehmen.

Tab. 9: Versuche zur Ermittlung der Warmevertraglichkeit des TMV
Versuch Temperatur | Verweilzeit |TS-Gehalte| Tragersub-
[°C] [Tage] [%] strat
TMV1 50 1,3,7,14,21| 50u.70 [EEO<8 mm
TMV2 60 1,3,7,14,21| 50u.70 [EEO<8 mm
TMV3 70 1,3,7,14,21| 50u.70 |[EEO<8 mm

Zur Temperatursteuerung wurde eine Probe je Temperaturstufe mit einem Temperatur-
fUhler ausgestattet, mit dem die Temperatur innerhalb der Probengefalle uberwacht wur-
de. Die Proben wurden entsprechend dem in Tab. 9 dargestellten Schema behandelt und
nach der Entnahme bis zur Bestimmung ihrer Infektidsitat im Kihlschrank bei 4 °C gela-
gert. Der Infektionsnachweis erfolgte zeitgleich fir alle Enthahmevarianten und wurde di-
rekt nach Entnahme der letzten Probe durchgeflhrt.

3.3 Versuche zur Bestimmung der Rotteresistenz des Tabak-Mosaik-Virus

3.3.1 Modellkompostierungsversuche bei 50 — 55 °C

Zur Bestimmung der Rotteresistenz bzw. der Rotteempfindlichkeit des TMV wurden Rotte-
versuche im Temperaturbereich von 50 bis 55 °C durchgefihrt. In diesem Temperaturbe-
reich bewirkt der alleinige Einfluss der Warme keine kurzfristige Inaktivierung des Virus.
Deshalb wird ein Infektidsitatsverlust wahrend der Rotte den mikrobiell bedingten Rotteein-
flissen zugeordnet. Die Rotte erfolgte in Rottecontainern mit 150 | Fassungsvermaogen.
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Zur Temperatursteuerung wurden die Rottecontainer in Klimaschranken der Firma Bomm-
hardt & Co (Kassel) aufgestellt, die mit einer Heizung und Kuhlung ausgestattet waren.
Das Fassungsvermogen der Klimaschranke reichte fur drei Container und erlaubte somit
eine Versuchsdurchflihrung in dreifacher Wiederholung. Zur Kontrolle, Steuerung und Do-
kumentation der Prozesstemperatur dienten Temperatursensoren (Typ PT 100), die die
Temperaturdaten im Rottegut erfassten und kontinuierlich in eine meteorologische Mess-
station (AME 82) der Firma Hoffmann Messtechnik (Rautenberg-Rotenburg) Gbermittelten.
Die Temperatursteuerung erfolgte auf Basis der kontinuierlich erfassten Temperaturen
durch manuelle Bedienung der Klimaschranke.

In Anlehnung an die Ublichen Praxisbedingungen auf Kompostierungsanlagen wurde fur
die Rotte eine Mischung aus Bioabfallen und Grungut (Strukturmaterial) verwendet. Die
Ausgangsmaterialien der Modellkompostierungsversuche setzten sich aus zwei Volumen-
anteilen Bioabfall und einem Volumenanteil Gringut zusammen. Um ein homogenes Aus-
gangsgemisch fur die Versuche herzustellen, wurde von beiden Materialien nur die relativ
homogene Fraktion <40 mm verwendet. Durch den vergleichsweise hohen Grungutanteil
sollte die Beluftung des Rottegutes sichergestellt und dadurch die aeroben Abbaupro-
zesse gefordert werden. AuRerdem sollte durch den relativ hohen Gringutanteil im Mi-
schungsverhaltnis eine verhaltene Temperaturentwicklung erreicht und eine unkontrollierte
Selbsterwarmung vermieden werden. Das Rottegut wurde woéchentlich umgesetzt und
wieder befeuchtet. Zur Dokumentation der Wassergehalte tber den Verlauf der Rotte wur-
den an den Umsetzterminen vor und nach dem Bewassern Proben zur Bestimmung des
TS-Gehaltes des Rottegutes gewonnen. Die TS-Bestimmung erfolgte entsprechend den
Vorgaben der Bundesgtitegemeinschaft Kompost (ANONYM 1998b).

Die Behandlung der TMV-Proben erfolgte in Gazesackchen, um eine uneingeschrankte
Einwirkung des Rotteprozesses auf die Viren zu ermoglichen. In vier Versuchsdurchgan-
gen wurden TMV-Proben zusatzlich in geschlossenen Glasern behandelt, um die Viren vor
dem Einfluss des aeroben Rotteprozesses zu schitzen. Um das Auffinden der Proben zu
erleichtern, wurden die Proben in 3 kg Kompost eingemischt und in rottebestandige Gaze-
sacke uberfuhrt. Diese Gazesacke wurden mit einem Temperaturfuhler ausgestattet und
mitten in die Rottecontainer platziert. Die Entnahme der TMV-Proben erfolgte gemall dem
in Tab. 10 aufgeflihrten Untersuchungsplan. Entnommene Proben wurden bis zur Bestim-
mung ihrer Virulenz bei -18 °C tiefgefroren gelagert.

Tab. 10: Versuche zur Ermittlung der Rottevertraglichkeit des TMV

Versuch Temperatur | Verweilzeit | TS-Gehalte Reakt!pns- n
[°C] [Wochen] [%] gefald

A 50 1,2,3,5 50 Gaze & Glas| 3

B 50 1,2,3,5 50 Gaze & Glas| 3

C 55 1,2,3,5 50 Gaze & Glas| 3

D 55 1,2,3,5 45 Gaze & Glas| 3

E 50 1,2,3,57 40 Gaze 3
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3.3.2 Eigenkompostierungsversuche

Zur Bestimmung der Rotteresistenz bzw. der Rotteempfindlichkeit des TMV in weitestge-
hend ausgerottetem Substrat und bei geringen Temperaturen (20 - 30 °C) wurden TMV-
Proben in zwei Eigenkompostern mit einem Fassungsvermégen von je 0,8 m® behandelt.
Die Einlage der Erregerproben erfolgte in eine Mischung von Kuchen und Gartenabfallen,
die Uber einen Zeitraum von einem Jahr gesammelt wurden. Mit dem Zeitpunkt der Pro-
beneinlage wurde die Ansammlung von Bioabfallen abgeschlossen und das bis dahin zu-
sammengetragene Material fur den Nachrotteprozess umgesetzt und dabei intensiv
durchmischt. Die Einlage der Erregerproben erfolgte im Rand’- und Kernbereich der bei-
den Komposthaufen. Um das Auffinden der Proben zu erleichtern, wurden die Proben zu-
vor in dreifacher Wiederholung in 3 kg Kompost eingemischt und in rottebestandige Gaze-
sacke Uberfuhrt. Zur Dokumentation der Prozesstemperatur wurden diese Gazesacke mit
Temperaturfuhlern (Typ PT 100) ausgestattet, die die Temperaturdaten in direkter Umge-
bung der Erregerproben erfassten und kontinuierlich in eine meteorologische Messstation
(AME 82) der Firma Hoffmann Messtechnik (Rautenberg-Rotenburg) Ubermittelten. Zur
Vermeidung von Anaerobien wurden die Lattenkomposter mit einer wasserdichten Gewe-
beplane abgedeckt. Zwischen Gewebeplane und Mietenoberflache verblieb eine Luft-
schicht, um einen Luftaustausch Uber die Mietenoberflache nicht zu behindern. In einem
Komposter wurde das Rottegut wahrend der dreimonatigen Ausreifung im monatlichen
Rhythmus umgesetzt und wieder befeuchtet. Hierdurch sollten inhomogene Feuchtigkeits-
verteilungen in der Miete (trockener Rand, nasse Basis), die sich bei langeren Rottezeiten
einstellen, ausgeglichen werden, um den aeroben Abbau zu férdern und anaerobe Pro-
zesse zu vermeiden. An den Umsetzterminen wurden Proben entnommen, um den zeitli-
chen Verlauf der TMV-Inaktivierung zu erfassen. Enthommene Proben wurden bis zur Be-
stimmung ihrer Virulenz bei -18 °C tiefgefroren gelagert. Im zweiten Komposter, in dem
das Rottegut der Praxis entsprechend nicht umgesetzt wurde, erfolgte eine Bewasserung
des aulBeren Mietenrandes mit Hilfe einer Giel3kanne, um einer Austrocknung und somit
einer Hemmung des Rotteprozesses entgegen zu wirken. Die Entnahme der TMV-Proben
erfolgte gemal® dem in Tab. 11 aufgefuhrten Untersuchungsplan. Entnommene Proben
wurden bis zur Bestimmung ihrer Virulenz bei -18 °C tiefgefroren gelagert.

Tab. 11: Versuche zur Ermittlung der Rottevertraglichkeit des TMV

Versuch Verweilzeit | Reaktions- n
[Monate] gefal

F 1,2,3 Gaze 3

G 3 Gaze 3

34 Statistische Auswertung der Versuchsergebnisse

Zur Bewertung unterschiedlicher Einflisse (Temperatur, Zeit, Feuchtigkeit und mikrobielle
Aktivitat) auf die Erregerabtétung wurden Mittelwertvergleiche durchgefihrt. Zum Ver-
gleich von Mittelwerten wurden ein- und mehrfaktorielle Varianzanalysen mit dem Statis-
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tikprogramm STATGRAPHICS Plus 5.1 (StatPoint, Herndon, USA) durchgefuhrt. Hierbei
wurde vorab die Prozedur ,Varianzcheck® durchlaufen, die auf Basis verschiedener Test-
verfahren (Cochran's C Test, Bartlett's Test, Hartley's Test und Levene's Test) die Homo-
genitat der Varianzen pruft. Bei Inaktivierungsversuchen ist haufig eine Korrelation zwi-
schen dem Erkrankungsgrad von Nachweispflanzen und der Hohe der Ergebnisstreuung
zu beobachten, wodurch inhomogene Varianzen verursacht (KLECZKOWSKI 1968) und
damit die Voraussetzungen flir eine Varianzanalyse verletzt werden. Datensatze mit nicht
homogenen Varianzen wurden transformiert. Hierbei konnten durch eine von KLECZ-
KOWSKI (1968) vorgeschlagene logarithmische Transformation die Voraussetzungen zur
Durchfihrung einer Varianzanalyse geschaffen werden. Als Voraussetzung fir das Vorlie-
gen signifikanter Unterschiede im LSD-Test wurde eine maximale Fehlerwahrscheinlich-
keit von 0,05 % erlaubt. Auf scharfere Grenzen (p < 0,01 oder < 0,001) wird im Text ge-
sondert hingewiesen.

Auf Grundlage der von POLLMANN (1996) veroffentlichten und durch eigene Untersu-
chungen erganzten Datenbasis zur Abtétungsdauer von Tomatensamen in Abhangigkeit
von der Hohe der Behandlungstemperatur, der Dauer der Warmebehandlung und dem
Feuchtegehalt der Samen wurden mit Hilfe des Statistikprogramms TableCurve 2D (Systat
Software GmbH, Erkrath) die Gleichungen errechnet, die den dreidimensionalen Zusam-
menhang zwischen der Temperatur, der Zeit und dem SFG auf die Abtétung von Toma-
tensamen beschreiben. Die erhaltenen Gleichungen, die einen hoheren Korrela-
tionskoeffizienten (R?) als 0,95 aufwiesen, wurden im Folgenden einer Plausibilitatskon-
trolle unterzogen, bei der die Gleichungsglieder auf das Vorhandensein von Termen ge-
pruft wurde, die bereits wissenschaftlich beschrieben worden sind. Wissenschaftlich zu
begrindende Gleichungen wurden verwendet, um mit Hilfe des Statistikprogrammes JMP
IN (SAS Institute Inc., Cary NC, USA) eine grafische Auswertung des oben genannten Da-
tensatzes vorzunehmen.

' 10 cm Abstand zum Auferen Rand der Miete
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4 Warmevertraglichkeit phytopathogener Protisten und Pilze

Die taxonomisch zu unterscheidenden Reiche der Protisten und Pilze werden in einem Ka-
pitel behandelt, da sie beim Hygienebewertungssystem der BioAbfV nicht differenziert be-
trachtet werden. Der Erreger P. brassicae, der in der BioAbfV (ANONYM 1998a) als Indi-
katororganismus zum Nachweis der Abtotung von phytopathogenen Pilzen dient, zahlt
taxonomisch ins Reich der Protisten. Nach WHITTAKER (1969) haben sich aus dem
Reich der Protisten, das primar einzellige Organismen umfasst, neben dem Reich der Pil-
ze auch die Reiche der Pflanzen und Tiere entwickelt.

41 Einflihrung in die Thematik |

Aufgrund der Indikatorfunktion wurden zunachst Fragestellungen behandelt, die sich mit
der Warmevertraglichkeit unterschiedlicher Proben des Erregers P. brassicae beschafti-
gen. Zur Einordnung der gewonnenen Ergebnisse wurden danach die Warmevertraglich-
keiten von weiteren phytopathogenen Pilzen ermittelt. Hierdurch sollte das auf die Reak-
tion von P. brassicae aufbauende Testsystem anhand einer vergleichenden Beurteilung
der Warmevertraglichkeiten verschiedener Erreger Uberpruft werden.

411 Vorliegende Angaben zur Warmevertraglichkeit von P. brassicae

P. brassicae ist ein phytopathogener Erreger, der aufgrund seiner angeblich hohen Per-
sistenz gegenuber aulleren Einflissen als Testorganismus fur Hygieneuntersuchungen
bei der Kompostierung vorgeschlagen wurde (ANONYM 1995, 1998a). Die Infektiositat
des Erregers, der in unterschiedlichen Rassen vorkommt, wird als sehr variabel beschrie-
ben (CRUTE et al. 1980, SOME et al. 1996, KUGINUKI et al. 1999). Mehrere Autoren be-
richten, dass sich die Virulenz von Feldpopulationen unterschiedlicher Herklnfte signifi-
kant voneinander unterscheidet (BUCZACKI et al. 1975, DIXON 1980, JONES et al.
1982).

Bislang wurde nicht Uberprift, ob mit dieser Variabilitdt auch Unterschiede in der Warme-
vertraglichkeit unterschiedlicher Herklinfte des Erregers verbunden sind. Hinweise auf po-
tenzielle Unterschiede liefern Ergebnisse von Rotteversuchen, in denen die Warmever-
traglichkeit von P. brassicae in weiten Spannen angegeben wird. BOLLEN et al. (1989)
beschreiben, dass 85 % der Proben von P. brassicae innerhalb einer Woche abgetotet
werden, wenn die Rottetemperatur fur drei Tage 55 °C erreicht. Eine besonders geringe
Warmevertraglichkeit stellten LOPEZ-REAL und FOSTER (1985), BOHM et al. (2000),
CHRISTENSEN et al. (2002) und NOBLE et al. (2002) fest, die eine Abtdtung bei 52 bis
55 °C in weniger als einem Tag beobachteten. BOLLEN (1985) stellte fest, dass zwei von
drei Proben durch eine 30-minutige Bebriutung mit 55 °C im Wasserbad inaktiviert werden,
wahrend eine gleichlange Behandlung mit 60 °C zur Abtoétung aller Proben flhrt. Eine
noch geringere Warmevertraglichkeit beschrieben HORIUCHI et al. (1983), die eine Inakti-
vierung des Erregers bei 45 °C innerhalb von einem Tag ermittelt haben und RYCKE-
BOER et al. (2002), die bei der Vergarung beobachtet haben, dass bereits die 10 Stunden
dauernde Materialerwarmung von 34 auf 48 °C eine letale Wirkung hatte. Nach Angaben
von YLIMAKI et al. (1983) und BRUNS et al. (1993) erfordert die Abtétung von P. brassi-
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cae eine Einwirkung von 60 bis 70 °C uber einen Zeitraum von mehr als sieben Tagen.
BRUNS und GOTTSCHALL (1988) beschreiben widerspruchliche Ergebnisse zur Abto-
tung von P. brassicae. Sie stellten eine vollstandige Inaktivierung des Erregers im Rand-
bereich einer Kompostmiete fest und ein Uberleben im starker erwédrmten Kern derselben
Miete. Aulkerdem beobachteten sie, wie an ein und derselben Stelle einer Kompostmiete
Erregerproben von P. brassicae nach siebenwoéchiger Behandlung abgetétet wurden, wah-
rend Proben, die noch weitere sieben Wochen gerottet wurden, infektids blieben. Sie er-
klaren diese Widerspruchlichkeiten mit inhomogenen Verhaltnissen innerhalb der Miete
(trockene Nester) oder Schwachen des Nachweisverfahrens im niedrigen Infektions-
bereich. Bezlglich der Ungenauigkeit des Biotestes fordern sie eine methodische Weiter-
entwicklung des Testsystems, um eine starkere Homogenisierung des Erregermaterials zu
bewirken. In diesem Zusammenhang schlagen sie vor, dass die Infektionsstarke von Ein-
legeproben durch die Verwendung von Sporensuspensionen vereinheitlicht werden sollte.
Eine Beeinflussung des Testsystems durch mikrobielle Rotteeinflisse und toxische Sub-
stanzen wird von ihnen, ebenso wie von KNOLL et al. (1980), aufgrund der besonderen
Tenazitat? des Erregers ausgeschlossen. Diese Einschatzung wird durch Beobachtungen
von BOLLEN et al. (1989) unterstitzt, die unter dem mikrobiellen Einfluss einer 27-
wochigen Rotte bei weniger als 30 °C keine Beeintrachtigung der Infektidsitat von P. bras-
sicae festgestellt haben.

4.1.2 Begriindung der Versuchsplanung |

Da die Warmevertraglichkeit von P. brassicae in der Literatur sehr widersprtchlich darge-
stellt und haufig nur als gering beschrieben wird, wurde die Warmevertraglichkeit des Erre-
gers durch Laborversuche exakt analysiert. Anhand der Untersuchungen sollte bewertet
werden, ob und ggf. unter welchen Voraussetzungen der Erreger, der aufgrund seiner un-
bestrittenen Rotteresistenz, aber mdglicherweise falsch eingeschatzten Grundwarmever-
traglichkeit als Indikator bei Hygieneuntersuchungen verwendet wird, verlassliche Ergeb-
nisse liefern kann. Zur Berucksichtigung von moglichen Rassenunterschieden wurden da-
bei unterschiedliche Herklnfte des Erregers untersucht. Die Bebritung der Proben wurde
unter standardisierten Bedingungen im Wasserbad durchgefihrt, da mit Ausnahme der
Versuche von MARZINISZYN (1994) und NOBLE et al. (2004) alle Daten zur Warmever-
traglichkeit von P. brassicae auf Basis von Rotteversuchen mit schwankenden Tempera-
turprofilen abgeleitet wurden. Da auch die bislang unter Laborbedingungen durchgefiihrten
Warmevertraglichkeitsuntersuchungen zu widerspriuchlichen Ergebnissen geflhrt haben,
wurde besonderer Wert auf eine exakte und definierte Warmeeinwirkung gelegt, die ins-
besondere durch die submerse Behandlung der Proben im Wasserbad und eine absolute
Konstanthaltung der Feuchtigkeit der Proben erreicht wurde (s. Methoden S. 13ff).

Mit den Untersuchungen sollten widersprtichliche Angaben zur Widerstandsfahigkeit von
P. brassicae geklart werden, um die Aussagekraft von Hygieneuntersuchungen gemaf}
BioAbfV, bei denen der Erreger als Indikator verwendet wird, bewerten zu kdnnen und das
von KNOLL et al. (1980) fur die Gesamtmullkompostierung entwickelte und von BRUNS et
al. (1994) an die Bioabfallkompostierung angepasste Testsystem ggf. zu optimieren. Als

2 Widerstandsfahigkeit gegentiber diversen Umweltbedingungen
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Optimierungsmoglichkeiten wurde anvisiert, Qualitatsanspriche (Mindestwarmevertrag-
lichkeit) fur Erregermaterial, das fur Hygieneuntersuchungen verwendet werden soll, zu
formulieren. Diese sind im Verordnungstext der BioAbfV derzeit nicht enthalten.

4.2 Untersuchungsergebnisse zur Warmevertraglichkeit von P. brassicae

4.2.1 Warmevertraglichkeit von unterschiedlichen Proben aus Lagerbestinden

In Abb. 1 werden die Ergebnisse einer Warmebehandlung mit schnell ansteigender Tem-
peratur (1 °C je 30 Min.) dargestellt, bei dem acht Erregerproben aus Lagerbestanden in
einem gemeinsamen Versuch schrittweise bis auf eine Temperatur von 50 °C erwarmt
wurden. Als Gesamtergebnis der Untersuchungsreihe kann festgestellt werden, dass die
acht untersuchten Proben sich in ihrer Warmevertraglichkeit deutlich voneinander unter-
scheiden. Bei der Betrachtung des Inaktivierungsverlaufes, der durch die zunehmende
Erwarmung der Proben bewirkt wurde, lassen sich vier verschiedene Reaktionsmuster
erkennen. In einem Extrem sind Proben zu beobachten, die durch eine mittelstarke Aus-
gangsinfektiositat gekennzeichnet sind und die durch eine 6,5 Stunden dauernde Erwar-
mung auf 50 °C keine signifikante Abtotung erfahren (Proben 3 und 4). Im anderen Extrem
werden Proben mit einer hohen Ausgangsinfektiositat bereits durch eine nur 2,5 Stunden
dauernde Erwarmung auf 42 °C stark beeintrachtigt und spatestens durch eine Erwar-
mung auf 46 °C vollstandig abgetdtet (Proben 5 und 7). Die restlichen Proben nehmen
eine Mittelstellung ein. Davon verliert ein Teil dieser Proben im Verlauf der Bebriutung kon-
tinuierlich an Infektidsitat und wird bei Temperaturen von weniger als 50 °C vollstandig
abgetotet (Proben 1 und 6). Die Proben der letzten Gruppe erfahren zunachst eine mitun-
ter extreme Inaktivierung. Sie behalten aber bis zur hochsten Temperaturstufe eine ge-
ringe Restinfektiositat.

Bei der Betrachtung des Endergebnisses der Bebrutung konnen die untersuchten Proben
in zwei Kategorien eingeteilt werden. Die eine Halfte der Proben muss als schwach war-
mevertraglich eingestuft werden, da sie spatestens bei 48 °C vollstandig abgetotet wer-
den. lhre Warmevertraglichkeit weicht stark von der aufgrund von Literaturangaben ange-
nommenen Warmevertraglichkeit des Erregers ab, die dazu geflhrt hat, P. brassicae als
Testorganismus fur Hygieneuntersuchungen gemaf BioAbfV vorgeschlagen wurde. Somit
ist die Halfte der untersuchten Proben im Hinblick auf Hygieneuntersuchungen als unge-
eignet einzustufen. Die andere Halfte der Proben wird durch eine schnelle Temperaturer-
héhung auf 50 °C nicht vollstandig inaktiviert und behalt mit Ausnahme der Probe 8 eine
Restinfektiositat, die ber dem Grenzwert der BioAbfV von 0,5 Indexpunkten liegt.
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Abb. 1: Vergleich der Warmevertraglichkeiten verschiedener Proben des Erregers P.

brassicae aus Lagerbestanden gemessen an der Infektiositat zu verschiedenen

Stadien der Behandlung (Index nach Buczacki)

Warmebehandlung mit schnell steigender Temperatur (+1 °C/0,5 h.); 15 g gemorserte Galle, TS
des Tragersubstrats = 70 %, n = 5; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Un-
terschiede einer einfaktoriellen Varianzanalyse (LSD-Test; p < 0,05), Streuungsbalken kenn-

zeichnen individuelle Streuung; 8°C = Grundinfektidsitat (Kihlschrankvariante)
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Der Wert der warmevertraglicheren Proben als Indikator fur Hygieneuntersuchungen ist
durch weitere Untersuchungen zu bestimmen. Dabei gilt es auch, die Streuung der Ergeb-
nisse kritisch zu beobachten. In der vorliegenden Untersuchungsreihe sind auf allen Tem-
peraturstufen und insbesondere bei den warmevertraglicheren Proben extreme Streuun-
gen zu beobachten. Eine hohe Ergebnisstreuung bedeutet, dass Einzelergebnisse mit ei-
nem hohen Zufalligkeitsfaktor behaftet sind. Zufalligkeiten kénnen bei einem Testverfah-
ren, das verallgemeinerbare und reproduzierbare Ergebnisse liefern soll, nicht akzeptiert
werden.

Die gemeinsame Darstellung aller Daten im Box-Plot-Diagramm (Abb. 2) zeigt, dass die
durchschnittliche Warmevertraglichkeit der acht untersuchten Proben deutlich geringer ist
als auf Basis der Literaturauswertung angenommen werden konnte. Schon durch eine nur
zwei Stunden dauernde Erwarmung auf 42 °C wird die Infektidsitat von P. brassicae deut-
lich herabgesetzt, wodurch bei 50 % der Proben (Kerbe der Box-Plots) die Infektiositat auf
< 0,6 Indexpunkte sinkt. Durch eine weitere Temperaturerhohung auf 48 °C verliert bereits
die Halfte der Proben ihre Infektiositat vollstandig (Median = 0) und 75 % der Proben ver-
ursachen Krankheitsgrade von < 0,5 Indexpunkten. Das arithmetische Mittel wird mit fort-
schreitender Inaktivierung durch einzelne stark infizierende Proben so stark beeinflusst,
dass der Grenzwert der BioAbfV gegen Ende des Bebrutungsversuches nur knapp unter-
schritten wird.

Box-and-Whisker Plot
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Abb. 2: Beeinflussung der Infektiositidt von P. brassicae durch Bebriitung im Tempera-
tursteigerungsversuch, gesamter Datensatz von 8 Proben, n = 40
Warmebehandlung mit schnell steigender Temperatur (+1 °C/0,5 h.); 15 g gemorserte Galle, TS
des Tragersubstrats = 70 %, n = 40; rote Sterne kennzeichnen arithmetisches Mittel, Kerbe der
Box-Plots kennzeichnet Median, Rechtecke mit rotem Kreuz kennzeichnen Ausreil3er (Abstand
vom 25 bzw. 75 % Quantil = 3 Interquantilabstande); 8°C = Grundinfektiositat (Kiihlschrankvari-
ante)

Durch die offenkundig gewordene Heterogenitat des Erregermaterials und die in vielen
Fallen nur geringe Warmevertraglichkeit des Erregers sollten Erganzungen an der BioAbfV
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gefordert werden, in denen Qualitatsanforderungen an die Mindestwarmevertraglichkeit
und Homogenitat des Testerregers formuliert werden. Ohne diese Prazisierungen kann
der Erreger aufgrund seiner Variabilitat keine zuverlassige Indikatorfunktion erfullen.

Als Grundlage fur die Formulierung von Qualitdtsansprichen und zur Optimierung des
Testsystems wurden weiterfihrende Untersuchungen durchgeflhrt. Eine Fragestellung
(Kapitel 4.2.2) beschaftigte sich mit der Suche nach Erregermaterial, das Uber die von YLI-
MAKI et al. (1983) und BRUNS et al. (1993) beschriebene hohe Warmevertraglichkeit ver-
fugt. Bei der Beantwortung der Fragestellung sollten Erkenntnisse gesammelt werden,
unter welchen Bedingungen dieses Material gewonnen werden kann. Mit dem Ziel, die
Aussagegenauigkeit und Zuverlassigkeit des Testsystems zu verbessern, wurden in einem
zweiten Forschungsansatz (Kapitel 4.2.3) Untersuchungen zur Steigerung der Homogeni-
tat des Erregermaterials durchgefuhrt. Dabei sollte Uberpruft werden, ob durch Aufberei-
tung von Gallenmaterial ein einheitlich und reproduzierbar reagierendes Ausgangsmaterial
fur Hygieneuntersuchungen gewonnen werden kann.

4.2.2 Ursachen fur die heteroge Warmevertraglichkeit von P. brassicae

Bei der Suche nach warmevertraglichem Infektionsmaterial wurden von unterschiedlichen
Kohlanbauflachen Proben des Erregers P. brassicae gewonnen und hinsichtlich ihrer War-
mevertraglichkeit untersucht (s. Seite 15). Da die Krankheit aufgrund der Lebensweise des
Erregers in Abhangigkeit von der Bodentemperatur und Bodenfeuchtigkeit nur sporadisch
ausbricht, ist die Verflgbarkeit von natirlich entwickelten Bestanden nur begrenzt. Der un-
tersuchte Probensatz wurde 1997 gewonnen. Um Hinweise auf potenzielle Faktoren zu
gewinnen, durch die die Warmevertraglichkeit von P. brassicae bestimmt wird, wurden
Proben mit unterschiedlichen Eigenschaften gewonnen (Tab. 12).

Tab. 12: Bericksichtigte Charakteristika der untersuchten Proben

Beriicksichtigte Charakteristika Potenzieller Einflussfaktor auf die Heterogenitat

Einfluss unterschiedlicher Rassenspektren auf die Infekti-

geografische Probenherkunft ssitat und Warmevertraglichkeit

Einfluss spezieller Beziehungen zwischen Pathogen und

Wirtspflanze Wirtspflanze auf die Entwicklung des Erregers

Einfluss der Sporenausreifung; Dickwandigkeit und TS-

Reifestadien Gehalt der Dauersporen

Da P. brassicae wahrend seiner Einwicklung und Ausreifung unterschiedliche Vermeh-
rungszyklen und Entwicklungsstadien durchlauft, ist insbesondere ein Einfluss des Reife-
grades auf die Warmeresistenz zu vermuten. Dickwandige Dauersporen, die dem obligat
biotroph lebenden Erreger ein jahrzehntelanges Uberdauern im Boden ermdglichen, wer-
den dabei erst im letzten Entwicklungsstadium des Erregers ausbildet. Da insbesondere
bei vollstandig ausgereiften und gealterten Sporen eine besondere Warmevertraglichkeit
zu vermuten ist, wurden Bodenproben von aktuell infizierten Kohlanbauflachen gesam-
melt, auf denen schon Uber langere Zeit ein regelmafliger Kohlherniebefall stattgefunden
hat, wodurch eine grof3e Wahrscheinlichkeit gegeben war, gealterte Dauersporen gewin-
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nen zu kdonnen. Im Einzelnen wurden folgende Reifestadien bei der Probengewinnung be-
rucksichtigt:

o festes, unzersetztes Gallenmaterial, das noch keine Dauersporen in den Boden frei-
gesetzt hat;

o zerfallenes, eingetrocknetes Gallenmaterial;

o infektidser Boden mit zersetztem Gallenmaterial, das die Dauersporen bereits voll-
standig freigesetzt hat.

Zur Bewertung der Warmevertraglichkeit wurden die Proben bei 50 °C Uber einen Zeit-
raum von sieben Tagen bebrutet. Wie die in Tab. 13 aufgeflihrten Ergebnisse der Untersu-
chungsreihe zeigen, verfigen alle 12 im Jahr 1997 und die beiden im Jahr 1994 gewon-
nenen Proben Uber eine schwache Warmevertraglichkeit. Gleichzeitig ist die Grundinfekti-
ositat aller Proben als sehr hoch zu bewerten. Unbehandelte Proben verursachten aus-
nahmslos den hochstmoglichen Infektionsgrad von drei Indexpunkten. Bereits nach einta-
giger Bebrutung mit 50 °C hatten alle Proben ihre Infektiositat vollstandig verloren. Anders
als die 1994 und 1997 gewonnenen Proben, wurde die aus Lagerbestdnden stammende
Probe 3 des Jahres 1993, die bereits im Rahmen des ersten Probenscreenings eine er-
hohte Warmevertraglichkeit angezeigt hat (Kapitel 4.2.1), nicht vollstandig abgetotet. Im
Gegensatz dazu hat die ebenfalls zu den warmevertraglicheren Proben zahlende Probe 2
des ersten Screenings im zweiten Screening eine vollstandige Inaktivierung erfahren.

Auf Grundlage der Ergebnisse der zweiten Versuchsreihe kann insgesamt festgestellt wer-
den, dass neben einer Mehrzahl von Proben mit geringer Widerstandsfahigkeit einzelne
wenige Proben Uber eine erhdhte Warmevertraglichkeit verfligen kdnnen. Die gewonne-
nen Ergebnisse liefern keine Hinweise darauf, unter welchen Bedingungen Erregermate-
rial von P. brassicae mit derart hoher Warmevertraglichkeit gewonnen werden kann, wie
von YLIMAKI (1983), BRUNS et al. (1993) und MARCINISZYN (1994) beschrieben wurde.
Die Faktoren Wirtspflanze und Reifestadium konnen im Hinblick auf die Erlangung einer
besonders hohen Warmevertraglichkeit als nicht entscheidend eingestuft werden, da in
der Kombination Blumenkohl/festes und breiiges Gallengewebe sowohl eine schwache als
auch eine erhohte Warmevertraglichkeit zu beobachten sind. Obwohl auf keinem der 1997
beprobten Standorte Proben mit erhohter Warmevertraglichkeit gefunden wurden, kann
wegen der nur einmal durchgeflhrten Beprobung nicht ganzlich ausgeschlossen werden,
dass durch Beprobung anderer Standorte anders reagierende Proben gefunden werden.
Durch das breit angelegte Probenscreening wird die Wahrscheinlichkeit, hochwarmever-
tragliche Proben zu finden, jedoch als gering eingeschatzt. Die Ergebnisse der warmever-
traglichen Probe 3 bedlrfen einer genaueren Betrachtung, da die Inaktivierung von einem
normalen Inaktivierungsmuster abweicht. Erwartungsgemaf hatten die Proben eine suk-
zessive Verringerung ihrer Infektiositat mit zunehmender Behandlungsdauer zeigen mus-
sen. Wie die in Abb. 3 detailliert dargestellten Ergebnisse veranschaulichen, waren jedoch
die weniger lang behandelten Proben abgetdtet, wahrend drei von vier der am langsten
behandelten Proben die Bebritung unter Einbul3e ihrer Infektidsitat Uberlebten. lhre Infek-
tiositat lag im Mittel bei 0,9 Indexpunkten, ist jedoch insgesamt als sehr heterogen zu be-
werten, da die Einzelwerte der vier Wiederholungen uber einen Bereich von 0 bis 1,3 In-
dexpunkten streuten.
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Tab. 13: Erkrankungsgrad (Index nach Buczacki) von Sarepta-Senfpflanzen (Brassicae
juncea), Sorte ,,Vittasso“ in Abhangigkeit von der Dauer einer Warmebehandlung
verschiedener Infektionsmaterialien mit 50 °C, n =4
15 g gemdrserte Galle, TS des Tragersubstrats = 70 %

. i Behandlungsdauer [Tage

Standort !Ernte Kultur Probe Bgschreﬂqung des 9 [Tage]
jahr Reifestadiums 0 1 3 7

Lohfelden 1994 Spitzkohl 1 Festes Gallengewebe 3,0 0,0 0,0 0,0
Nordhessen Rotkonhl 2 | Festes u. breiiges Gallengewebe 3,0 0,0 0,0 0,0
Unbekannt | 1993 | WeilRkohl 3 Festes u. breiiges Gallengewebe 3,0 0,0 0,0 0,9
Cuxhaven 9 Festes u. breiiges Gallengewebe 3,0 0,0 0,0 0,0
~tandort A 11997 | WeiRtkohl | 10 | Zersetztes Gallengewebe 30 | 00 | 00 | 00
iedersach-
sen 11 Infizierter Boden 3,0 0,0 0,0 0,0
) 12 |Festes u. breiiges Gallengewebe 3,0 0,0 0,0 0,0
Cuxhaven Weil3kohl
Standort B 1997 13 | Zersetztes Gallengewebe 3,0 0,0 0,0 0,0
Niedersach- 14 |Festes u. breiiges Gallengewebe | 3,0 | 00 | 0,0 | 0,0
sen Rotkohl
15 | Zersetztes Gallengewebe 3,0 0,0 0,0 0,0
Oldenburg 16 | Festes u. breiiges Gallengewebe 3,0 0,0 0,0 0,0
Niedersach- | 1997 | Wirsing
sen 17 | Zersetztes Gallengewebe 3,0 0,0 0,0 0,0
Neu- Weildkohl 18 | Festes u. breiiges Gallengewebe 3,0 0,0 0,0 0,0
Eicheberg |1997 19 | Zersetztes Gallengewebe 3,0 0,0 0,0 0,0
Nordhessen Rotkonhl - - -
20 |Boden mit Gallenriickstanden 3,0 0,0 0,0 0,0
Mittelwert und
individuelle Streuung Scatterplot
3 * 3
> 2 2
°
£
0
©
[T
@ 1 % 1
0 % * 0
0 1 3 7 0 3
Behandlungszeit [Tage]
Abb. 3: Erkrankungsgrad (Index nach Buczacki) von Sarepta Senf mit P. brassicae (Pro-

be 3) in Abhangigkeit von der Bebritungszeit der Erregerproben bei 50 °C
15 g gemorserte Galle, TS des Tragersubstrats = 70 %, n = 4, Herkunft unbekannt, Wirtspflanze
Weilikohl
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Insgesamt kann fur das zweite Probenscreening resumiert werden, dass aufgrund der
schwachen Warmevertraglichkeit oder der unzuverlassigen Reaktion keine der 15 getes-
teten Proben fur Hygieneuntersuchungen empfohlen werden kann. Mit 14 Proben muss
die Uberwiegende Mehrzahl der getesteten Proben als wenig warmevertraglich eingestuft
werden. Bei einer Verwendung solcher Proben im Rahmen von Hygieneuntersuchungen
konnen keine Ruckschllsse auf eine erfolgreiche Hygienisierung gezogen werden, da vie-
le Pathogene Uber eine héhere Warmevertraglichkeit verfugen. Auch die Verwendung der
einzigen Probe, die als warmevertraglich einzustufen ist, kann nicht empfohlen werden.
Aufgrund der Heterogenitat und der im Verlauf der Warmebehandlung nicht erwar-
tungsgemallen Reaktion der Probe, Iasst die Qualitdt des Probenmaterials keine reprodu-
zierbaren Ergebnisse erwarten.

4.2.3 Versuch zur Steigerung der Homogenitat von Erregerproben durch Verwen-
dung von Dauersporensuspensionen mit definierter Sporendichte

Aufgrund der nicht konstanten Ergebnisse, die Probe drei im Rahmen des ersten Proben-
screenings gezeigt hat (Abb. 1), wurde in einer weiteren Untersuchungsreihe Uberpruft, ob
durch eine Homogenisierung und Standardisierung des Erregermaterials die Aussagekraft
und Aussagegenauigkeit gesteigert werden kann.

Nach MATTUSCH et al. (1988) ist die Infektionswahrscheinlichkeit bei gleichen Infektions-
bedingungen (Bodentemperatur, Bodenfeuchtigkeit, pH-Wert, Wirtspflanze etc.) von der
Konzentration der Dauersporen abhangig. Im Rahmen der oben dargestellten Versuchs-
reihen wurde wie in allen in der Literatur beschriebenen Rotte- und Warmevertraglich-
keitsuntersuchungen die Erregermenge Uber das Gewicht des verwendeten Gallenmateri-
als definiert. Da durch das Gewicht einer Probe die Sporendichte nicht exakt definiert ist
(HORIUCHI und HORI 1980), kdnnten hierdurch eventuell Infektionsunterschiede bedingt
worden sein. Die mittlere Sporendichte je Gramm Gallenmaterial wird nach HORIUCHI
und HORI (1980) mit etwa 108 bis 10° Sporen angegeben. Durch die Herstellung von Er-
regerproben mit definierter Sporenkonzentration sollte Uberprift werden, ob durch eine
Standardisierung der Erregerdichte die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse verbessert und
die Ergebnisstreuung verringert werden kann. Zur Bestimmung der Infektiositat in Abhan-
gigkeit von der Erregerdichte wurde der Kohlherniebefall von Senfpflanzen bei unter-
schiedlichen Sporenkonzentrationen im Rahmen einer Verdunnungsreihe bewertet (Meth.
s. Seite 17).

In einer parallel durchgefuhrten Untersuchungsreihe wurde zusatzlich der Warmeeinfluss
von 50 °C auf die Infektidsitat der unterschiedlich konzentrierten Proben beobachtet und
der Einfluss der Warmebehandlung und auf die Homogenitat der Ergebnisse gemessen.
Durch einen Vergleich der Ergebnisse der Verdunnungsreihe mit denen des Bebritungs-
versuches sollte der Umfang der warmebedingten Sporenabtétung, wodurch ebenfalls ei-
ne Verringerung(Verdinnung) infektioser Sporen bewirkt wird, abgeschatzt werden.

Die in Abb. 4 dargestellten Ergebnisse der Verdunnungsreihe zeigen, dass die Infektiositat
von P. brassicae mit abnehmender Sporenkonzentration die erwartete Verringerung er-
fahrt. Dabei liegen das arithmetische Mittel und der Median bis zu einer Verdunnung auf
10° Sporen je Liter eng beieinander. Die Ergebnisse der néachsten Verdiinnungsstufe (10*
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Sporen/Liter) sind durch eine extrem grof3e Streuung gekennzeichnet. Wahrend die Halfte
der Proben nicht mehr infizierte, streuten die Ergebnisse der anderen vier Proben bis fast
ans obere Ende der Skala. Aufgrund dieser schiefen Verteilung weichen das arithmetische
Mittel (Index = 0,48) und der Median (Index = 0,07) in diesem Konzentrationsbereich deut-
lich voneinander ab. Bei einer Konzentration von 10° Sporen pro Liter wurde die Nach-
weisgrenze unterschritten. Dieser Wert entspricht Angaben von MATTUSCH et al. (1988),
die erst ab einer Konzentration von 10° Sporen pro Liter erste leichte Infektionen beo-
bachtet haben.

Im Gegensatz zu Verdinnungsreihen mit Viren (KLECZKOWSKI 1968) geht die Verringe-
rung der Infektidsitat von P. brassicae nicht mit einer Verringerung der Ergebnisstreuung
einher. Wie in Abb. 4 dargestellt ist, steigt die absolute Streuung mit zunehmender Ver-
dinnung von 0,44 bei 108 Sporen pro Liter auf 0,92 bei 10* Sporen pro Liter. Gleichzeitig
wachst die relative Streuung von 16,0 % auf 192,2 %. Dementsprechend muss bei der
warmebedingten Abtotung von P. brassicae, die letztendlich ebenfalls einer Verringerung
lebensfahiger Sporen entspricht, mit einer hohen Ergebnisstreuung gerechnet werden.
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Dauersporenkonzentration [Dauersporen pro Liter]

Grundinfektiositidt des Erregers P. brassicae in Abhangigkeit von der Dauerspo-
renkonzentration, n = 8

Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede einer einfaktoriellen Vari-
anzanalyse (LSD-Test; p < 0,05), Streuungsbalken kennzeichnen individuelle Streuung, GD =
Grenzdifferenz, Rechtecke mit rotem Kreuz kennzeichnen Ausreiler (Abstand vom 25 bzw.
75 % Quantil =2 3 Interquantilabstande)

Abb. 4:

Auf Basis der vorliegenden Untersuchungen sind im Bereich des Grenzwertes der Bio-
AbfV, der 0,5 Indexpunkte betragt, die Aussagekraft und die Zuverlassigkeit von Tester-
gebnissen aufgrund der extrem hohen Streuung aufierst gering. Bei einem durchschnittli-
chen Befallsgrad von 0,5 Indexpunkten, der in der vorliegenden Untersuchung im Kon-
zentrationsbereich von 10* bis 10° Sporen pro Liter bewirkt wird, streuen die Einzelergeb-
nisse von 0 bis maximal 2,6 Indexpunkte (s. Scatterplot). Die Schwelle fur sichere Infektio-
nen, die nach ROBERTS et al. (1993) eine Infektionswahrscheinlichkeit von 95 % der ge-
testeten Pflanzen voraussetzt, wurde bei einer Konzentration von 10° Sporen pro Liter er-
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reicht. In diesem Konzentrationsbereich wurde bei den Nachweispflanzen ein durch-
schnittlicher Erkrankungsgrad von 0,69 Indexpunkten gemessen. Nach STANIASZEK et
al. (2001) liegt die Mindestkonzentration fur einen sicheren Nachweis von P. brassicae im
Biotest mit 10° Sporen pro Liter Boden um eine Potenzstufe héher als in der vorgestellten
Untersuchungsreihe. Hier wurde die Infektion von 95 % der Pflanzen eventuell schon bei
einer Konzentration von 10° Sporen pro Liter erreicht, weil die Streuung der Ergebnisse
relativ gering war. Die im Scatterplot-Diagramm dargestellten Daten veranschaulichen, wie
empfindlich der Mittelwert im Bereich der unsicheren Infektionen mit P. brassicae reagiert.
Lediglich durch einen Extremwert wird der Grenzwert in der Konzentrationsstufe 10* Spo-
ren pro Liter fast erreicht.

Die in Tab. 14 dargestellten Ergebnisse des Bebriutungsversuches bei 50 °C zeigen, dass
durch die Herstellung von Proben mit definierter Sporenkonzentration die beabsichtigte
Homogenisierung nicht erreicht wird.

Tab. 14: Infektiositat von Dauersporensuspensionen des Erregers P. brassicae (einge-
mischt in Einheitserde) in Abhdngigkeit von der Bebrutungsdauer bei 50 °C und
der Dauersporenkonzentration
Erkrankungsgrad von Sarepta Senf ,Vittasso' nach Buczacki, Tragersubstrats =70 % TS, n =8

Konzentrationsstufen [Dauersporen/Liter Substrat]

Bebriitungsdauer 10° 10° 10’ 108

Kontrolle 0,69 1,67 2,29 2,76
6| Std. 0 0 0,12 0
12| Std. 0,04 0 0 0
18| Std. 0 0,13 0 0
24| Std. 0 0 0 0
2| Tage 0,04 0 0 0
3| Tage 0,02 0 0 0,11
4| Tage 0 0 0 0
5| Tage 0 0 0 0
6| Tage 0 0 0 0

Bereits nach sechs Stunden war der eigentliche Inaktivierungsprozess, unabhangig von
der Ausgangskonzentration der Proben, abgeschlossen. Dieses Ergebnis bestatigt die
zuvor gewonnene Erkenntnis, dass der Erreger im Bereich von 50 °C bereits innerhalb
kUrzester Zeit weitestgehend inaktiviert wird. Die nach PRECHT et al. (1955) zu erwar-
tende Abhangigkeit zwischen der Erregerdichte und Warmevertraglichkeit von Proben
konnte durch die schnelle Inaktivierung zu Versuchsbeginn nicht festgestellt werden. Die
sporadischen Infektionen, die von einzelnen Proben bis zu einer Behandlungszeit von drei
Tagen zu beobachten sind, kdnnen als weiteres Indiz fur die Heterogenitat des Erreger-
materials gewertet werden. Auf Grundlage der Untersuchungsreihe mit definierten Spo-
renkonzentrationen kann mit grof3er Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden, dass die
in vorangegangenen Untersuchungen festgestellte Heterogenitat durch unterschiedliche
Sporenkonzentrationen der verwendeten Proben verursacht wurde. Da selbst bei einer
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geringen Konzentration von 10° Sporen pro Liter noch nach dreitagiger Bebriitung geringe
Infektionen verursacht wurden, kann vermutet werden, dass eine sehr geringe Anzahl von
warmevertraglichen Dauersporen fur diese Infektionen verantwortlich ist. Diese Sporen
scheinen sehr ungleichmafig verteilt zu sein, wobei es unplausibel erscheint, dass durch
eine Steigerung der Sporendichte die Infektionswahrscheinlichkeit bei langeren Behand-
lungszeiten (> 6 Std.) nicht zunimmt.

Insgesamt liefern die Ergebnisse der Versuchsreihe einen weiteren Beleg fir die Variabi-
litat der Warmevertraglichkeit des Erregers. Sie bestatigen ebenfalls, dass die Hauptinak-
tivierung des Erregers keine besonders hohen Temperaturanspriche stellt. Gemessen an
der Variante mit der hdchsten Konzentration wurde die Infektidsitat aller Proben bei 50 °C
innerhalb weniger als sechs Stunden um mehr als vier Zehnerpotenzen verringert (vgl.
Abb. 4) und auf Werte reduziert, die deutlich niedriger liegen als der von der BioAbfV zum
Hygienenachweis erforderlich Grenzwert. Da gelegentliche Infektionen selbst in Proben
mit geringer Sporendichte bis zu einer Behandlungsdauer von drei Tagen zu beobachten
waren, wird vermutet, dass bereits eine sehr geringe Anzahl an besonders widerstandsfa-
higen Sporen fur sporadische Infektionen verantwortlich ist. Diese sind die auch nach lan-
geren Warmebehandlungen noch infektids. Ihre Verteilung scheint sehr ungleichmafig zu
sein, und das Vorkommen in hdheren Konzentration, was auch nach langeren Warmebe-
handlungen zu starkeren Erkrankungen fuhren konnte, ist moglicherweise nur selten an-
zutreffen.

4.2.4 Einfluss des TS-Gehaltes auf die Warmevertraglichkeit von P. brassicae

Wie in Kapitel 5 dargestellt wird, besitzen hartschalige Kleesamen eine besonders hohe
Warmevertraglichkeit, da die Hartschaligkeit ihre Wasseraufnahmefahigkeit behindert. Da
von Samen bekannt ist, dass ihre Warmevertraglichkeit mit zunehmendem TS-Gehalt der
Samen steigt (ELLIS und ROBERTS 1980a, POLLMANN 1995, ELLIS et al. 1986), kénn-
ten ahnliche Wirkungen maoglicherweise auch die Widerstandsfahigkeit von Dauersporen
erhohen. Um zu Uberprufen, ob die gelegentlich zu beobachtende hohe Warmevertrag-
lichkeit von P. brassicae vielleicht durch einen Anteil an besonders trockenen Dauerspo-
ren bewirkt wurde, wurde in einer Versuchsreihe die Widerstandsfahigkeit des Erregers
unter besonders trockenen Bedingungen Uberpruft. Hierzu wurde Erregermaterial bei
30 °C langsam auf TS-Gehalte von 70 bis 95 % getrocknet.

Die Versuchsreihen mit sehr trockenem Erregermaterial, das zu je 25 g (TS) aus Gallen-
material und infiziertem Boden zusammengesetzt war, zeigte, dass die Warmevertraglich-
keit des Erregers unter sehr trockenen Bedingungen deutlich zunimmt (Tab. 15). Eine nen-
nenswerte Erhéhung seiner Widerstandsfahigkeit erlangt der Erreger jedoch erst im Be-
reich von mehr als 90 % TS-Gehalt. Eine mehrtagige Bebritung mit mehr als 50 °C haben
nur Proben mit einem TS-Gehalt von 95 % Uberlebt. Da eine starke Entfeuchtung des auf
der Bodenoberflache befindlichen Gallenmaterials bei intensiver Sonneneinstrahlung nicht
auszuschlief3en ist, konnte eine sporadisch auftretende erhohte Warmevertraglichkeit von
P. brassicae durch besonders geringe TS-Gehalte von Dauersporen verursacht werden.
Unter der Voraussetzung eines gehemmten Feuchtigkeitsaustausches mit dem Umge-
bungsmaterial konnte die variable Warmevertraglichkeit von P. brassicae somit durch un-
terschiedlich trockene Dauersporen bedingt sein.
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Tab. 15: Infektiositat von getrockneten Erregerproben des Erregers P. brassicae in Ab-
hangigkeit vom TS-Gehalt des Erregermaterials und der maximalen Bebriitungs-
temperatur
je 25 g TS Gallenmaterial und infizierter Boden, Erkrankungsgrad nach Buczacki, Temperatur-
steigerung = +2°C/0,5 Tage, Anfangstemperatur =38 °C, n =3

Maximale Bebriitungstemperatur
TS-Gehalt 42 °C 46 °C 50 °C 54 °C 58 °C
95 % 3,00 2,78 2,74 0,92 0
90 % 3,00 2,73 0 0 0
80 % 3,00 0,04 0 0 0
70 % 3,00 0 0 0 0
4.3 Untersuchungsergebnisse zur Warmevertraglichkeit phytopathogener Pilze

Neben der einheitlichen und prognostizierbaren Reaktion (Homogenitat) auf eine Warme-
einwirkung ist fur die Qualitat eines Indikators vor allem dessen Warmevertraglichkeit in
Relation zur Warmevertraglichkeit anderer Pathogene von entscheidender Bedeutung. Zur
Einordnung der Warmevertraglichkeit von P. brassicae und als Orientierung fur alternative
Indikatororganismen wurde die maximale Warmevertraglichkeit von sechs weiteren phyto-
pathogenen Erregern ermittelt. FUr ein erstes Screening wurde das Behandlungsverfahren
mit stufenweise langsam steigender Temperatureinwirkung (+2 °C/0,5 Tage) angewendet.
Es erlaubt einen direkten Vergleich der zeitgleich behandelten Erreger und einen indirek-
ten Vergleich mit der unter Punkt 4.2.4 ermittelten Warmevertraglichkeit von P. brassicae.

Bei der Auswahl der getesteten Phytopathogene wurden insbesondere Fusarien beachtet,
denen eine besondere Warmevertraglichkeit zugesprochen wird. Bei 55 °C wird als erfor-
derliche Abtétungsdauer eine Zeit von vier Tagen (SUAREZ et al. 2003) bis zu 21 Tagen
(BOLLEN 1985b) angegeben. Die Angaben von BOLLEN (1985b) sind aufgrund schwan-
kender Temperaturen und ungenauer Temperaturgenauigkeit (+10 °C) jedoch als wenig
prazise einzuschatzen. Von dieser Gattung wurden vier verschiedene Subspezies (Abb. 5)
getestet, da ebenfalls Untersuchungen von BOLLEN (1985b) darauf hindeuten, dass sich
die Subspezies hinsichtlich ihrer Warmevertraglichkeit unterscheiden kénnten.

Gattung:
Fusarium

|
| 1
Art: Art:
F. oxysporum F. culmorum

Subspezies:
f. sp. cyclaminis
f. sp. narcissi

f. sp. pisi

f. sp. tulipae

Abb. 5: Verwandtschaftsbeziehung der untersuchten Fusarien



Phytopathogene Protisten und Pilze 41

Die Ergebnisse der Untersuchungsreihe bestatigen sowohl die besondere Warmevertrag-
lichkeit von F. oxysporum als auch die Unterschiede zwischen den einzelnen Subspezies
der Gattung F. oxysporum. Die hochste Warmevertraglichkeit besal® F. oxysporum f. sp.
narcissi. Die Abtétung des Pilzes erfordert bei einer stufenweisen Temperaturerhdohung
von +2° C je 0,5 Tage einen Temperaturanstieg auf 54 °C. Da der TS-Gehalt des Erregers
wahrend der Behandlung sehr gering war, weil fir die Untersuchung ausgestanzte Agar-
scheiben (d 8 mm) von ausgereiften Reinkulturen verwendet wurden, lassen die oben ge-
zeigten Versuchsergebnisse vermuten, dass fir die Abtétung des Pilzes unter trockeneren
Verhaltnissen eine noch héhere Warmezufuhr erforderlich sein wird. Im Vergleich dazu
erfolgte die Abtotung von trockenen (70 % TS) bis sehr trockenen Proben des Pilzes
P. brassicae deutlich friher als die von F. oxysporum f. sp. narcissi unter feuchten Bedin-
gungen. Auch die Warmevertraglichkeit der anderen Subspezies des Pilzes F. oxysporum
zeigten unter feuchten Bedingungen eine hohere Warmevertraglichkeit als P. brassicae
bei 70 % TS-Gehalt. Die Inaktivierung von F. oxysporum f. sp. pisi und F. oxysporum f. sp.
tulipae erfolgte auf der gleichen Temperaturstufe wie P. brassicae unter sehr trockenen
Bedingungen (90 % TS-Gehalt).

Die Gattung F. culmorum verfugt Uber keine besondere Warmevertraglichkeit. Mit einer
Abtdétung auf der 42 °C-Temperaturstufe ist die Widerstandsfahigkeit des Pilzes als eben-
so schwach zu beurteilen wie die des Pilzes S. sclerotiorum. Beide Pilze sind als wenig
warmevertraglich einzustufen. Trotzdem ist ihre Warmevertraglichkeit hdher einzuordnen
als die der wenig warmevertraglichen Proben von P. brassicae (Abb. 1, Probe 5).

7 * *
Sclerotinia | : 2 2
sclerotiorum R X
1 S 8
Fusarium s S
culmorum o o
Fusarium oxysporum
f. sp. Cyclaminis
Fusarium oxysporum
f. sp. Pisi
Fusarium oxysporum 1
f. sp. Tulipae
Fusarium oxysporum 1 : 1 |
f. sp. Narcissi : :
’ B B S S—
38 40 42 44 46 48 50 52 54 56
Temperaturstufe des Keimverlustes [°C]

Abb. 6: Abtotungszeitpunkte von Phytopathogenen im Vergleich zu unterschiedlich tro-
ckenem Gallenmaterial von P. brassicae bei Bebriitung mit stufenweise an-
steigender Temperatur
Temperatursteigerung = +2°C/0,5 Tage; Anfangstemperatur = 38 °C



42 Phytopathogene Protisten und Pilze
4.4 Bewertung der Untersuchungsergebnisse |

Dem Erreger P. brassicae werden in der Literatur eine hohe Rotteresistenz und eine gute
Warmevertraglichkeit zugesprochen. Der Erreger erlangt seine Widerstandsfahigkeit durch
die Bildung von Dauersporen, die er zur Uberwinterung bzw. zur Uberbriickung von Zeit-
raumen, in denen keine Wirtspflanzen fur seine Entwicklung zur Verfligung stehen, ausbil-
det. Im Dauersporenstadium besitzt der Erreger eine hohe saprophytische® Widerstands-
fahigkeit. Durch diesen Schutz vor mikrobiellen Abbauvorgangen im Boden kann P. bras-
sicae fast 20 Jahre im Boden Uberdauern (BUCZACKI 1974, WALLENHAMMAR 1996).
Die Ausbildung von Dauersporen schutzt den Erreger auch vor mikrobiellen Abbauprozes-
sen der Kompostierung. Nach BOLLEN et al. (1989) erfolgt die Abtotung des Erregers bei
der Kompostierung primar Uber den Einfluss der Warme, da er festgestellt hat, dass die
Infektiositat von P. brassicae durch eine 27-wochige Rotte mit einer Temperatur von weni-
ger als 30 °C nicht beeintrachtigt wird. Aufgrund dieser saprophytischen Widerstandsfahig-
keit wird P. brassicae bei Hygieneuntersuchungen gemafl BioAbfV als Indikator fur die
warmebedingte Abtétung von Phytopathogenen verwendet. Anhand seines Verhaltens
(Uberleben/Absterben) soll die warmebedingte Abtétung anderer Phytopathogene ange-
zeigt werden. Dies setzt voraus, dass P. brassicae Uber eine hdhere Warmevertraglichkeit
verfugt als Pathogene, deren Abtdtung angezeigt werden soll.

Widersprichliche und in weiten Spannen schwankende Literaturangaben zur Warmever-
traglichkeit von P. brassicae, die die Indikatorfunktion des Erregers stark infrage stellen,
waren Anlass fur Untersuchungen, in denen die Warmevertraglichkeit des Erregers unter
Betrachtung unterschiedlicher Einflussfaktoren Uberpruft wurde. Dabei sollte geklart wer-
den, ob die nicht einheitlichen Angaben zur Warmevertraglichkeit moglicherweise aus ei-
ner nicht exakten Interpretation des Warmeeinflusses resultieren. Bedenken resultierten
aus der Tatsache, dass viele Angaben zur Warmevertraglichkeit von Rotteversuchen ab-
geleitet worden sind. Diese Versuche sind zur Beschreibung exakter Temperatur-Zeit-Be-
ziehung, die zur Abtétung von Pathogenen fuhren, nicht optimal, da

e ein zu weitmaschiges Beprobungsintervall haufig keine Bestimmung des exakten
Abtotungszeitpunktes ermoglicht hat;

e durch schwankende Temperaturverlaufe die tatsachliche Hohe der Warmeeinwir-
kung nicht exakt erfasst werden konnte;

e ein grob gerastertes Temperaturmessprogramm, was sowohl die raumliche Tempe-
raturerfassung in der Miete (Anzahl Messstellen und Nahe zur Einlegeprobe) als
auch die zeitliche Temperaturerfassung (Anzahl Messungen pro Tag) anbetrifft,
keine hinreichend exakten Daten bereit stellt.

Wobei jedoch auch Ergebnisse von starker standardisierten Laborversuchen (MARCINIS-
ZYN 1984, RYCKEBOER et al. 2002, NOBLE et al. 2004) kein einheitliches Ergebnis ge-
liefert haben.

3 Saprophyten = Von organischem Substrat lebende Pilze und Bakterien
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441 Bewertung der Warmevertraglichkeit von P. brassicae

Zur genauen Beschreibung der zur Abt6étung von P. brassicae erforderlichen Temperatur-
Zeit-Beziehung wurden aus oben genannten Grinden Wasserbadversuche durchgefuhrt,
bei denen die Einflussfaktoren auf die Erregerabtdtung (Temperatur, Dauer der Behand-
lung und TS-Gehalt der Probe) exakt eingestellt und erfasst wurden. Die Versuchsergeb-
nisse zeigen, dass die Warmevertraglichkeit des Erregers trotz konstanter Versuchsbedin-
gungen nicht exakt zu beschreiben ist und, wie in der Literatur beschrieben, in weiten
Spannen schwanken kann. Insgesamt scheint dabei die durchschnittiche Warmevertrag-
lichkeit des Erregers deutlich geringer zu sein, als bislang angenommen wurde. Anhand
der Ergebnisse der durchgefihrten Untersuchungen ist davon auszugehen, dass die
Mehrzahl der Proben bei 50 °C in weniger als einem Tag vollstandig abstirbt, und dass
haufig bereits eine Inaktivierung des Erregers innerhalb weniger Stunden bei Temperatu-
ren zwischen 42 und 48 °C stattfindet.

Hochwarmevertragliche Proben, wie von BRUNS und GOTTSCHALL (1988), MARCINIS-
ZYN (1994) und NOBLE et al. (2004) beschrieben, konnten in keiner der 20 untersuchten
Proben gefunden werden. NOBLE et al. (2004) haben ebenfalls unter definierten Laborbe-
dingungen nachgewiesen, dass der Erreger im Extremfall eine Behandlungsdauer von
sieben Tagen bei 60 °C Uberleben kann. Sie stellten jedoch gleichzeitig auch eine schnelle
Abtdétung bei deutlich niedrigeren Temperaturen fest, da andere Proben ihre Infektiositat
bereits bei 40 °C in weniger als sieben Tagen oder bei 50 °C in weniger als drei Tagen
vollstandig eingebufdt hatten. MARCINISZYN (1994) beschreibt, dass eine Probe, die 21
Tage mit 50 °C in einem Substrat mit 70 % TS-Gehalt bebrutet worden war, noch eine ge-
ringe Restinfektiositat besall, wahrend andere Proben bereits nach einem, drei, sieben
und 10 Tagen abgetodtet waren. Insgesamt bestatigen die im Rahmen dieser Arbeit durch-
gefuhrten Untersuchungen die sowohl von MARCINISZYN (1994) als auch die von NOB-
LE et al. (2004) beschriebene Heterogenitat des Erregers, dessen Warmevertraglichkeit in
weiten Spannen zu variieren scheint.

Da bei Hygieneuntersuchungen nur ein Grenzwert von 0,5 Indexpunkten zu unterschreiten
ist, wird die Aussagekraft des Indikators noch zusatzlich abgeschwacht. Durch die nachge-
wiesene Heterogenitat und die haufig nur geringe Warmevertraglichkeit von P. brassicae
liefert der Indikatororganismus im Rahmen von Hygieneuntersuchungen keine zuverlas-
sige Information fur die Abtétung warmevertraglicher Pathogene. Wegen des haufigen
Vorkommens von schwach warmevertraglichen Erregerproben ist eine gro3e Wahrschein-
lichkeit gegeben, dass der Grenzwert der BioAbfV allein durch die Mittelwertbildung positi-
ver Befunde von warmevertraglichen Proben und negativer Befunde von warmeunvertrag-
lichen Proben unterschritten wird.

4.4.2 Moglichkeiten der Gewinnung von warmevertraglichen Proben

Zur Optimierung des bestehenden Testverfahrens wurden Untersuchungen durchgefuhrt,
um Erkenntnisse zu gewinnen, ob, und wenn ja, unter welchen Bedingungen warmever-
tragliche Proben von P. brassicae gewonnen werden konnen. Aus vielen Untersuchungen,
die sich mit dem Vorkommen von P. brassicae und der Zuchtung resistenter Pflanzen be-
schaftigen, ist bekannt, dass der Erreger geografisch in verschiedenen Rassen vorkommt
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(MACFARLANE 1955, BUCZACKI et al. 1975, JONES et al. 1982, FAHLING 2003). Da
sich diese Rassen in ihrer Pathogenitat unterscheiden konnen (HOLLIDAY 1992, SOME et
al. 1996, WALLENHAMMAR 1996), wurden auf unterschiedlichen Standorten Proben ge-
wonnen und hinsichtlich ihrer Warmevertraglichkeit getestet. Da nach wie vor nicht alle
Abschnitte des Lebenszyklus eindeutig geklart sind (AIST 1977, BUCZACKI 1983, HOL-
LIDAY 1992) und spezielle Wirt-Parasit-Beziehungen nicht auszuschliel3en sind, wurden
die Proben in unterschiedlichen Reifestadien und von unterschiedlichen Kulturpflanzen
gewonnen. Da in keiner der insgesamt 14 untersuchten Proben eine erhéhte Warmever-
traglichkeit gefunden wurde, liefern die Ergebnisse dieser Untersuchungsreihe keinen
Hinweis auf Bedingungen, durch die der Erreger eine erhdhte Widerstandsfahigkeit ge-
winnt. Auch besonders ausgereifte und mehrere Jahre gealterte Sporen aus bodenhalti-
gen Proben, die von Flachen mit regelmaligem Kohlherniebefall stammten, waren als
warmeunvertraglich einzustufen. Somit haben sich in der vorliegenden Untersuchung die
potenziellen Einflussfaktoren

e geografische Herkunft der Proben,
o Wirtspflanze,
e Alter und Zersetzungsgrad der Gallen

hinsichtlich der Warmevertraglichkeit des Erregers als nicht entscheidend herausgestellt.
Zwar ist nicht auszuschlieen, dass durch eine Beprobung weiterer Standorte noch Zu-
sammenhange zwischen den genannten Einflussgréofien und der Warmevertraglichkeit
erkannt werden, doch kann auf Basis der derzeitigen Erkenntnisse vermutet werden, dass
die Wahrscheinlichkeit, warmevertragliche Proben zu finden, als sehr gering einzuschat-
zen ist.

44.3 Homogenisierungsmoglichkeiten zur Vereinheitlichung der Warmevertrag-
lichkeit einzelner Proben

Variable Versuchsergebnisse waren Anlass fur einen Versuch, die Homogenitat im Hin-
blick auf die Infektiositat und die Warmevertraglichkeit von P. brassicae zu steigern. Hierzu
wurden von der Probe mit der Bezeichnung Pb2 Sporensuspensionen mit definierter Dau-
ersporenkonzentration hergestellt. Das Ergebnis der Versuchsreihe zeigt, dass auch durch
exakte Einstellung von Sporenkonzentrationen keine prognostizierbaren Ergebnisse ge-
wonnen werden konnen. Der Uberwiegende Anteil der Proben, die fur =6 Stunden mit
50 °C behandelt wurden, hatte die Infektidsitat verloren. Trotzdem verursachten einige
wenige Proben bis zu einer Behandlungszeit von drei Tagen geringflgige Infektionen. Wie
am Ergebnis der Verdunnungsreihe zu erkennen ist, kbnnen bereits bei geringen Sporen-
konzentrationen (10* Sporen/Liter) heftige Infektionen hervorgerufen werden. Hieraus
kann moglicherweise der Schluss gezogen werden, dass die Warmevertraglichkeit von
P. brassicae durch einen sehr geringen Anteil an hochwarmevertraglichen Dauersporen
bestimmt wird. Nach PRECHT et al. (1955) flhrt eine heterogene Warmevertraglichkeit
von Organismen dazu, dass die Absterbekinetik der Organismen nicht der allgemein Ubli-
chen Funktion erster Ordnung folgt. Sie halten eine Koagulation von Zellen fur eine Ursa-
che, die inhomogene Warmevertraglichkeiten bedingen kann. Im Fall von P. brassicae ist
eine Koagulation von einzelligen Dauersporen denkbar, da sich im Entwicklungsverlauf
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des Erregers eine Vielzahl von Dauersporen innerhalb einer zum Plasmodium mutierten
Pflanzenzelle bilden, die beim Eintrocknen miteinander verkleben kénnen. Dies konnte
eine Erklarung fur die unregelmalige Warmevertraglichkeit des Erregers sein und die sel-
ten zu beobachtenden Falle erklaren, in denen P. brassicae nach einer einwdchigen Be-
handlung mit 60 °C (NOBLE et al. 2004) oder einer dreiwdchigen Behandlung mit 50 °C
(MARCINISZYN 1994) noch nicht vollstandig abgetotet war, obwohl die Mehrzahl der Pro-
ben schon eine eintagige Behandlung mit 50 °C nicht Uberlebten.

4.4.4 Bewertung der Warmevertraglichkeit phytopathogener Pilze vor dem Hinter-
grund des Testsystems der BioAbfV

Als Ergebnis der Untersuchungsreihe mit phytopathogenen Pilzen kann resumiert werden,
dass die Warmevertraglichkeit von F. oxysporum f. sp. narcissi die Warmevertraglichkeit
der meisten Proben des Erregers P. brassicae Ubertrifft, jedoch nicht an dessen spora-
disch zu beobachtende maximale Warmevertraglichkeit heranreicht. Somit kann weder an
der Inaktivierung von P. brassicae auf die Inaktivierung von F. oxysporum f. sp. Narcissi
geschlossen werden noch umgekehrt. Da viele Proben des Erregers P. brassicae jedoch
nur Uber eine geringe Warmevertraglichkeit verfugen, ist die Gefahr grof3, dass im Rah-
men von Hygieneuntersuchungen gemal BioAbfV anhand der Abtotung von P. brassicae
auf eine ebenfalls erfolgreiche Abtotung von Subspezies des Pilzes F. oxysporum ge-
schlossen wird, die nicht den Tatsachen entsprechen muss. Werden extrem wenig war-
mevertragliche Proben von P. brassicae fur Hygieneuntersuchungen verwendet, ist an-
hand dessen Reaktion nicht einmal die Abtétung von F. culmorum oder S. sclerotiorum
gesichert nachweisbar. Somit wurden flr das bestehende Testsystem Nachweislicken
aufgedeckt, die durch Verbesserungen des Nachweissystems geschlossen werden soll-
ten.

4.5 Resiimee und Ausblick |

Sowohl die Sichtung der Literaturdaten als auch die Ergebnisse der durchgefuhrten Unter-
suchungen zeigen, dass P. brassicae als Indikatororganismus fur Hygieneuntersuchungen
ungeeignet zu sein scheint. Erstens ist anzunehmen, dass wohl die meisten Proben des
Erregers Uber eine nur durchschnittliche Warmevertraglichkeit verfligen, die eine Indika-
torfunktion des Erregers nicht begriindet. Zweitens hat sich bestatigt, dass die Warmever-
traglichkeit des Erregers als sehr heterogen zu bewerten ist, weshalb hiertber sehr unter-
schiedliche Angaben in der Literatur zu finden sind. Drittens lieferten die Ergebnisse von
20 verschiedenen Proben keinen Hinweis darauf, unter welchen Rahmenbedingungen
hochwarmevertragliches Erregermaterial gewonnen werden kann, das sich als Indikator
fur Hygieneuntersuchungen eignen wurde. Es konnten keine Erkenntnisse gewonnen
werden, die genutzt werden kdnnten, um das bestehende Testsystem zu optimieren. Die
Wabhrscheinlichkeit, dass hochwarmevertragliches Erregermaterial mit homogener War-
mevertraglichkeit gewonnen werden kann, muss als sehr gering eingeschatzt werden.

Da alle durchgefuhrten Ansatze zur Optimierung des Testsystems nicht erfolgreich ver-
laufen sind, wird vorgeschlagen, den Testorganismus P. brassicae aus dem derzeitigen
Untersuchungsprogramm der BioAbfV herauszunehmen. An seiner Stelle sollte ein besse-
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res und eindeutig reagierendes Nachweissystem fur die primar warmebedingte Abtotung
von Phytopathogenen ausfindig gemacht und in das Hygieneuntersuchungsprogramm in-
tegriert werden.

FUr die Optimierung des Hygienisierungsnachweises bei der Kompostierung kdnnen zwei
Strategien verfolgt werden. Einerseits konnte flr die Untersuchung ein alternativer Testor-
ganismus verwendet werden, der Uber eine ausreichende Warmevertraglichkeit verfugt,
homogen reagiert und eindeutig nachweisbar ist. Die Frage, ob dies durch Verwendung
von Unkraut- oder Tomatensamen maoglich ist, deren Warmevertraglichkeit durch Einstel-
lung des Wassergehaltes der Samen auf ein gewinschtes Niveau angehoben werden
kann, wird in den Kapiteln 5 und 6 diskutiert. Andererseits konnte die warmebedingte Ab-
totung durch exakte Temperaturmessungen bewertet werden. Bislang besteht jedoch kei-
ne Moglichkeit, die hygienisierende Wirkung von schwankenden Temperaturen, die flr
Rotteprozesse charakteristisch sind, zu bilanzieren. Die Moglichkeiten der Auswertung von
Temperaturdaten zur Bewertung des Hygienisierungserfolges werden zu einem spateren
Zeitpunkt in Kapitel 8 bewertet.
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5 Warmevertraglichkeit von Unkrautsamen

Zum Nachweis, dass Unkrautsamen wahrend des Rotteprozesses abgetdtet werden, hat
POLLMANN (1995) ein Testsystem entwickelt, das in die BioAbfV Gbernommen wurde.
Bei dem Testsystem werden Tomatensamen der Sorte St. Pierre als Indikator fur die Ab-
tétung von anderen Samen verwendet. Im Rahmen von Hygieneuntersuchungen soll an-
hand der Abtétung von Tomatensamen auf die Abtétung von Unkrautsamen geschlossen
werden. Dies setzt voraus, dass Unkrauter Uber eine geringere Widerstandsfahigkeit ver-
fugen als Tomatensamen.

5.1 Einflihrung in die Thematik und Begriindung der Versuchsplanung Il

Die besondere Eignung von Tomatensamen begriindet POLLMANN anhand von Literatur-
angaben, in denen die besonders gute Lagerfahigkeit von Tomatensamen beschrieben
wird (PRIESTLEY et al. 1985, ROOS und DAVIDSON 1992), und Ergebnissen eigener
Untersuchungen, in denen er die Warmevertraglichkeit von Tomatensamen mit der von
funf unterschiedlichen Gemusesamen (Gurke, Kirbis, Melone, Paprika und Zucchini) und
Sonnenblumensamen verglichen hat. In diesen Versuchen haben Tomatensamen die
groldte Warmevertraglichkeit gezeigt. In einer alteren Studie hat GLASSER (1953) die
Warme- und Rotteresistenz verschiedener Ackerunkrauter bestimmt und dabei fur Toma-
tensamen eine nur durchschnittliche Warmevertraglichkeit festgestellt. Im Hinblick auf die
Indikatorfunktion im Rahmen von Hygieneuntersuchungen ist ein Vergleich mit weiteren
Unkrautsamen von Bedeutung, da Vergleiche bezuglich der Warmevertraglichkeit von
Tomatensamen und Unkrautsamen bislang nur in wenigen Untersuchungen durchgefihrt
worden sind.

Da die gréfiten Mengen an Unkrautsamen aus privaten Garten und 6ffentlichen Grinanla-
gen stammen, wurde die Warmevertraglichkeit von Gartenunkrautern im Rahmen einer
eigenen Untersuchungsreihe tberpruft. Da Tomatensamen uber eine gute Widerstandsfa-
higkeit gegenlber mikrobiellen Abbauvorgangen verfigen (MENKE und GROSSMANN
1971, ERKENBERG 1985, CHYTIL 1986, HARTMANN et al.2004), sind bei der Kompos-
tierung insbesondere Unkrauter von Bedeutung, die aufgrund einer besonderen Rottere-
sistenz eine erhohte Uberlebenschance wahrend der Rotte besitzen. Deshalb wurde die
Untersuchung an Samen vorgenommen, die bereits einen einjahrigen Rotteprozess bei
geringer Temperatur (Eigenkompostierung) uberstanden und dadurch ihre Rotteresistenz
unter Beweis gestellt hatten. (Kap. 3.2.4.1, S. 19).

5.2 Warmevertraglichkeit von rotteresistenten Unkrautsamen

Rotteresistente Unkrautsamen wurden in ausgereiftem Eigenkompost vermutet und gefun-
den, da sich bei diesem Rotteverfahren haufig Temperaturen entwickeln, die fur Samen
subletal sind. Die Feinfraktion (< 8 mm) des untersuchten Kompostes beinhaltete nach
einjahriger Ausreifung 230 Samen pro Liter (Abb. 8). Der grof3te Anteil der keimfahigen
Samen stammte von dikotylen (zweikeimblattrigen) Pflanzen. Das Spektrum umfasste
mindestens 19 verschiedene Arten, wovon 18 Arten anhand ihrer Keim- und Laubblatter
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eindeutig identifiziert werden konnten. Etwa ein Viertel der Samen stammte von Poaceen
(Grasern), deren Artenspektrum nicht bestimmt wurde.

Zur Bewertung der Warmevertraglichkeit dieser Samen wurde der samenhaltige Kompost
mit langsam steigender Temperaturfuhrung (+2 °C/0,5 Tage) bebritet (Abb. 7). Wie die in
Abb. 8 zusammengefassten Ergebnisse des Bebritungsversuches zeigen, besitzen Poa-
ceen eine geringere Warmevertraglichkeit als Dikotyle. Bei den Dikotylen sind grof3e ar-
tenspezifische Unterschiede festzustellen. Viele Arten verlieren ihre Keimfahigkeit im glei-
chen Temperaturbereich wie die Poaceen. Mindestens zwei Arten sind jedoch durch eine
deutlich héhere Warmevertraglichkeit gekennzeichnet.

Kontrolle 44 °C

Abb. 7: Einfluss einer stufenweise steigenden Bebriitungstemperatur auf die Keimrate
von Unkrautsamen
Tragersubstrat = Eigenkompost (70 % TS-Gehalt); Temperatursteigerung = +2°C/0,5 Tage; An-
fangstemperatur = 38 °C
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Abb. 8: Keimverlust von monokotylen und dikotylen Unkrautsamen durch stufenweise
steigende Bebritungstemperatur
Tragersubstrat = Eigenkompost (70 % TS-Gehalt); Temperatursteigerung = +2°C/0,5 Tage; An-
fangstemperatur = 38 °C; n =1
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In Abb. 9 werden die artspezifischen Abtotungszeitpunkte der beobachteten Unkrautsa-
men in Beziehung zur Warmevertraglichkeit von Tomatensamen gesetzt. Wie die Grafik
verdeutlicht, verfugten die meisten der im Kompost enthaltenen Unkrautsamen uber eine
geringere Warmevertraglichkeit als Tomatensamen. Lediglich die Samen von zwei Un-
krautarten Ubertrafen die Warmevertraglichkeit von Tomatensamen. Wahrend Tomaten-
samen bei einer Temperatursteigerung von +2 °C pro 0,5 Tage ihre Keimfahigkeit bei
56 °C verloren haben, konnten bis zu diesem Zeitpunkt nicht alle Samen von Trifolium re-
pens (Klee) abgetdtet werden. Auch Samen einer zweiten dikotylen Art (sonstige Dikotyle),
die nicht bestimmt werden konnte, haben ihre Keimfahigkeit bis zur hdchsten Temperatur-
stufe (56 °C) des Bebrutungsversuches nicht vollstandig eingeblRt. Da die unbestimmte
Art keinen Unkrautern zugeordnet werden konnte, wird vermutet, dass die Samen von
Gartenblumen stammten. Eine nur etwas geringere Warmevertraglichkeit als Tomatensa-
men zeigten Samen von Chenopodium polyspermum (Vielsamiger Ganseful3).

1 [ [ [ 1
1 B Tomatensamen

Euphorbia helioscopia
Cerastium avense
Sonchus sp.
Sagina sp.
Veronica sp.
Stellaria media
Papaver sp.

Crepis sp.
Cardamine hirsusta
Prunella wulgaris
Ranunculus repens

AT @ Unkrautsamen
S

Arten

Oxalis corniculata

Leucanthemum wulgare
Conyza canadiensis
Plantago sp.

Epilobium sp.

Chenopodium polyspermum
Lycopersicon lycopersicum
Trifolium repens

sonstige Dikotyle

Kont. 40 42 44 46 48 50 52 54 56

Temperaturstufe des Keimverlustes [°C]

Abb. 9:  Abtétungszeitpunkte von dikotylen Unkrautsamen im Vergleich zu Tomatensa-
men bei Bebriitung mit stufenweise ansteigender Temperatur
Ziffern = max. Anzahl keimfahiger Samen je Liter Kompost, Tomatensamen wurden einge-
mischt; Tragersubstrat = Eigenkompost (70 % TS-Gehalt); Temperatursteigerung = +2°C/0,5
Tage; Anfangstemperatur = 38 °C; n =1
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5.3 Warmevertraglichkeit von Kleesamen (Trifolium sp.)

Aufgrund der hohen Warmevertraglichkeit, die Kleesamen beim Screening von rotteresis-
tenten Samen unter Beweis gestellt haben, wurden weiterfihrende Untersuchungen an
Kleesamen vorgenommen. Mit der Untersuchungsreihe sollte festgestellt werden, ob zerti-
fiziertes Saatgut von Klee eine bessere Indikatoreigenschaft besitzt als die bislang ver-
wendeten Tomatensamen.

Das Ergebnis der Untersuchung, bei der funf Kleesubspezies gemeinsam mit Tomatensa-
men und kleesamenhaltigem Eigenkompost einer stufenweise steigenden Temperatur
(+2 °C/Tag) ausgesetzt worden sind, ist in Tab. 16 dargestellt.

Tab. 16: Maximale Warmevertraglichkeit von Klee-Subspezies und Tomatensamen bei
einer Bebrutung mit stufenweiser Temperaturerh6hung
Tragersubstrat = sterilisierter Eigenkompost (70 % TS-Gehalt); Temperatursteigerung = +2°C je
Tag; Anfangstemperatur = 38 °C

Subspezie Sorte | joq Keimveriustes
Weillklee (Trifolium repens) Q?Iﬁzllter 42 °C
Rotklee (Trifolium pratense) Temara 42 °C
Persischer Klee Trifolium (resupinatum) Felix 42 °C
Inkanatklee (Trifolium incarnatum) Opolska 42 °C
Alexandrinerklee (Trifolium alexandrinum) Alex 42 °C
Schwedenklee (Trifolium hybridum) Adonis 42 °C
Tomatensamen (Lycopersicon lycopersicum | Saint Pierre 52 °C
\é\(le?]is)klee aus Eigenkompost (Trifolium re- Wildform > 56 °C

Es hat sich gezeigt, dass Samen von zertifiziertem Kleesaatgut, anders als kompostbur-
tige Kleesamen, sehr empfindlich auf Warme reagieren. Da alle getesteten Kleearten ihre
Keimfahigkeit bereits bei geringer Warmezufuhr (Temperaturanstieg auf 42 °C) verloren,
ist die Warmevertraglichkeit von zertifiziertem Kleesaatgut deutlich geringer einzuschatzen
als die von Tomatensamen der Sorte 'St. Pierre’. Kleesamen stellen somit keine Indikator-
alternative zu Tomatensamen dar, da der Keimverlust von Tomaten eine deutlich héhere
Warmezufuhr erforderlich macht. Unter den gegebenen Versuchsbedingungen war hierzu
ein Temperaturanstieg auf 52 °C erforderlich. Eine hdhere Warmevertraglichkeit konnte
wiederum bei den kompostburtigen Kleesamen festgestellt werden, die ihre Keimfahigkeit
bei 56 °C noch nicht eingebuf3t hatten.

Im Gegensatz zu allen bislang beobachteten Samen, bei denen im Verlauf von Bebru-
tungsuntersuchungen ein sukzessiver Verlust an Keimfahigkeit und eine Verlangsamung
der Keimgeschwindigkeit zu beobachten war, reagierten kompostburtige Kleesamen bis zu
einer Temperatur von 56 °C vollig gegensatzlich. Sowohl ihre Keimfahigkeit als auch ihre
Keimgeschwindigkeit stieg unter den Rahmenbedingungen des Versuchsansatzes konti-
nuierlich an. Als Grund fur dieses Phanomen muss wahrscheinlich die Hartschaligkeit der
im Kompost enthaltenen Kleesamen angefuhrt werden, die eine Wasseraufnahme der
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Samen verhindert oder zumindest stark verzogert. Hierdurch gewinnen sie wahrscheinlich
eine stark gesteigerte Warmevertraglichkeit. Die in Abb. 10 dargestellte Forderung der
Keimrate bei zunehmender Warmeeinwirkung kann als Hinweis auf die warmebedingte
Schadigung der harten Samenschale gewertet werden, die eine Verbesserung der Was-
seraufnahme bewirkt haben kdnnte. Die These wird durch das Keimverhalten der Samen
auf der 56 °C-Stufe unterstutzt, bei der die meisten Keime sich bereits innerhalb der ersten
vier Wochen entwickelt haben, was auf eine zligige Wasseraufnahme schliel3en lasst. Die
vermeintlich geringe Keimrate der unbehandelten Kleesamen liegt wahrscheinlich darin
begrindet, dass selbst der 10-wochige Beobachtungszeitraum noch viel zu kurz war, um
die tatsachliche Anzahl keimfahiger Samen bestimmen zu kdénnen.

12

@in 10 Wochen gekeimt

10 1 min 4 Wochen gekeimt
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Abb. 10: Keimrate von kompostbiirtigen Kleesamen auf unterschiedlichen Temperaturstu-
fen eines Bebriitungsversuches mit progressiv steigender Temperatur
Tragersubstrat = Eigenkompost (70 % TS-Gehalt); Temperatursteigerung = +2°C/Tag; An-
fangstemperatur = 38 °C

Die relativ sensible Reaktion von zertifiziertem Kleesaatgut kann ebenfalls mit der Samen-
harte begrundet werden. In diesem Fall ist die Weichschaligkeit, die ein wichtiges Zucht-
ziel bei der Sortenentwicklung darstellt, als Grund fir die rasche Wasseraufnahme und die
damit verbundene Warmeempfindlichkeit anzufuhren.

5.4 Bewertung der Untersuchungsergebnisse Il

Die Untersuchungsreihe mit Unkrautsamen hat gezeigt, dass die Warme- und Rotteresis-
tenz der meisten Unkrautern niedriger einzuschatzen ist als die von Tomatensamen. Die
warmebedingte Abtotung einiger Unkrauter kann jedoch an der Reaktion von Tomatensa-
men nicht sicher abgeleitet werden, was die Aussagekraft des auf Tomatensamen auf-
bauenden Testsystems der BioAbfV zumindest teilweise infrage stellt. Eine weitere Ein-
schrankung muss auf Basis der Untersuchungsergebnisse von SCHRADE et al. (2003)
vorgenommen werden. Sie haben gezeigt, dass die Widerstandsfahigkeit von Tomaten-
samen unter dem Einfluss sekundarer Inaktivierungsfaktoren deutlich verringert werden
kann. Bei der mesophilen Vergarung (35 - 37 °C) verloren sie ihre Keimfahigkeit bereits
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nach einer Behandlungszeit von einer halben Woche. Nach POLLMANN (1995) erfordert
die gleiche Wirkung einen Zeitraum von zwei Wochen, wenn die Inaktivierung bei einer
Temperatur von 40 °C ausschlief3lich durch den Einfluss der Warme erfolgt. Durch sekun-
dare Einflisse kann sich die Rangfolge der Widerstandsfahigkeit verandern. Samen des
Gansefulles (Chenopodium) haben ihre Keimfahigkeit bei der mesophilen Vergarung erst
nach drei Wochen und somit wesentlich spater verloren als Tomatensamen, obwohl sie
unter dem reinen Einfluss der Warme deutlich schneller abgetétet werden als Tomaten-
samen (Abb. 9). Bei der thermophilen Vergarung (52 - 55 °C) reagierten beide Samen
gleich empfindlich. Das Beispiel verdeutlicht, dass auch Samen, denen grundsatzlich eine
hohe Widerstandsfahigkeit gegenliber mikrobiellen Abbauprozessen zugesprochen wird,
unter speziellen Bedingungen der Vergarung unerwartet schnell abgetotet werden konnen,
was mdglicherweise mit dem besonderen Einfluss der Feuchtigkeit verbunden ist.

Eine differenzierte Bewertung der Warmevertraglichkeit muss bei Kleesamen vorgenom-
men werden, die aufgrund ihrer Hartschaligkeit in ihrer Wasseraufnahme behindert sind.
Wahrend Samen in feuchter Umgebung infolge eines natlrlichen Keimvorganges ein-
quellen, wodurch ihre Warmevertraglichkeit deutlich verringert wird (POLLMANN 1995),
bleibt die Warmevertraglichkeit von hartschaligen, nicht quellenden Samen erhalten.
Kleesamen konnen jedoch nicht als Indikatoralternative vorgeschlagen werden, da zertifi-
ziertes Kleesaatgut auf Weichschaligkeit gezichtet wird. lhre Warmevertraglichkeit ist
deutlich geringer als die der meisten im Kompost gefundenen Unkrauter. Die im Kompost
gefundenen Kleesamen, die Uber eine erhdhte Warmevertraglichkeit verfigten, stammten
wahrscheinlich von Rasenflachen und wurden mit dem Rasenschnitt in den Kompost ein-
getragen. Rasen ist eine Dauerkultur, in der sich Klee wild ausbreiten kann. Wahrschein-
lich verliert sich bei einem Teil der Samen durch wiederholtes Aussamen die angezichtete
Weichschaligkeit. Infolge eines natlrlichen Evolutionsprozesses kann dabei die fur einige
Leguminosenarten arttypische Hartschaligkeit wieder zunehmen.

Die besondere Widerstandsfahigkeit, die hartschalige Kleesamen besitzen, kann eventuell
als Erklarungsmodell fur die besondere Widerstandsfahigkeit von P. brassicae dienen. Ge-
nauso wie zuchterisch nicht bearbeitete Kleesamen, die zu einem geringen Anteil hart-
schalige und somit warmevertraglichere Samen ausbilden, kdnnten sich auch die Hullen
der Dauersporen des Erregers hinsichtlich ihrer Wasserdurchlassigkeit unterscheiden. Die
Hartschaligkeit bei Kleesamen hat zur Folge, dass die Samen nicht im Folgejahr, sondern
Uber einen Zeitraum von mehreren Jahren auskeimen. Auch von P. brassicae ist bekannt,
dass der Zeitraum, in dem der Erreger auskeimt, mehrere Jahre betragt, da nicht alle
Dauersporen gleichzeitig ihr Dormanzstadium verlieren. Somit wird mdéglicherweise die
heterogene Widerstandsfahigkeit in beiden Fallen durch eine vergleichbare Ursache be-
dingt, die mit der Wasserundurchlassigkeit der Samen- bzw. Dauersporenschale zusam-
menhangen konnte.

5.5 Resiimee und Ausblick Il

In der prozesszuganglichen Behandlungsform, in der Tomatensamen in Gazesackchen
verpackt als Indikator fur Hygieneuntersuchungen gemafl BioAbfV zu verwenden sind,
kann am Keimverlust der Samen die Abtétung der meisten Unkrautsamen und auch der
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meisten Phytopathogene angezeigt werden. Der Nachweis einer Abtétung von besonders
warmevertraglichen Samen und Pathogenen ist jedoch nicht moglich, da die Tomatensa-
men aufgrund der vorgeschriebenen Behandlungsform Wasser aufnehmen, was mit einer
Reduktion ihrer Warmevertraglichkeit verbunden ist.

Im Folgenden soll der Frage nachgegangen werden, ob anhand der Reaktion von Toma-
tensamen mit geringer Samenfeuchtigkeit (konditionierte Tomatensamen) der Nachweis
erbracht werden kann, dass besonders warmevertragliche Unkrautsamen und Pathogene
abgetotet werden. Die Fragestellung ist von besonderem Interesse, da Tomatensamen
sehr homogen reagieren (POLLMANN 1996). Hierdurch ist eine exakt definierte Reaktion
auf eine Warmebehandlung zu erwarten, wodurch bei Hygieneuntersuchungen verlassli-
che und reproduzierbare Ergebnisse erwartet werden kdnnen.
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6 Warmevertraglichkeit von Tomatensamen mit geringem Samen-
feuchtegehalt — Potenzial fur Hygieneuntersuchungen

6.1 Einflihrung in die Thematik und Begriindung der Versuchsplanung Il

Nachdem die Untersuchungen zur Warmevertraglichkeit von P. brassicae ergeben haben,
dass der Pilz aufgrund seiner heterogenen und haufig nur schwachen Warmevertraglich-
keit nicht als Indikatororganismus fur Hygieneuntersuchungen geeignet ist, wurden zwei
alternative Bewertungsmoglichkeiten des Hygienenachweises angestrebt. Beide Strate-
gien bauen auf der Erkenntnis auf, dass die Warmevertraglichkeit von Samen vom Sa-
menfeuchtegehalt (SFG) abhangig ist und mit abnehmender Feuchtigkeit der Samen steigt
(ELLIS und ROBERTS 1980a,b, POLLMANN 1996). Im Hinblick auf Hygieneprufsysteme
sollten Samen auch die Voraussetzung erfullen konnen, dass sie bei definiertem SFG ho-
mogen und reproduzierbar auf eine Warmebehandlung reagieren und somit verlassliche
Informationen liefern.

Die in diesem Kapital untersuchte Nachweismethode folgt dem Indikatororganismenprin-
zip, bei dem anhand der Abtétung eines hochwarmevertraglichen Indikators auf die Abto-
tung von Organismen mit geringerer Warmevertraglichkeit geschlossen wird. Bei dieser
Methode wird der Indikator dem Prinzip der BioAbfV folgend den schwankenden Tempe-
raturen des Rotteprozesses ausgesetzt. Die Reaktion des Indikators soll anzeigen, ob
durch die Summe der Warmeauswirkung eine Hygienisierung erreicht wurde oder nicht.
Zur Entwicklung des Testsystems wurde auf Untersuchungsergebnissen von POLLMANN
(1996) aufgebaut, der die Warmevertraglichkeit von Tomatensamen im Bereich von 15 bis
50 % SFG detailliert untersucht hat. Nach POLLMANN (1996) werden Tomatensamen mit
15 % SFG bei 50 °C erst nach acht Tagen vollstandig abgetotet. Es war zu vermuten,
dass die Warmevertraglichkeit von Tomatensamen bei noch geringerer Feuchtigkeit so
stark erhoht werden kann, dass sie als Indikator fur einen warmebedingten Hygienisie-
rungsprozess verwendet werden kénnen. Zur Uberpriifung der These wurde im Rahmen
dieser Arbeit die bislang noch nicht ermittelte Warmevertraglichkeit von Tomatensamen im
Bereich von 6,5 - 15 % SFG durchgefuhrt.

6.2 Warmevertraglichkeit von Tomatensamen mit geringem SFG

Die Ergebnisse der zur Erganzung der bestehenden Datenbasis durchgefuhrten Bebru-
tungsversuche mit Tomatensamen sind in Abb. 11 dargestellt. Die Annahme, dass die
Warmevertraglichkeit der Samen bei geringerem SFG deutlich erhéht werden kann, konn-
te anhand der durchgeflihrten Untersuchungen bestatigt werden. Durch eine Verringerung
des SFG von 15 auf 7,5 % konnte die erforderliche Abtétungsdauer um etwa das Funffa-
che gesteigert werden. Somit war fur einen vollstandigen Keimfahigkeitsverlust der Toma-
tensamen bei einem SFG von 7,5 % eine Behandlungsdauer von etwa 33 Tagen bei 50 °C
erforderlich, wahrend Samen mit einem SFG von 15 % bereits innerhalb einer Woche ab-
getotet wurden. Entsprechend kann durch die gesteigerte Warmevertraglichkeit anhand
des Keimverlustes von Tomatensamen mit 7,5 % SFG die warmebedingte Abtétung von
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Unkrautsamen und besonders warmevertraglichen Pathogenen, inklusive der von hoch-
warmevertraglichen Proben von P. brassicae, nachgewiesen werden.
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Fur die Zuverlassigkeit bzw. Berechenbarkeit des gepruften Testsystems spricht der er-
wartungsgemalie Verlauf der Abtotungskurven, die den Keimfahigkeitsverlust der Samen
im Verlauf der Warmebehandlung beschreiben. Mit zunehmender Behandlungsdauer wur-
de ein sukzessiver Keimfahigkeitsverlust bewirkt, ohne dass Kurvenunregelmaligkeiten zu
beobachten waren. Nach POLLMANN (1996) zeigen die Kurven, die die Keimrate im Ver-
lauf der Warmebehandlung darstellen, einen negativ sigmoiden Verlauf. Bei den in
Abb. 11 dargestellten Kurven ist diese Form nicht so deutlich zu erkennen. Die im Ver-
gleich zu den zitierten Untersuchungen relativ steile Annaherung der Kurven an die Ab-
szisse kann eventuell darauf hinweisen, dass durch die langsame Trocknung und Be-
feuchtung der Samen im Exsikkator eine homogenere Einstellung des SFG erreicht wurde,
wodurch eine gleichmalligere Abtdétung der Samen bedingt sein kdnnte. Die Hauptabto-
tungsphase, in der die Keimrate schnell von ca. 80 % auf <20 % verringert wurde, ist
durch eine grof3e Streuung der Ergebnisse gekennzeichnet. Eine erhdhte Streuung war
auch bei Versuchen mit langeren Behandlungszeiten zu beobachten. Moglicherweise wur-
de die starkere Streuung durch geringfugige Veranderungen des SFG im Verlauf der
Warmebehandlung verursacht, wahrend der SFG bei kurzen Verweilzeiten wahrscheinlich
sehr konstant war.

Insgesamt kann bei Verwendung von Tomatensamen eine gute Reproduzierbarkeit der Er-
gebnisse und dadurch eine verlassliche Indikation des Hygienisierungserfolges erwartet
werden. Dabei ist ein konstanter SFG der Proben wahrend der Untersuchung durch Ver-
wendung von wasserdampfundurchlassigen Behaltnissen aus Glas und/oder Metall si-
cherzustellen, damit sich die eingestellte Warmevertraglichkeit der Samen nicht verandert.

Anhand des in Abb. 11 (rechts) dargestellten Anteils anomaler Keimlinge kann die zuneh-
mende Schadigung der Samen im Verlauf der Warmebehandlung, die letztendlich zum
Keimverlust flhrt, erkannt werden. Bei einem normalen Keimling muss ein gréflkerer Teil
des Samens intakt sein als bei einem anomalen Keimling. Als anomale Keimlinge gelten
solche, die zwar ausgetrieben sind, aber entweder keine Wurzeln oder keinen Spross
ausgebildet haben. Die zunehmende Schadigung der Samen verlief parallel zur Abnahme
ihrer Vitalitat, die an der Keimgeschwindigkeit abgelesen werden kann. Wahrend extrem
gealterte Samen unter optimalen Keimbedingungen erst in der 4. Woche des Keimtestes
auskeimten, wurden von unbehandelten Samen sowohl die Keimwurzel als auch die
Keimblatter grofRtenteils bereits innerhalb einer Woche vollstandig entwickelt (nicht gra-
fisch dargestellt). Entsprechend sind Keimfahigkeitsuntersuchungen auf eine Mindest-
dauer von vier Wochen auszulegen und zeitlich auszudehnen, wenn innerhalb der vierten
Woche Keimaktivitaten zu beobachten sind.

6.3 Bewertung der Untersuchungsergebnisse il

6.3.1 Potenzieller Wert der Untersuchungsergebnisse fiur das Hygienebewertungs-
system der BioAbfV

Durch die Untersuchungen zur Warmevertraglichkeit von relativ trockenen Tomatensamen
in einem SFG-Bereich von 6,5 bis 15,0 % konnte die bereits vorhandene Datenbasis von
POLLMANN (1996) erganzt werden. Auf Grundlage der erweiterten Datenbasis kann ein
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alternativer Ansatz zur Bewertung des Hygienisierungsvorganges bei der Kompostierung
vorgeschlagen werden. Dabei konnten Tomatensamen mit geringem SFG unter Beibehal-
tung des bestehenden Testsystems der BioAbfV als alternativer Indikator verwendet wer-
den. Konditionierte Tomatensamen konnten gleichzeitig die Indikatoreigenschaft von
P. brassicae, S. senftenbergw 775 und unkonditionierten Tomatensamen Ubernehmen und
diese ersetzen. Durch die Einstellung des Wassergehaltes (Konditionierung) kénnen die
Samen auf eine Warmevertraglichkeit eingestellt werden, die deutlich héher ist als die
Warmevertraglichkeit der bisherigen Indikatororganismen. Unter der Voraussetzung, dass
eine gleichmaRige Einstellung des Wassergehaltes gemaf der im Methodenteil beschrie-
benen Exsikkatormethode vorgenommen wird, liefert der neu vorgeschlagene Indikator gut
reproduzierbare Ergebnisse mit geringer Streuung. Aufgrund der homogenen Reaktion
kann an der Reaktion konditionierter Tomatensamen auf die warmebedingte Abtétung von
Pathogenen und Unkrautsamen geschlossen werden. Die einzustellende Hohe der War-
mevertraglichkeit bzw. Feuchtigkeit der Tomatensamen kann durch Auswertung von Lite-
raturdaten vorgenommen werden. Gemessen an den Daten von MARCINISZYN (1994),
die fur P. brassicae bei 50 °C eine zur Abtdtung erforderliche Behandlungsdauer von drei
Wochen ermittelt hat, ist ein SFG zwischen 7,5 und 10 % einzustellen, damit die Tomaten-
samen eine gleich hohe Warmevertraglichkeit gewinnen. Nach Angaben von YILIMAKI et
al. (1983) und BRUNS et al. (1993) zur Warmevertraglichkeit von P. brassicae, die zur
Abtdtung bei 60 °C eine Behandlungsdauer von einer Woche flr erforderlich halten, waren
die Samen gemal} den in Abb. 11 dargestellten Ergebnissen auf 6,5 bis 7,5 % Feuchtigkeit
einzustellen.

6.3.2 Grundsatzliche Eignung von konditionierten Tomatensamen zur Indikation
einer abgesicherten Hygienisierung

Die Verwendung von konditionierten Tomatensamen anstelle des derzeitigen Indikators
P. brassicae bietet im Rahmen des aktuellen Testsystems der BioAbfV zwei Verbesserun-
gen. Die wesentliche Optimierung besteht darin, dass konditionierte Tomatensamen im
Gegensatz zu P. brassicae aufgrund ihrer genau definierten Warmevertraglichkeit verlass-
lich anzeigen kdnnen, ob die Prozesstemperatur fur eine allgemeine Hygienisierung aus-
gereicht hat. Zweitens bleiben spezifische Inaktivierungsfaktoren unberlcksichtigt, wo-
durch die Reproduzierbarkeit und Sicherheit von Untersuchungsergebnissen gesteigert
werden kann.

Trotz der experimentell bewiesenen Vorteile, Uber die konditionierte Tomatensamen ge-
genuber dem derzeitigen Testsystem verfligen, muss die Frage diskutiert werden, ob an-
hand der Abtétung von konditionierten Tomatensamen verallgemeinerbare Aussagen ge-
troffen werden kénnen. Da die Vielzahl von Pathogenen und Unkrautsamen, die im Rotte-
ausgangsmaterial enthalten sein kann, es unmaoglich macht, die Abtétung aller Organis-
men zu untersuchen, ist es erforderlich, den Hygienisierungsprozess durch Anwendung
eines Analogieschlussverfahrens zu bewerten. Hierbei wird durch die Abtétung von Stell-
vertretern (Indikatororganismen) auf die Abtétung vergleichbarer Organismen geschlossen
(Tab. 17).
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Tab. 17: Indikatoren und Nachweisgruppen bei der direkten Prozesspriifung der BioAbfV

Indikator gemaR BioAbfV | Nachweisgruppe vorgeschlagene Alternative
Plasmodiophora brassicae | phytopathogene Pilze konditionierte Tomatensamen
Tabak-Mosaik-Virus phytopathogene Viren -

Tomatensamen Unkrautsamen konditionierte Tomatensamen
Salmonella senftenbergw 775 | humanpathogene Erreger | konditionierte Tomatensamen

Die Aufgabe, die konditionierte Tomatensamen in einem solchen Testsystem erflllen kon-
nen, soll im Folgenden bewertet werden. Fur Unkrautsamen ist die Verwendung von kon-
ditionierten Tomatensamen als Indikator nicht infrage zu stellen, da unkonditionierte To-
matensamen bereits stellvertretend fur diese Gruppe als Indikator verwendet werden.
Durch die Konditionierung wird lediglich Widerstandsfahigkeit des bisherigen Indikators
gesteigert, wodurch das bisherige Testverfahren noch mehr Sicherheit gewinnen wurde.
Fur die Gruppe der phytopathogenen Pilze und somit fur eine Substitution des bisherigen
Indikators kann zum einen die saprophytische Widerstandsfahigkeit von P. brassicae an-
gefuhrt werden, die bewirkt, dass der Erreger ebenso wie konditionierte Tomatensamen
primar durch die Temperaturwirkung abgetotet wird. Zum anderen kann die Substitution
jedoch auch durch verwandtschaftliche Beziehungen begriindet werden. Anhand der sys-
tematischen Einordnung der Organismen ist zu erkennen, dass P. brassicae nicht naher
mit der Gruppe der Pilze verwandt ist als Tomatensamen (Tab. 18). P. brassicae gehdrt
zur Gruppe der Protisten (Einzeller), die am Ende einer sehr langen unabhangigen Ent-
wicklungsgeschichte stehen und lange Zeit starker dem Tierreich als dem Pflanzenreich
zugeordnet wurden. Tomatensamen sind wie phytopathogene Pilze mehrzellige Organis-
men, die nach der alten Nomenklatur, die nicht zwischen Pflanzen und Pilzen unterschie-
den hat, sogar in wesentlich naherem Verwandtschaftsverhaltnis zueinander stehen als
Protisten und Pilze (STRASBURGER 1998). Somit erscheint ein Analogieschlussverfah-
ren, bei dem von der Abtotung von Tomatensamen auf die Abtétung phytopathogener Pil-
ze geschlossen wird, mindestens genauso legitim zu sein wie beim derzeitigen Indikator P.
brassicae.

Die Substitution des Indikators S. senftenbergw 775, dessen Verwendung aufgrund seiner
Humanpathogenitat nicht unbedenklich ist, kann mit der relativ geringen Warmevertrag-
lichkeit des Bakteriums begrindet werden (GOLUEKE 1982, BREITENFELDT et al. 1998).
Nach BREITENFELDT et al. (1998) werden Salmonellen bei 55 °C in weniger als sechs
Stunden inaktiviert. Da nach POLLMAN (1996) Tomatensamen mit einem SFG von 35 %
bei dieser Temperatur ihre Keimfahigkeit erst nach 18 Stunden (Tab. 19) verlieren, Uber-
treffen sie somit die Warmevertraglichkeit der Salmonellen deutlich, insbesondere da fur
ein Testsystem wesentlich trockenere Samen vorgeschlagen werden. Zur gleichen Ein-
schatzung gelangt STRAUCH (1986). Er vertritt die Meinung, dass bei Nachweis der Klar-
schlammentseuchung die Abtotung von Salmonellen grundsatzlich durch die Abtotung von
Tomatensamen angezeigt werden kann. Diese Aussage besitzt ein besonderes Gewicht,
da im Rahmen der Klarschlammbehandlung aufgrund des hohen Wassergehaltes des
Substrats ein maximaler SFG der Tomatensamen und somit eine besonders geringe
Warmevertraglichkeit der Samen anzunehmen ist. Fur die Substitution von S. senftenberg
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spricht auch die Nachweislicke des derzeitigen Testsystems, die daraus resultiert, dass
einige humanpathogene Bakterien (z. B. Escherichia coli) Uber eine hohere Warmever-
traglichkeit verfugen als der Indikator (BREITENFELDT et al.1998). Diese Nachweisllcke
konnte durch die Verwendung konditionierter und in ihrer Warmevertraglichkeit gesteiger-
ter Tomatensamen geschlossen werden.

Tab. 18: Relevante Phytopathogene nach NOBLE et al. (2004) und deren systematische
Zuordnung zu Indikatororganismen der BioAbfV
Unterstrichen = Indikatororganismen gemaf} BioAbfV: P. brassicae und Tomatensamen

1. BAKTERIEN
Xamthomonas campestris

2. ARCHAEEN
3. EUKARYOTEN

3.1 Protisten
3.1.1 Algen
3.1.2 Schleimpilze
Plasmodiophora brassicae
3.1.3 Protozoen

3.2 Pilze
3.2.1 Algenpilze (Oomycota)
Phytophtora nicotianae
Phytium ultimum
3.2.2 Jochpilze (Zygomycota)
3.2.3 Arbuskulare Mykorrhizapilze
(Glomeromycota)
3.2.4 Schlauchpilze (Ascomycota)
Microdochium nivale
Fusarium Oxysporum
Thielaviopsis basicola
3.2.5 Basidienpilze (Basidiomycota)
Rhizictonia solani

3.3 Pflanzen
3.3.1 Grinalgen (Chlorophyta
3.2.2 Landpflanzen (Embryophyta)
Tomaten

3.4 Tiere

lebende Organismen

6.3.3 Bewertung des Einflusses spezifischer Abtotungsfaktoren auf Indikatoror-
ganismen

Insgesamt erscheinen Analogieschlusse, die auf dem alleinigen Nachweis einer warmebe-
dingten Hygienisierung beruhen, besonders gerechtfertigt zu sein, da solche Untersu-
chungsergebnisse nicht durch spezifische Abtétungsfaktoren beeinflusst werden, die fur
einzelne Organismen sehr unterschiedliche Wirkungen besitzen kdnnen und deshalb nicht
verallgemeinert werden kénnen. Die Lebensbedingungen einzelner Organismen kdnnen
beispielsweise im Hinblick auf den pH-Wert oder die Widerstandsfahigkeit gegenlber
mikrobiellen Abbauvorgangen sehr kontrar sein, weshalb die Wirkung spezifischer Ein-
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flusse auf Indikatoren zu Ergebnisverfalschungen fuhren kann. Im Gegensatz dazu ist die
Temperaturwirkung auf die Abtotung von Organismen fur Lebewesen und Viren sehr ahn-
lich. Durch den Einfluss der Warme wird insbesondere die Sekundar- und Tertiarstruktur
von Proteinen irreversibel geschadigt. Bei Lebewesen werden Enzyme und Hormone in-
aktiviert und zerstort (BAKER 1962). Viele Stoffwechselfunktionen, die an Eiweil3struktu-
ren geknupft sind, kénnen nicht mehr ausgefihrt werden (PRECHT et al. 1955). Das Ge-
nom der Organismen sowie deren Plasma und Zellmembrane werden geschadigt. Hier-
durch wird das Entwicklungs- und Reproduktionsvermdgen (Wachstum und Fortpflanzung)
der Organismen zunachst beeintrachtigt und letztendlich gestoppt (SCHLEGEL 1992). In
den Versuchen mit Tomatensamen konnte der letale Warmeeinfluss daran erkannt wer-
den, dass unter dem Einfluss zunehmender Warme zunachst eine Keimverzégerung, dann
eine Zunahme anomaler Keimlinge und zum Schluss die Abtétung der Samen beobachtet
wurde (Abb. 11).

6.3.4 Flexibilitat des vorgeschlagenen Testsystems

Ein weiterer Vorteil, den ein Testsystem mit konditionierten Tomatensamen besitzen wur-
de, ware die Flexibilitat bzw. Anpassungsfahigkeit des Testsystems. Durch die Einstellung
des SFG kann die Methode flexibel an die Anforderungen angepasst werden, die sich von
den Warmevertraglichkeiten relevanter Pathogene und Unkrautsamen ableiten. Durch Va-
riation des SFG der Tomatensamen kann grundsatzlich an der methodischen Vorgehens-
weise des Testverfahrens festgehalten werden, auch wenn die Hygienisierungsanforde-
rungen durch zuklnftige Erkenntnisse ggf. erhdht werden missen. Entsprechend konditi-
onierte Tomatensamen konnten bis auf das Tabak-Mosaik-Virus, dessen thermale Inakti-
vierungsanspriche nach NOBLE et al. (2004) weit hoher sind als die der anderen Patho-
gene, alle bisherigen Indikatororganismen ersetzen. Die spezielle Bedeutung der Inaktivie-
rung des Tabak-Mosaik-Virus wird im Kapitel 8 gesondert betrachtet.

Das Testsystem mit konditionierten Tomatensamen setzt voraus, dass die Samen wah-
rend der Untersuchung die eingestellte Feuchtigkeit nicht verandern. Dies macht die Ver-
wendung von wasser- und wasserdampfundurchlassigen Behaltern erforderlich. In den
durchgefuhrten Untersuchungsreihen haben sich Glasbehalter mit Metalldeckeln bewahrt.
Kunststoffampullen haben sich als nicht geeignet erwiesen, da aufgrund ihrer Wasser-
dampfdurchlassigkeit die Feuchtigkeit der Samen nicht konstant gehalten werden konnte.

6.4 Resiimee und Ausblick lli

Trotz der aufgezeigten Optimierungen wird ein Testsystem, das mit Indikatororganismen
arbeitet, zwei wesentliche Nachteile behalten. Erstens konnen direkte Prozessprufungen
aufgrund des erheblichen Aufwandes nur sporadisch durchgefuhrt werden. Deshalb sieht
die BioAbfV nur zwei Untersuchungsgange vor, die bei der Inbetriebnahme von Kompost-
werken durchzufuhren sind. Aufgrund der Variabilitat, mit der biotechnologische Prozesse
ablaufen und dadurch die Rottetemperaturen beeinflussen, bieten zwei Untersuchungs-
gange keine ausreichend abgesicherten Ergebnisse, wie Untersuchungen von MARTENS
(2004) gezeigt haben. Diese Einschatzung wird auch von CHRISTENSEN et al. (2001)
geteilt. Zweitens bekommt der Anwender von Kompost auch bei einer Erhéhung des Un-
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tersuchungsumfanges keine konkreten Informationen uUber den Hygienezustand seines
Kompostes, da Untersuchungsergebnisse zu spat zur Verfiugung stehen. Das vorgeschla-
gene Testsystem mit konditionierten Tomatensamen verringert zwar den Nachweiszeit-
raum um etwa zwei Wochen. Aufgrund des Nachweiszeitraumes von drei bis vier Wochen
liegen Ergebnisse jedoch erst zu einem Zeitpunkt vor, zu dem der Kompost i. d. R. bereits
vermarktet ist. Fir den Anwender von Kompost ware jedoch ein chargenspezifischer Hy-
gienenachweis wiunschenswert, dessen Ergebnisse bereits zum Zeitpunkt der Kompost-
vermarktung verfugbar sind, damit er Informationen Uber den Kompost erhalt, den er ver-
wenden will. Derartige Informationen sind mit Bioindikatoren nicht moglich, da die Nach-
weisverfahren zu viel Zeit beanspruchen.

Deshalb ist im Hinblick auf die Haufigkeit, mit der Hygienenachweise mit vertretbarem
Aufwand geflhrt werden kénnen und im Hinblick auf die Schnelligkeit mit der Hygienein-
formationen bereitgestellt werden konnen, eine direkte Bewertung der Hygienisierung auf
Basis von Temperaturdaten winschenswert. Die in Abb. 11 dargestellten Zusammenhan-
ge lieferten Hinweise darauf, dass die vom SFG abhangige Abtétungsdauer von Tomaten-
samen berechnet werden kann, da fir Tomatensamen

e der von BIGELOW (1921) fur Bakterien und der von PRICE (1933) fur das Tabak-
Mosaik-Virus beschriebene logarithmische Zusammenhang zwischen der Hohe der
Behandlungstemperatur und der Abtotungsgeschwindigkeit Glltigkeit zu haben
scheint;

e dervon ELLIS und ROBERTS (1980a, b) beschriebene logarithmische Zusammen-
hang zwischen dem SFG und der Abtotungsgeschwindigkeit ebenfalls gultig zu sein
scheint.

Die in Abb. 11 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass eine Temperaturerhdhung um 5 °C
von 50 auf 55 °C in etwa eine Halbierung der Abtétungsdauer bewirkte, wahrend sich
durch eine Temperaturerhdhung um 5 °C von 55 auf 60 °C die Abtdétungsdauer auf etwa
ein Drittel verringerte. Bezlglich des Einflusses des SFG ist zu erkennen, dass eine Ver-
ringerung des SFG um 5 %-Punkte von 15 auf 10 % SFG eine Verdoppelung der Abto-
tungsdauer bewirkt. Fur eine weitere Verdoppelung der Abtétungsdauer war lediglich eine
Verringerung des SFG um 2,5 %-Punkte von 10 auf 7,5 % SFG erforderlich.

Die Gultigkeit der genannten mathematischen Zusammenhange, die eine Berechnung der
Abtoétungsdauer von Tomatensamen auf Basis von Temperaturdaten ermoglichen wirde,
soll im folgenden Kapitel diskutiert werden. Dabei soll die Frage beantwortet werden, ob
die Abtotungsdauer bei Tomatensamen in Abhangigkeit vom SFG auf Basis von Tempera-
turdaten exakt genug prognostiziert werden kann, und ob ein solches Prognosemodell
somit verlassliche Aussagen zur warmebedingten Komposthygienisierung moglich macht.
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7 Bestimmung der Komposthygienisierung auf Basis von Tempe-
raturdaten - Hygienisierungsgleichung

71 Einflihrung in die Thematik und Formulierung der Zielsetzung IV

Bislang war es nicht moglich, den Beitrag von schwankenden, fur einen Rotteprozess aber
typischen Temperaturkurven zur warmebedingten Abtotung exakt zu beziffern. Deshalb
wird zurzeit gefordert, dass Mindesttemperaturen eingehalten werden, die eine Hygienisie-
rung wahrscheinlich machen. Gemal BioAbfV (ANONYM 1998a) muss fur einen indirek-
ten Hygienenachweis durch Temperaturaufzeichnungen nachgewiesen werden, dass bei
der offenen Mietenkompostierung die Rottetemperatur tUber einen Zeitraum von 14 Tagen
55 °C oder fur sieben Tage 65 °C erreicht hat. Fur geschlossene Anlagen sind 60 °C Uber
einen Zeitraum von sieben Tagen einzuhalten.

Die genannten Temperaturanforderungen stellen ein undifferenziertes Bewertungssystem
dar, das dem logarithmischen Zusammenhang, der zwischen der Hohe der Temperatur
und der Abtotungsdauer besteht (BIGELOW 1921, GILBERT 2001), nicht gerecht wird.
Nach ELLIS und ROBERTS (1980a, b) besteht zwischen dem TS-Gehalt und der Uberle-
bensdauer von Samen ein weiterer logarithmischer Zusammenhang. Da dieser Zusam-
menhang, mit dem die Widerstandsfahigkeit der Samen durch Veranderung des SFG be-
einflusst werden kann, mathematischen GesetzmaRigkeiten folgt, kann er zur Entwicklung
eines Prognosemodells fir den Nachweis der Hygienisierung auf Basis von Temperatur-
daten genutzt werden. Auf Grundlage dieser Zusammenhange wurde die Arbeitshypothe-
se aufgestellt, dass sich die Abtétungsdauer von Tomatensamen durch eine Funktions-
gleichung berechnen lasst, die durch die beiden Einflussgrolen Temperatur und SFG be-
stimmt wird. Durch die Ermittlung einer solchen Funktionsgleichung sollten folgende, auf-
einander aufbauende Ziele bei der Hygienebewertung von Kompost erreicht werden:

1. Prinzip der differenzierten Temperaturdatenauswertung: Auswertung nicht kon-
stanter Temperaturen zur Prognose der Abtétungszeitpunkte von Tomatensamen in
Abhangigkeit von der Feuchtigkeit der Samen. Hierbei sollte die unterschiedlich
stark letale Wirkung der Warme in Abhangigkeit von der Héhe der Temperatur, ab-
gestuft in Schritten von 1 °C, berucksichtigt werden.

2. Prinzip der direkten Prozesspriifung durch Indikatororganismen: Die Berech-
nung des SFG von Tomatensamen, bei dem die Samen bei gleicher Warmeeinwir-
kung zum gleichen Zeitpunkt abgetotet werden wie Pathogene und Unkrautsamen,
deren Abtotung im Rahmen der Hygieneuberwachung nachgewiesen werden soll.
Hierdurch wird das Ziel verfolgt, den Hygienisierungserfolg an der Reaktion von de-
finiert feuchten Tomatensamen abzuleiten, deren Warmevertraglichkeit exakt der
gleichen Warmevertraglichkeit von Organismen entspricht, deren Abtotung ange-
zeigt werden soll (Indikatorprinzip).

3. Kombination der Ansatze von direkten und indirekten Prozessprifungen: Die
Berechnung der Hygienisierung von Kompost auf Basis von Temperaturdaten mit
Hilfe einer fir Tomatensamen gultigen Funktionsgleichung (Hygienisierungsglei-
chung). Dabei sollen die Anforderungen an die Hygienisierung als Bestandteil



Prognosemodell 63

(Term) der Hygienisierungsgleichung gemafl dem Indikatorprinzip (Punkt 2) an der
Warmevertraglichkeit der widerstandsfahigsten Pathogene und Unkrautsamen ab-
geleitet werden.

7.2 Keimverluste von Tomatensamen in Abhangigkeit von der Behandlungs-
temperatur, der Behandlungsdauer und der Samenfeuchte

Durch die Zusammenstellung der unter gleichen Versuchsbedingungen gewonnenen Da-
ten der eigenen und der von POLLMANN (1996) durchgefuhrten Untersuchungen stand
eine breite Datenbasis zur Beschreibung der mathematischen Zusammenhange, die zwi-
schen der Abtotungsdauer, der Hohe der Temperatur und dem SFG bestehen, zur Verfu-
gung. Zur Berechung der Zusammenhange wurde eine Regressionsanalyse durchgefuhrt.
Die in Tab. 19 aufgefihrten Daten zeigen, dass die Datenbasis mit 6,5 bis 50 % SFG fast
den gesamten Feuchtigkeitsbereich abdeckt, den Tomatensamen besitzen kdnnen. 50 %
SFG stellt den maximalen Wassergehalt dar, der beim Quellen von Tomatensamen er-
reicht werden kann. Hohere Wassergehalte werden erst mit dem Beginn der vegetativen
Phase erreicht, in der die Keimwurzel und der Spross ausgebildet werden. Auf der ande-
ren Seite kann bei einem SFG, der je nach Samenart zwischen 2 und 6,2 % anzusiedeln
ist, ein Schwellenwert erreicht werden, bei dessen Unterschreitung die Lebensfahigkeit
von Samen im Allgemeinen haufig nicht weiter gesteigert werden kann (ELLIS et al. 1998).
Spezielle Aussagen zu Tomatensamen lagen nicht vor, da diese in den Studien von ELLIS
et al. (1988, 1989 und 1990) nicht untersucht worden sind. Um die Berechnung der Reg-
ressionsgleichung zur Bestimmung der Abtotungspunkte von Tomatensamen nicht negativ
durch eine nicht auszuschlieRende Kurvenanomalie bei extrem trockenen Samen zu be-
einflussen, wurde die Untersuchung auf einen SFG von 6,5 % begrenzt. Auch bezuglich
des Temperaturbereiches, der von 40 bis 70 °C reicht, deckte die vorhandene Datenbasis

den fur Rotteprozesse und die Hygienisierung wichtigen Bereich ab.
Tab. 19: Abtétungsdauer [Tage] von Tomatensamen in Abhangigkeit von der Temperatur
und dem SFG

Mit P gekennzeichnete Werte stammen von POLLMANN (1996), mit ! gekennzeichnete Werte
wurden im Rahmen dieser Untersuchung erhoben

Temperatur [°C]
SFG[%] | 40 50 55 60 70

6,5 8,5

7,5 33,0’ 16,0' 5,0'

8 1,0
10 16,0' 7,0’ 2,0’

15 45,0° 7,5" 3,0 1,25'""

25 20,07 3,5" 1,257 0,5"

35 16,0° 2,07 0,75" 0,217

50 0,125°

Auf Basis der in Tab. 19 aufgefihrten Daten konnten zwei Regressionsgleichungen ermit-
telt werden, mit denen der dreidimensionale Zusammenhang zwischen der Behandlungs-
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temperatur, dem SFG und der Behandlungsdauer auf die Abtotung von Tomatensamen
beschrieben werden kann. Hierzu reichte in der einfachsten Form eine Funktionsgleichung
mit drei Berechnungsgliedern (Gleichung 4). Die Gleichung beinhaltet die beiden logarith-
mischen Terme, die zwischen der Abtétungsdauer und den beiden Einflussgrofien SFG
und Temperatur gemal den oben zitierten Literaturquellen zu vermuten waren. Die Aus-
sagegenauigkeit der Gleichung ist bei einem Bestimmtheitsmald (R?) von 0,977 als relativ
hoch zu bewerten. Das nahe bei 1,0 liegende Bestimmtheitsmal} und die in Abb. 12 dar-
gestellten Ergebnisse der Regressionsanalyse belegen, dass die berechneten Werte die
empirisch erhobenen Werte gut abbilden. Durch die Hinzunahme eines vierten Terms
(Gleichung 5), mit dem der Temperatureinfluss differenzierter berechnet wird, konnten
noch exaktere Ubereinstimmungen zwischen den empirisch ermittelten und den berechne-
ten Werten erreicht werden. Hierdurch konnte das Bestimmtheitsmal auf 0,989 gesteigert
werden (Abb. 13).

Gleichung 4:  Dreigliedrige Gleichung zur Definition der Abtétungsdauer von Tomaten-
samen in Abhéangigkeit vom SFG [%] und der Behandlungstemperatur [°C]

a-+ In b + In ¢ ]
Abtdtungsdauer [Tage] =e SFG[%] N Temp[°C]

a=-36,22; b=12,99; ¢ =130,01
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Abb. 12: Empirische und gemaR Gleichung 4 berechnete Abtoétungsdauer [Tage] in Ab-
hdngigkeit vom SFG [% H,0] und der Behandlungstemperatur [°C]
Punke = empirisch ermittelte Abtétungsdauer, dreidimensionale Flache = rechnerische Abto-
tungsdauer; rotes Netz kennzeichnet Anteil der berechneten Flache, der durch empirische
Messwerte abgedeckt ist
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Gleichung 5:  Viergliedrige Gleichung zur Definition der Abtétungsdauer von Tomaten-
samen in Abhédngigkeit vom SFG [%] und der Behandlungstemperatur [°C]

N b N c N d*In temp [°C]
Insrg% MTemprccy  Temp[°C]

a
Abtotungsdauer [Tage] = e(
a=-251,84; b=12,25; c=1413,65; d =-1432,52
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Abb. 13: Empirische und gemaR Gleichung 5 berechnete Abtotungsdauer [Tage] in Ab-
hédngigkeit vom SFG [% H,0] und der Behandlungstemperatur [°C]
Punke = empirisch ermittelte Abtétungsdauer, dreidimensionale Flache = rechnerische Abto-
tungsdauer; rotes Netz kennzeichnet Anteil der berechneten Flache, der durch empirische
Messwerte abgedeckt ist

Die exaktere Bewertung des Temperatureinflusses bewirkt, dass die durchschnittliche ab-
solute Abweichung zwischen gemessenen und berechneten Werten von 0,923 auf 0,518
Tage verringert wird (Tab. 20). Bei Anwendung der Gleichung 4 ist die errechnete Abto-
tungsdauer im Vergleich zu empirischen Daten bei niedrigen Temperaturen zu kurz und
bei hohen Temperaturen zu lang. Durch den zusatzlichen Temperaturterm (Gleichung 5)
kann die Prognosegenauigkeit gegenuber der einfacheren Gleichung deutlich gesteigert

werden.
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Tab. 20: Vergleich der empirisch ermittelten Abtétungsdauer von Tomatensamen mit
Prognoseergebnissen gemaR Gleichung 4 und Gleichung 5
Prognose Prognose | Abweichung | Abweichung
Temp. | Abtétungs- | Gleichung 4 | Gleichung 5 | Gleichung 4 | Gleichung 5
SFG [%]| [°C] |dauer [Tage] [Tage] [Tage] [Tage] [Tage]
15 40 45,00 45,65 44,42 0,65 -0,58
25 40 20,00 21,32 21,66 1,32 1,66
35 40 16,00 14,55 15,11 -1,45 -0,89
7,5 50 33,00 31,84 33,79 -1,16 0,79
10 50 16,00 14,23 15,81 -1,77 -0,19
15 50 7,50 6,11 7,12 -1,39 -0,38
25 50 3,50 2,86 3,47 -0,64 -0,03
35 50 2,00 1,95 2,42 -0,05 0,42
7,5 55 16,00 14,45 13,91 -1,55 -2,09
10 55 7,00 6,45 6,50 -0,55 -0,50
15 55 3,00 2,77 2,93 -0,23 -0,07
25 55 1,25 1,30 1,43 0,05 0,18
35 55 0,75 0,88 1,00 0,13 0,25
6,5 60 8,50 11,87 9,22 3,37 0,72
7,5 60 5,00 7,25 5,79 2,25 0,79
10 60 2,00 3,24 2,71 1,24 0,71
15 60 1,25 1,39 1,22 0,14 -0,03
25 60 0,50 0,65 0,60 0,15 0,10
35 60 0,21 0,44 0,42 0,23 0,21
50 60 0,10 0,32 0,30 0,19 0,18
8 70 1,00 1,88 0,86 0,88 -0,14
mittlere absolute Abweichung 0,923 0,518
7.3 Prognostizierung der Abtétungsdauer von Tomatensamen bei nicht konstan-

ten Temperaturen

Der Kompostierungsprozess ist durch schwankende Temperaturen gekennzeichnet. Dem-
entsprechend ist die warmebedingte Hygienisierung eines solchen Prozesses das Ergeb-
nis dieser wechselnden Temperatureinflisse, wobei mit den Temperaturanderungen auch
Anderungen der Geschwindigkeiten einhergehen, mit der der Hygienisierungsprozess ab-
lauft (Hygienisierungsgeschwindigkeit). Zur Uberprifung der Genauigkeit, mit der ein Ab-
totungszeitpunkt von Tomatensamen bei nicht konstanter Temperatureinwirkung prognos-
tiziert werden kann, wurde eine Versuchsreihe durchgefuhrt, bei der Tomatensamen im
Bereich von 5,5 bis 30 % SFG mit stufenweise steigender Bebrutungstemperatur von
+ 2 °C je 0,5 Tage behandelt wurden.

Fur die Prognose von Abtotungszeitpunkten wurde bei einer Temperatur von > 40 °C ein
mit zunehmender Behandlungszeit kontinuierlich fortschreitender Hygienisierungsprozess
angenommen. Reparatureffekte, durch die vorgeschadigte Samen ihre Keimfahigkeit zu-
ruckgewinnen konnen, konnten beim gewahlten Versuchsansatz unberucksichtigt bleiben,
da die hierfur erforderlichen enzymatischen Prozesse nur bei hohem SFG (gequollenen
Samen) und bei Temperaturen von weniger als 40 °C zum Tragen kommen (ROBERTS
1972, COOLBEAR et al. 1984, PRIESTLEY 1986).
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Als Grundlage fur die Prognose der in Abhangigkeit vom SFG der Samen zu erwartenden
Abtotungsdauer wurde fur jede Temperaturstufe der Inaktivierungsgrad (1Grremp.src) er-
rechnet, der in Abhangigkeit von SFG durch eine einstiundige Warmeeinwirkung erreicht
wird. (Gleichung 6). Der Inaktivierungsgrad ist ein theoretischer Wert eines zeitlich linea-
ren Abtotungsmodells, der angibt, wie viel Prozent der erforderlichen Abtétungsdauer in-
nerhalb einer Stunde erreicht wird.

Gleichung 6:  Definition des Inaktivierungsgrades (IGr) einer einstiindigen Warmebehand-
lung in Abhédngigkeit von der Behandlungstemperatur und dem SFG

Gr %] _ 100 [%]
Temp., SFG| Abtbtungsdauer temp., sFG [h]

Bei dem gewahlten Versuchsansatz des Temperatursteigerungsversuches wird auf jeder
Temperaturstufe ein spezifischer Hygienisierungsbeitrag geleistet, wobei der jeweilige In-
aktivierungsgrad von Temperaturstufe zu Temperaturstufe zunimmt. Zur Berechnung des
nach jeder Temperatursteigerung erreichten kumulativen Inaktivierungsgrades (kum.IGr.)
wurden die auf jeder Temperaturstufe zuvor erzielten Einzelbeitrage addiert (Gleichung 7).
Die prognostizierte Abtotungsdauer wird bei einem kumulativen Inaktivierungsgrad von
100 % erreicht.

Gleichung 7:  Berechnung des kumulativen Inaktivierungsgrades (kum.IGr) einer Warme-
behandlung mit stufenweise steigender Bebriitungstemperatur (+ 2 °C je
0,5 Tage)

IGrremp.1 [%]+ IGrremp.2 [%]+ ...+ IGrremp.2 (%] . 12[h]

lh] ld]

kum.IGr, 2oc/12h [%]=

Um zu uberprufen, ob durch den zusatzlichen Temperaturterm der Gleichung 5 auch bei
nicht konstanten Temperaturen eine exaktere Prognosegenauigkeit erreicht wird, wurden
die den Ergebnissen beider Gleichungen mit den empirisch ermittelten Daten verglichen.

Die Ergebnisse der empirisch ermittelten Keimfahigkeitsverluste, die durch stufenweise
gesteigerte Warmeeinwirkung von +2 °C/0,5 Tage bei unterschiedlich feuchten Tomaten-
samen verursacht wurden, bestatigen, dass Gleichung 5 deutlich exaktere Prognoseer-
gebnisse liefert als Gleichung 4 (Abb. 14). Bei Anwendung von Gleichung 4 bestatigt sich
die oben beschriebene Beobachtung, dass die Abtotung bei niedriger Temperatur zu frih
und die bei hoher Temperatur zu spat prognostiziert wird. Dementsprechend berechnet die
einfacher aufgebaute Gleichung fur die Abtotung von feuchten Samen (30 % SFG) eine zu
kurze und bei trockenen Samen (< 10 % SFG), die erst auf hoheren Temperaturstufen ihre
Keimfahigkeit verlieren, eine zu lange Abtétungsdauer.

Gleichung 5 hat sich bei allen Feuchtigkeitsstufen als sehr gutes Prognoseinstrument er-
wiesen. Durch die Berucksichtigung eines zweiten Temperaturterms konnten die Zeit-
punkte des Keimverlustes Uber den gesamten Bereich der untersuchten Samenfeuchtig-
keit (5,5 - 30 % SFG) sehr genau prognostiziert werden.
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Abb. 14: Prognostizierter und gemessener Verlust der Keimfiahigkeit von Tomatensamen
in Abhangigkeit vom SFG [%]
der Linienfarbe entsprechende Pfeile kennzeichnen Prognoseergebnis des jeweiligen SFG;
Temperatursteigerung = +2°C/0,5 Tage, Anfangstemperatur = 38 °C

Die Ubereinstimmung von empirisch ermittelten und prognostizierten Ergebnissen zeigt,
dass Gleichung 5 genutzt werden kann, um den Verlust der Keimfahigkeit von Tomatensa-
men auch bei kontinuierlich steigender Temperatureinwirkung zu berechnen. Die Uberein-
stimmung der Ergebnisse belegt, dass die gemaf der oben gezeigten Gleichung berech-
neten Inaktivierungsbeitrage der einzelnen Temperaturstufen, zu einem kumulativen Inak-
tivierungsgrad addiert werden konnen. Darlber hinaus belegen die Ubereinstimmungen,
die im Bereich von 60 bis 75 °C zu beobachten sind, dass die Gleichung auch bei hdheren
Temperaturen angewendet werden kann, obwohl zur Ableitung der Gleichung primar Da-
ten im Temperaturbereich von 40 bis 60 °C herangezogen worden sind (s. Tab. 19 und
Abb. 13). Diese Ubereinstimmung ist besonders im Hinblick auf die Kompostierung wich-
tig, da sich wahrend der Intensivrottephase haufig Temperaturen in dieser GroRenordnung
entwickeln (MARTENS 2004). Im Hinblick auf die wechselnden Temperaturen des Rotte-
prozesses sollte durch weitere Untersuchungen Uberprift werden, mit welcher Genauigkeit
der auf Gleichung 5 basierende kumulative Inaktivierungsgrad bei abwechselnd steigen-
den und sinkenden Temperaturen berechnet werden kann.

74 Entwicklung neuer Methoden zur Bewertung der Hygienisierung

7.41 Methodische Vorgehensweise bei der Definition der Warmevertraglichkeit
von Indikatororganismen fiir Hygieneuntersuchungen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Warmevertraglichkeit von Tomatensamen
durch Einstellung des SFG (Konditionierung) auf ein gewlnschtes Niveau eingestellt wer-
den kann, musste die Frage beantwortet werden, bei welchem SFG eine erfolgreiche Hy-
gienisierung angezeigt werden kann. Unabhangig davon, ob die Bewertung der Hygieni-
sierung unter Verwendung von konditionierten Tomatensamen als Prufkorper fir direkte



Prognosemodell 69

Prozessprufungen gemald BioAbfV (s. Kapitel 6) oder anhand von Temperaturdaten erfol-
gen soll, ist der SFG von Tomatensamen zu bestimmen, bei dem die Samen genau die
Warmevertraglichkeit besitzen wie Organismen, deren Abtétung nachgewiesen werden
soll. Dieser Zustand wird im Folgenden SFGgxquivalent b€Ze€ichnet. Zur Berechnung eines
SFGsquivalent kONNen exakt definierte Temperatur-Zeit-Beziehungen verwendet werden, die
nachweislich zu einer sicheren Abtdtung eines relevanten Pathogens oder zum Keimver-
lust von Samen einer Unkrautart fihren.

Zur Veranschaulichung des Prinzips wird im Folgenden die Abtétungsdauer von warme-
vertraglichen Proben des Erregers P. brassicae betrachtet, die bei einer Temperatur von
50 °C sieben bis 10 Tagen betragt (s. Kapitel 4). Dem Prinzip der Nachweismethode mit
Indikatororganismen folgend, bei dem die Abtétung weniger widerstandsfahiger Organis-
men durch die Abtétung widerstandsfahigerer Organismen angezeigt wird, gilt es, die
Warmevertraglichkeit von Tomatensamen durch Einstellung des SFG an die Warmever-
traglichkeit von P. brassicae anzugleichen. Der Zustand, bei dem Tomatensamen zum
gleichen Zeitpunkt abgetotet werden wie der Erreger P. brassicae, wird im Folgenden als
SFG mit aquivalenter Warmevertraglichkeit (SFGzquivalenvp.or.) bezeichnet. Gemall den in
Tab. 19 dargestellten Ergebnissen aus empirischen Versuchen ist fur das betrachtete Bei-
spiel ein SFG zwischen 10 und 15 % einzustellen. Eine exakte Bestimmung des einzu-
stellenden SFG wurde durch Umstellung der oben dargestellten Funktionsgleichung
(Gleichung 5) vorgenommen. Das Ergebnis der Umstellung ist in Gleichung 8 dargestellt.

Gleichung 8: Bestimmung des SFG;guivaient fiir bekannte Temperatur-Zeit-Beziehungen

b

c _d*In Temp [C]
Temp [°C]

In Aptstungsdauer [Tage] — @
In Temp [°C
SFGjquivalent [%]=e plc]

a=-251,84; b=12,25; c=1413,65; d =-1432,52

Der Zusammenhang zwischen der Inaktivierungsdauer bei 50 °C und dem SFG von To-
matensamen ist in Abb. 15 dargestellt. Fir das angeflihrte Beispiel errechnet sich fur die
warmevertraglichste Probe von P. brassicae, die im Rahmen der eigenen Untersuchungen
gefunden wurde, ein SFGsguivaienvp.br. VON 12,4 %. Die Uberwiegende Anzahl der untersuch-
ten Proben des Erregers P. brassicae verfugte Uber eine geringere Warmevertraglichkeit
als vollkommen eingequollene Tomatensamen, deren SFG bei maximal 50 % liegt. Sie
werden somit selbst von Tomatensamen mit einer geringst moglichen Warmevertraglich-
keit dominiert.

Zur Absicherung von berechneten SFGsguivaienten Ware eine Bestatigung auf Grundlage zu-
satzlicher Temperatur-Zeit-Beziehungen winschenswert. Aufgrund der heterogenen und
nicht prognostizierbaren Reaktion von P. brassicae kann der Beweis, dass sich sowohl
von hoheren als auch von tieferen Temperaturen das gleiche SFGxquivaient ableitet, nicht
gefuhrt werden. Aufgrund der nicht exakt zu definierenden Warmevertraglichkeit von P.
brassicae kann die Abtdétung des Erregers anhand der Reaktion von Tomatensamen mit
12,4 % SFG nicht mit absoluter Sicherheit abgeleitet werden, da das Vorkommen von
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noch warmevertraglicheren Proben des Erregers nicht ganzlich ausgeschlossen werden
kann. Ein verbleibendes Restrisiko bei der grundsétzlichen Ubertragbarkeit von Daten, die
Indikatororganismen liefern, ist jedoch kein neues Problem. Auch bei den derzeit verwen-
deten Testorganismen bleibt eine Unsicherheit bei der Verallgemeinerung der Ergebnisse,
die aus inhomogenen Reaktionen der Indikatororganismen resultieren.

Verglichen mit der Inaktivierungsdauer von P. brassicae, die bei 50 °C Uber einen Zeit-
raum von mehr als neun Tagen variiert (Abb. 15), kann die warmebedingte Hygienisierung
am Verhalten von konditionierten Tomatensamen, deren Abtétungsdauer prazise definiert
ist, insgesamt betrachtet wesentlich genauer und somit zuverlassiger bewertet werden als
dies anhand der Reaktion des derzeitig vorgeschriebenen Testorganismus der BioAbfV
moglich ist. Der Hygienenachweis mit konditionierten Tomatensamen erfolgt durch zwei
aufeinander folgende Analogieschlisse. In der ersten Schlussfolgerung wird durch die Ab-
totung der Samen auf eine Abtétung von P. brassicae in seiner widerstandsfahigsten Form
geschlossen. GemalR der derzeitigen Regelung der BioAbfV wird dies in der zweiten
Schlussfolgerung als Nachweis fur die Abtotung anderer Pathogene betrachtet.

~ Abtétungsdauer SFG
9 50 ] bei 50 °C [Tage] [%]
€ 40 | 1 > 50,0
£ 1 2 43,2
@ 30 - : 3 28,4
% 1 | 4 22,3
g 20 5 18,9
= l I 6 16,7
§ 10 € 7 15,2
8 E | 8 14,0
5 ool 1 ‘ 9 13,1
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
o e 11 11,8
Inaktivierungsdauer bei 50 °C [Tage] 12 113

Abb. 15: Anpassung des SFGjguivaent VOn Tomatensamen an die bei 50 °C festgestellte
Warmevertraglichkeit von unterschiedlichen Proben des Erregers P. brassicae
Rot (Kasten/Linie) kennzeichnet die selten beobachtete Abtdétungsdauer und entsprechende
SFGaquivalente YON P. brassicae; Griin (Kasten/Linie) kennzeichnet die hdufig beobachtete Abto-
tungsdauer und entsprechendes SFGjquivaient VON P. brassicae

7.4.2 Anwendung der Hygienisierungsgleichung zur Bewertung der warmebeding-
ten Hygienisierung auf Grundlage von Temperaturdaten

Da sich die Abtotungsdauer von konditionierten Tomatensamen durch Verwendung einer
Funktionsgleichung exakt prognostizieren lasst, ermoglicht die Auswertung von zuverlas-
sig ermittelten Rottetemperaturen die Berechnung der warmebedingten Hygienisierung.
Die Berechnung des Hygienisierungsgrades von Kompost erfolgt in drei Schritten. Im ers-
ten Schritt werden Temperaturdaten analysiert und dabei in ihre Bestandteile zerlegt. Als
Produkt liefert die Datenanalyse ein Temperaturhistogramm, das die Haufigkeitsverteilung
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von Temperaturstufen (Anzahl Stunden je Temperaturstufe) darstellt. Im zweiten Schritt
werden die einzelnen Hygienisierungsbeitrage jeder Temperaturstufe berechnet. Gemafl
Gleichung 9 berechnet sich die Hohe des temperaturabhangigen Hygienisierungsbeitrages
(HyBtrremperaturstute) @us dem Produkt der Stundenanzahl (Dauer der Einwirkung) und der
Hygienisierungsleistung der jeweiligen Temperaturstufe (HgLtemperaturstute)- Die Hygienisie-
rungsleistung einer Temperaturstufe wird definiert als Prozentsatz der Hygienisierung, der
durch eine einstundige Einwirkung erreicht wird (Gleichung 10). Die Hygienisierungsleis-
tung steigt, wie aus Gleichung 5 (S. 65) ersichtlich ist, mit linear steigender Temperatur
exponentiell an.

Gleichung 9:  Definition des Hygienisierungsbeitrages einer Temperaturstufe

%
HyBtr Temperaturstufe [%] =HyL Temperaturstufe {F} * Zh Temperaturstufe

Gleichung 10: Definition der Hygienisierungsleistung einer Temperaturstufe

% 1
HyL —|= *100 (9
Y- Temperaturstufe { h } Hygienisierungsdauer remperaturstufe [h] (%]

Im dritten Schritt werden die spezifischen Hygienisierungsbeitrage der einzelnen Tempera-
turstufen zum Gesamtergebnis, dem kumulativen Hygienisierungsgrad (kum.HyGr) eines
Rotteabschnittes addiert (Gleichung 11).

Gleichung 11: Berechnung des kumulativen Hygienisierungsbeitrages eines Rotteab-
schnittes

kum. HyBtr Rotteabschnitt %] = HYBtr 3g oc [%]+ HyBtr 39 o¢ [%] + ... HyBtr  oc [%)]

Diese Berechnung folgt dem in Gleichung 7 beschriebenen und durch empirische Untersu-
chungen bestatigten Prinzip der Berechnung des kumulativen Inaktivierungsgrades, das
zur Prognose von Abtotungszeitpunkten im Rahmen der Temperatursteigerungsversuche
verwendet wurde. Da bei Temperaturen von weniger als 38 °C keine relevanten Hygieni-
sierungsbeitrage fiur die warmebedingte Hygienisierung beigesteuert werden, kdnnen
Temperaturstufen < 38 °C unbericksichtigt bleiben. Die kleinste Einheit eines Rotteab-
schnittes ist der Zeitraum zwischen zwei Umsetzterminen, bei denen das Material unter-
schiedlicher Rottezonen neu gemischt wird. Diese Einheit wurde im Hinblick auf eine diffe-
renzierte Betrachtung des Hygienisierungserfolges unter Berucksichtigung der raumlichen
Temperaturverteilung innerhalb von Kompostmieten gewahlt (Kap. 7.4.3), da in unter-
schiedlichen Rottezonen unterschiedlich gute Hygienisierungserfolge zu erwarten sind.

Da mit dem mathematischen Ansatz berechnet wird, ob Tomatensamen einer bestimmten
Feuchtigkeitsstufe durch eine gemessene Temperatureinwirkung abgetdtet wirden, muss
vorab das SFGgquivalent definiert werden, das die Anforderungen festlegt, die zum Hygiene-
nachweis als zweckmallig erachtet werden. Die Hygienisierungsanforderungen koénnen,
wie im voran gegangenen Kapitel beschrieben, von bekannten Temperatur-Zeit-Beziehun-
gen abgeleitet werden. Zur Erlauterung der methodischen Vorgehensweise wird beispiel-
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haft mit einem SFGsguivalent VONn 12,4 % gerechnet. Das gewahlte SFGsquivaient Stellt einen
Bezug zum bisherigen Indikatororganismus P. brassicae her, wobei die gewahlte Warme-
vertraglichkeit von der Proben abgeleitet wurde, die im Rahmen der im Kapitel 4 darge-
stellten Untersuchungsreihen die groRte Warmevertraglichkeit gezeigt hat (siehe Abb. 15).

Der exponentielle Zusammenhang, der zwischen der spezifischen Hygienisierungsleistung
und der Hohe der Temperatur besteht, wird in Abb. 16 verdeutlicht.

— SFGéiquivaIent = 12,4 % TemperaturSthe HyL
=17 [°C] [%/h]
< E
2 I 40 0,07
> 100 -+ 45 0,17
3 : ' 50 0,42
2 r |
3 10 I 55 1,01
=4 ! 60 2,43
= L
8 i ¥ 65 5,78
2 e ‘ o 70 13,55
: ( J
g 4@/ 60 70 80 = e
z 01~ 80 71,44

Temperatur [°C] 82,07 100,00
85 160,31

Abb. 16: Hygienisierungsleistung (HyL) unterschiedlicher Temperaturen [%/h] fiir Toma-
tensamen mit 12,4 % SFG

rote Linie = Hygienisierungsleistung einer einstiindigen Behandlung mit 70 °C (Pasteurisie-
rungsstufe); grine gestrichelte Linie kennzeichnet erforderliche Temperatur flr eine Abtétung in
einer Stunde

An der abgebildeten Funktionsgeraden, die fur eine SFGsquivalent VON 12,4 % gilt, kann ab-
gelesen werden, dass eine Temperatur von 82 °C erforderlich ist, damit warmevertragliche
Proben von P. brassicae innerhalb einer Stunde abgetdtet werden. Eine einstliindige Pas-
teurisierung mit 70 °C, die gemal den Vorschriften der BioAbfV bei der Bioabfallvergarung
als eine Moglichkeit des Hygienenachweises angewendet werden kann, reicht im ange-
fuhrten Beispiel nicht fur eine Hygienisierung aus. Bei 70 °C betragt die Hygienisierungs-
leistung 13,5 % pro Stunde. Hieraus errechnet sich eine erforderliche Hygienisierungs-
dauer von 7,4 Stunden (Gleichung 12). Im Analogieschluss ist deshalb davon auszuge-
hen, dass warmevertragliche Proben von P. brassicae die gemal} BioAbfV vorgesehen
Pasteurisierungsstufe Uberleben werden.

Gleichung 12: Berechnung der temperaturspezifischen Abtétungsdauer
100 [%)]

% |, h
HyLTemperaturstufe [ho} 24 [d}

Abtotungsdauer Temperaturstufe [d]:

Aufgrund der inhomogenen Warmeverteilung innerhalb von Kompostmieten sind zur ex-
akten Bewertung der Hygienisierung in Abb. 17 dargestellten Temperaturprofile der cha-
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rakteristischen Mietenbereiche Basis, Kern und Rand differenziert zu bewerten. Eine ent-
sprechende Auswertung der Ergebnisse der Temperaturdaten einer Tafelmiete des ersten
Rotteabschnittes ist in Abb. 18 dargestellt. Die Abbildungen auf der linken Seite enthalten
das Ergebnis der Temperaturdatenanalyse in Form von Temperaturhistogrammen. Die
Histogramme auf der rechten Seite enthalten die spezifischen Hygienisierungsbeitrage der
einzelnen Temperaturstufen, die sich gemal’ Gleichung 10 fir die Abtétung von Tomaten-
samen mit 12,4 % SFG (SFGsquivaientp.br.) €rrechnen und die kumulativen Hygienisierungs-
beitrage der einzelnen Rottezonen, die sich gemal Gleichung 11 errechnen.

—— Basis Kern — Rand
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0 1 2 3 4 5 6
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Abb. 17: Temperaturdaten der ersten Rottephase einer Tafelmiete

Das temperaturbasierte Bewertungsverfahren zeigt, dass die Warmeentwicklung im ersten
Rotteabschnitt im Kern- und Randbereich der Miete ausgereicht hat, um Tomatensamen
mit 12,4 % SFG abzutéten. Im Analogieschluss ist in diesen Mietenzonen von einer Abto-
tung des Erregers P. brassicae und aller anderen Erreger und Unkrautsamen auszugehen,
die bei 50 °C in weniger als 10 Tagen abgetotet werden. Aufgrund der durchweg hohen
Temperatur, die im Mittel 60,8 °C betrug, errechnet sich fur den Kernbereich der Miete ein
kumulativer Hygienisierungsgrad von 1.372 %. Die Hohe des Hygienisierungsgrades kann
zur Abschatzung der Aussagesicherheit verwendet werden und bedeutet, dass die vorab
definierte Mindestanforderung um das 13,7-fache ubertroffen wurde. Im Randbereich der
Miete werden die Hygienisierungsanforderungen trotz einer geringen Durchschnittstempe-
ratur von 38,5 °C aufgrund eines am zweiten Tag zu beobachtenden Warmepeaks knapp
eingehalten. Im Basisbereich der Miete hat sich kaum eine hygienisierungswirksame
Temperatur gebildet. Bei einem Hygienisierungsgrad von 0,65 % ist davon auszugehen,
dass fur Tomatensamen mit 12,4 % SFG im Basisbereich innerhalb des ersten Rotteab-
schnittes noch keine messbare Abtotung erreicht wurde.
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Abb. 18: Auswertung der Temperaturdaten einer Tafelmiete und Berechnung der inner-
halb des ersten Rotteabschnittes erreichten kumulativen Hygienisierungsbei-
trage (kum.HyBtr) getrennt nach Mietenbereichen; filir SFGquivatentr.or. = 12,4 %

7.4.3 Exemplarische Anwendung der Hygienisierungsgleichung zur Bewertung
der warmebedingten Hygienisierung eines Rotteprozesses

Zur weiteren Beurteilung des Hygienisierungsprozesses im Basisbereich der Miete bietet
der rechnerische Ansatz zwei Moglichkeiten. Entsprechend der derzeitigen Methode der
direkten Prozesspriufung gemafl BioAbfV, bei der Indikatororganismen in charakteristische
Mietenbereiche eingelegt werden und wahrend des gesamten Rottezeitraums dort bleiben,
kann der Gesamthygienisierungsgrad im Basisbereich durch Verrechnung aller bis zum
Ende des Rotteprozesses dort gewonnenen Temperaturdaten ermittelt werden. Durch den
Verzicht auf Indikatororganismen, der durch die Auswertung von Temperaturdaten ermdg-
licht wird, kann jedoch eine differenziertere Betrachtung vorgenommen werden, bei der
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das Durchmischen der Miete durch das Umsetzen einbezogen wird. Durch die Methode
der Datenverarbeitung kann ein der Realitat entsprechender Wechsel des Rottegutes von
einem in ein anderes Mietensegment simuliert werden. Die Wahrscheinlichkeit, mit der
Pathogene und Unkrautsamen beim Umsetzen in starker erwarmte Mietenbereiche gelan-
gen, kann somit bei der Berechnung des Hygienisierungserfolges auf Basis von Tempe-
raturdaten beriicksichtigt werden. Bei einer Uberpriifung von drei Rottezonen mit vierfa-
cher Probenwiederholung errechnen sich fir das Verfahren der Mietenkompostierung, das
bei einer durchschnittlichen Rottezeit von 12 Wochen i. d. R. finf Umsetzvorgange vor-
sieht, insgesamt 2.916 zu Uberprifende Kombinationen (Gleichung 13). Diese Komplexitat
stellt fir eine EDV-gestltzte Auswertung von Temperaturdaten kein Problem dar, kann
aber durch Einlegeproben nicht annahernd bewaltigt werden.

Gleichung 13: Modgliche Kombinationen der Probendurchmischung wahrend der Rotte

Anzahl A +1
Anzahl Kombinationsméglichkeiten = Anzahl Rottezonen Umsetzvorginge ™ © * n

Ausgehend vom Volumen der Mietensegmente und einer zufalligen Neuverteilung des
Rottegutes durch das Umsetzen kann die Wahrscheinlichkeit berechnet werden, mit der
Rottegut von einem Segment in ein anderes gelangt. Durch Addition der Hygienisierungs-
beitrage, die in den einzelnen Mietenzonen im Verlauf der zweiten Rottephase zusatzlich
zum bereits vorher erreichten Hygienisierungsgrad beigesteuert werden, kann anhand der
Temperaturdatenauswertung eine sehr differenzierte Berechnung des Hygienisierungs-
grades vorgenommen werden. Zur Beschreibung der Vorgehensweise wird der weitere
Hygienisierungsprozess des ursprunglich aus dem Basisbereich stammenden Rottemate-
rials beispielhaft erlautert. Die Berechnung basiert auf einer angenommenen Volumen-
verteilung von 25/55/20 % (Rand/Kern/Basis) und Hygienisierungsbeitragen innerhalb der
unterschiedlichen Rottezonen flr die zweite Rottephase, die sich aus dem in Abb. 19 dar-
gestellten Temperaturverlauf errechnen und 53,4 % im Rand, 151,2 % im Kern sowie
26,2 % im Basisbereich betragen.
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Abb. 19: Temperaturverlauf wiahrend der Intensivrotte einer Tafelmietenkompostierung
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Der kumulative Hygienisierungsgrad (kum.HyGr) errechnet sich, ausgehend von den Hy-
gienisierungsbeitragen des ersten Rotteabschnittes, durch Addition der Hygienisierungs-
beitrage, die wahrend der zweiten Rottephase innerhalb der unterschiedlichen Rottezonen
hinzukommen. In Gleichung 14 wird der Rechenansatz beispielhaft fur die Mietenbasis
dargestellt.

Gleichung 14: Kalkulation der Gesamthygienisierungsgrade fiir Rottegut des Basisberei-
ches (Phase 1) zum Ende der zweiten Rottephase

kum.HyGr Bgsis [%]= kum.HyBtr gasis (Phase1) [%]+ kum.HyBtr Rand/Kern/Basis (Phase2) [%]

Der weitere Hygienisierungsprozess ist in Abb. 20 dargestellt. Durch das Umsetzen und
die anschlie®ende Hygienisierung im Kernbereich wird mehr als die Halfte des urspriing-
lich aus dem Basisbereich stammenden und noch nicht hygienisierten Rottegutes wahrend
des zweiten Rotteabschnittes vollstandig hygienisiert. Das noch nicht vollstandig hygieni-
sierte Mietenvolumen wird dadurch von 20 % auf 9 % reduziert.

Hygienisierungsgrad Hygienisierungsgrad des Rottegutes aus
im Basisbereich vor dem urspriinglichen Basisbereich
dem 1. Umsetzen vor dem 2. Umsetzen
Neu- kum.HyBtr kum.HyGr Material-
verteilung (Phase 2) (Phase 1+2)) bewegung
5Vol.% | | 534% | | 540% | Basis/Rand
kum.HyBtr = 0,65 % 11 Vol.% 151,2 % 151,8 % | Basis/
Volumen = 20 %
[ 4Vol.% | | _262% | [ 269% | Basis/Basis

Abb. 20: Berechnung des gesamten Hygienisierungsgrades (ges.HyGr) von zwei Rotteab-
schnitten fiir SFGxquivaient = 12,4 %; beispielhaft fir origindres Rottematerial des
Basisbereiches

Gleichzeitig erhoht sich der kumulative Hygienisierungsgrad des Rottegutes, das nach
dem Umsetzen im Basisbereich verbleibt, auf 26,9 %. Fur Rottegut, das von der Basis in
den Randbereich gemischt wird, errechnet sich zum Ende des zweiten Rotteabschnittes
ein gesamter Hygienisierungsgrad von 54,0 %.

Die Gesamtbewertung der innerhalb der Intensivrottephase erreichten Hygienisierung auf
Basis eines SFGgxquivalentp.or. fUr P. brassicae wird in Tab. 21 und Tab. 22 dargestellt. Der
Tabelleninhalt liefert das Ergebnis einer Auswertungsmatrix, die zur Verrechnung von
Temperaturdaten erarbeitet wurde. Im Tabellenkopf (Zeilen 1 - 4) wird Uber veranderbare
Auswahlparameter der Mal3stab definiert, der an die warmebedingte Hygienisierung an-
gelegt werden soll. Im Fallbeispiel werden zwei Varianten betrachtet. Neben dem schon
angefuhrten Beispiel (SFGaguivalenvebr. = 12,4 %) wird in einer zweiten Betrachtung ein
SFGaquivalent Von 7,06 % verwendet. In der zweiten Betrachtung wird Uberpruft, ob die hy-
gienisierende Wirkung einer einwdchigen Warmebehandlung mit 60 °C erreicht wird. Die-
se Anforderung ist gemald den Vorgaben der BioAbfV bei geschlossenen Anlagen ein-
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zuhalten. Die kumulativen Hygienisierungsbeitrage, die innerhalb der einzelnen Rotteab-
schnitte in den drei Rottezonen erbracht worden sind, werden in den Zeilen 5 - 8 darge-
stellt. In Zeile 9 werden fur jeden Rotteabschnitt die Werte mit dem geringsten Hygienisie-
rungsbeitrag herausgefiltert. Der Hygienisierungsprozess ist erfolgreich, sobald die Addi-
tion der Minimumwerte einen Wert von 2 100 % ergibt (Zeile 20). Differenzierte Angaben
zur weiteren Hygienisierung der urspringlichen Mietenbereiche der ersten Rottephase
weisen die Zeilen 10 - 19 aus.

Wie die Auswertungsmatrix in Tab. 21 zeigt, berechnet sich eine vollstandige Hygienisie-
rung am Ende des vierten Rotteabschnitts, wenn hierfir als MalRstab die zur Abtétung von
P. brassicae erforderliche Warmeeinwirkung herangezogen wird. Von allen Rotteab-
schnitten besall der sechste Abschnitt den grof3ten Hygienisierungsbeitrag. Die in allen
Mietenbereichen hohen Temperaturen, die sich in dieser Rottephase eingestellt haben
(Abb. 19), hatten ausgereicht, um die Hygienisierung nachzuweisen. Fir die gesamte Rot-
tezeit wurde fur Rottegut, das die geringste Erwarmung erfahren hat, eine 8,4-fache Hy-
gienisierung (836 %) erreicht (Zeile 20 der Tabelle). Die Betrachtung des Minimumergeb-
nisses zeigt, dass im vorliegenden Fall selbst bei einer Worst-Case-Betrachtung eine si-
chere Hygienisierung stattgefunden hat.

Die in Tab. 22 dargestellte Auswertungsalternative bemisst den Hygienisierungserfolg an
den Anforderungen, die die BioAbfV an die indirekte Prozesskontrolle fir geschlossene
Kompostanlagen stellt. Die Verordnung besagt, dass flr einen moglichst zusammenhan-
genden Zeitraum von sieben Tagen im gesamten Rottekorper eine Temperatur von 60 °C
erreicht werden muss (ANONYM 1998a). Die Anforderung wird im exakten Wortlaut der
Verordnung in der Praxis nicht eingehalten (MARTENS, 2004), was auch die in Abb. 19
gezeigten Temperaturkurven verdeutlichen. Das Ergebnis der Auswertung, dem ein SFGs.
quivalent VON 7,06 % zugrunde liegt, zeigt, dass der erreichte Hygienisierungsgrad die Anfor-
derungen der BioAbfV um das 2,1-fache Ubertrifft, ohne den Verordnungsanforderungen
dem Wortlaut folgend gerecht zu werden. Somit bietet das vorgestellte Hygienebewer-
tungsmodell eine weitere Option, mit der die Temperaturdaten im Hinblick auf die indirekte
Prozessprufung differenziert bewertet werden kénnen.
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Tab. 21: Gesamtbewertung der Hygienisierung einer Tafelmiete nach Abschluss einer
22-tagigen Intensivrottephase gemessen an der maximalen Warmevertraglichkeit

von P. brassicae - SFGjgquivatent/p.or. = 12,42

Auswahlparameter
1]Temperatur-Zeitbeziehung Volumen der Rottezonen
2| Temperaturauswahl 50(°C Rand Kern Basis
3|Abtétungsdauer 10| Tage 25%|  55%|  20%|
4|SFG-Aquivalent 12,42 %
kumulativer Hygienisierungsbeitrag pro Rotteabschnitt in %
5 Rotteabschnitt
Mietenbereich 1 2 3 4 5 6
6|Rand 128% 53% 33%| 391%| 1139%| 728%
7|Kern 1373% 151%| 297%| 407%| 316%| 2614%
8|Basis 1% 26%| 1539% 44% 3%| 1500%
9|Minimum 1% 26% 33% 44% 3%| 728%
gesamter Hygienisierungsgrad in %
10 Rotteabschnitt
Mietenbereich 1 2 3 4 5 6
11]nur Rand 128% 182%| 215%| 606%| 1745%| 2473%
12|Rand1 + Min apschnitte 2-6 128%| 154%| 188%| 232%| 235%| 964%
13 Vol. d. geringsten Hygienisierung 5,0°/o 1 ,3cyo 0,2570 0,05cyo 0,01 3%
14|nur Kern 1373%| 1524%| 1821%| 2228%| 2544%| 5158%
15|Kern1 + Min apschnitte 2-6 1373%| 1399%| 1432%| 1476%| 1479%| 2208%
16 Vol. d. geringsten Hygienisierung 11 ,00/0 2,80/0 0,5570 0,1 1% 0,03%
17|nur Basis 1% 27%| 1566%| 1610%| 1613%| 3113%
18|Basis1 + Min ppsehnitte 2.6 1% 27% 60%| 104%| 107%| 836%
19 Vol. d. geringsten Hygienisierung 4,00/0 1 ,00/0 0,200/0 0,040/0 0,01 0%
20|Minimum | 1% 27% 60% 104% 107%| 836%
Rottedauer je Rotteabschnitt
21|Rotteabschnitt 1 2 3 4 5 6
22|Rottedauer 5,5 2,8 3,0 3,9 2,9 4,0
Legende

Rottezone mit geringster Hygienisierungsleistung des Rottezykluses

kennzeichnet Phasen erfolgreiche Hygienisierung

kennzeichnet Phasen unvollstandige Hygienisierung
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Tab. 22: Gesamtbewertung der Hygienisierung einer Tafelmiete nach Abschluss einer
22-tagigen Intensivrottephase gemessen an den Anforderungen der BioAbfV fir

die Reaktorkompostierung - SFGigquivalent flir 7 Tage > 60 °C = 7,06

Auswahlparameter
1|Temperatur-Zeitbeziehung Volumen der Rottezonen
2| Temperaturauswahl 60(°C Rand Kern Basis
3|Abtétungsdauer 7| Tage 25%|  55%|  20%|
4|SFG-Aquivalent 7,06 %
kumulativer Hygienisierungsbeitrag pro Rotteabschnitt in %
5 Rotteabschnitt
Mietenbereich 1 2 3 4 5 6
6|Rand 31% 13% 8% 96%| 279% 178%
7|Kern 336% 37% 73% 100% 77%| 640%
8|Basis 0% 6%| 377% 11% 1%| 367%
9IMinimum 0% 6% 8% 11% 1% 178%
gesamter Hygienisierungsgrad in %
10 Rotteabschnitt
Mietenbereich 1 2 3 4 5 6
11]nur Rand 31% 44% 53% 148%| 427%| 605%
12|Rand1 + Min apschnitte 2-6 31% 38%|  46% 57% 58%| 236%
13 VOI- d. geringsten Hygienisierung 5,0% 1 ,30/0 0,250/0 0,050/0 0,01 30/0
14]nur Kern 336%| 373%| 446%| 545%| 623%| 1262%
15|Kern1 + Min ppschnitte 2.6 336%| 342%| 350%| 361%| 362%| 540%
16 VOI- d. geringsten Hygienisierung 11 ,0% 2,80/0 0,550/0 0,1 1 0/o 0,030/0
17|nur Basis 0% 7%| 383%| 394%| 395%| 762%
18|Basis1 + Min apschnitte 2-6 0% 7% 15% 25% 26%| 205%
19 Vol. d. geringsten Hygienisierung 4,0% 1 ,0% 0,20% 0,04% 0,01 0%
20]Minimum | 0% 7% 15% 25% 26%| 205%
Rottedauer je Rotteabschnitt
21|Rotteabschnitt 1 2 3 4 5 6
22|Rottedauer 55 2,8 3,0 3,9 29 4,0
Legende

Rottezone mit geringster Hygienisierungsleistung des Rottezykluses
kennzeichnet Phasen erfolgreiche Hygienisierung
kennzeichnet Phasen unvollstdndige Hygienisierung

7.4.4 SFGjquivaient als MaBstab fur Hygienisierungsanforderungen

L1

Zum Nachweis einer warmebedingten Hygienisierung werden in Europa und uber die eu-
ropaischen Grenzen hinaus sehr unterschiedliche Temperatur-Zeit-Beziehungen vorge-
schrieben, die im Verlauf der Rotte einzuhalten sind. Die Anforderungen kénnen durch die
Berechnung der jeweiligen SFGaquivaiente @uf einer einheitlichen Skala abgebildet werden,
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wodurch die Hohe der einzelnen Anforderungen vergleichbar werden (Tab. 23). Die Um-
rechnung verdeutlicht, dass zwischen den Anforderungen der einzelnen Staaten grolde
Unterschiede bestehen. Bei der deutschen Regelung, die in Abhangigkeit vom Behand-
lungsverfahren funf unterschiedliche Temperatur-Zeit-Beziehungen vorsieht, werden auch
in Abhangigkeit vom Behandlungsverfahren sehr unterschiedliche Anforderungen definiert.
Am SFGgxquivalent gemessen, werden besonders geringe Anforderungen an die Pasteurisie-
rungsstufe von Vergarungsanlagen gestellt. Auch die alternativ anwendbaren Anforderun-
gen der offenen Mietenkompostierung unterscheiden sich qualitativ erheblich voneinander.
Die Hygienisierungsleistung, die innerhalb einer Woche bei 65 °C erreicht wird, ist deutlich
hoher als die, die innerhalb von zwei Wochen bei 55 °C erreicht wird. Rechnerisch wird bei
65 °C nach 2,48 Tagen das gleiche Hygienisierungsniveau erreicht wie bei einer zweiwo-
chigen Behandlung mit 55 °C. Diese Diskrepanz ist wahrscheinlich darauf zurickzufuhren,
dass die Hygienisierungsanforderungen von unterschiedlichen, in der Literatur beschriebe-
nen Temperatur-Zeit-Beziehungen abgeleitet worden sind, die bislang nicht direkt mitein-
ander vergleichbar waren.

Tab. 23: Vergleich der einzuhaltenden Hygienisierungstemperaturen in Europa, USA und
Australien nach HOGG et al. (2002) anhand des SFGiquivalent

Land Te[Tc;Mi" ﬁ'aal;]i'i Bemerkung SFG[iz‘]ivale"t
Australien 55 3*3 Mieten, mind. zweimal umsetzen 8,76
Belgien 60 4 8,54
Danemark 55 14 7,48
65 7 offene Mieten 5,57
55 20 Verweilzeit bei der Vergarung 6,69
Deutschland 60 7 Geschlossene Anlagen 7,06
55 14 offene Mieten 7,48
70 Vs Pasteurisierung bei Vergarung 72,01
Frankreich 60 4 8,54
Italien 55 3 14,80
Kanada 55 3 14,80
Niederlande 55 4 12,61
UK 60 6*2 Mieten, mind. fiinfmal umsetzen 6,05
55 15 Mieten, mind. fiinfmal umsetzen 7,32
USA 55 5 geschlossene Anlagen 11,27

Auf Grundlage des SFGsquivalent; Mit dessen Hilfe die Ergebnisse unterschiedlicher Ver-
suchsansatze auf eine gemeinsame Skala abgebildet werden konnen, ist die Definition
von Temperaturanforderungen bei der Kompostierung auf Basis unterschiedlicher Daten-
quellen moglich. Voraussetzung ist, dass
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e die Temperaturhéhe und die Dauer der Einwirkung exakt definiert sind;
e die Erreger in ihrer widerstandsfahigsten Form (Dauerstadium) behandelt werden;
e die TS-Verhaltnisse sich an der Praxis der Kompostierung orientieren.

Da die meisten Untersuchungen unter den schwankenden, haufig nicht exakt protokollier-
ten Temperatureinflissen von Rotteprozessen durchgeflhrt wurden, kdnnen nur wenige
der bis heute durchgefuhrten Untersuchungen verwertet werden. Anhaltspunkte zur Defi-
nition von Temperaturanforderungen liefern Untersuchungsergebnisse von GLASSER
(1953), BOLLEN (1985) und NOBLE et al. (2004), die die Abtdtung unterschiedlicher Pa-
thogene und Unkrautsamen unter definierten Temperaturbedingungen ermittelt haben
(Tab. 25 - Tab. 27). Die Studien besitzen jedoch den Nachteil, dass die Abtétungsdauer
nicht exakt genug definiert ist. Insbesondere bei GLASSER (1983) erscheint das Bepro-
bungsintervall von finf Tagen zu weit gesteckt, um exakte Berechnungen durchfiihren zu
konnen.

Auch widerspruchliche Aussagen zur Warmevertraglichkeit einzelner Pathogene sind zu
beobachten und erschweren dadurch die Festlegung von Anforderungen an die warmebe-
dingte Hygienisierung. Vor allem unterscheiden sich die Untersuchungsergebnisse von
GLASSER (1953) und BOLLEN (1986) teilweise deutlich voneinander. Wahrend bei den
von BOLLEN untersuchten Pathogenen haufig geringe Temperaturanspriche an die Inak-
tivierung ermittelt wurden, stellt GLASSER deutlich hdhere Anspruche an die Abtotung von
Pathogenen fest.

Im Fall von Synchytrium endobioticum liegen die Angaben beider Autoren am weitesten
auseinander. Die Abweichungen kénnen methodisch bedingt sein, da GLASSER nur die
Lebensfahigkeit der Sporen durch Anwendung der Einfarbemethode bestimmt hat, wah-
rend BOLLEN die Infektiositat der behandelten Proben mit Hilfe von Nachweispflanzen
getestet hat. Eine starke Variabilitdt des Erregers, der eng mit P. brassicae verwandt ist,
konnte jedoch ebenfalls der Grund fir die unterschiedlichen Untersuchungsergebnisse
sein.

Unterschiede sind auch zwischen den Studien von BOLLEN und NOBLE et al. (2004) im
Fall von Fusarium oxysporum ssp. zu sehen. NOBLE et al., die zum Nachweis des Pilzes
ein Selektivmedium verwendet haben, schatzen die Warmevertraglichkeit hoher ein als
BOLLEN, der mit Nachweispflanzen gearbeitet hat. Moglicherweise deuten die Differenzen
darauf hin, dass bei der Bewertung der Hygienisierung zwischen der Abtétung und dem
Verlust der Infektiositat differenziert werden kann.

P. brassicae wurde von allen Autoren untersucht. Die Angaben zur Warmevertraglichkeit
des Erregers streuen ebenfalls in weiten Spannen. Im Fall von P. brassicae muss ein er-
heblicher Teil dieser Streuung sowohl aufgrund der oben dargestellten eigenen Ergeb-
nisse als auch auf Basis der von NOBLE et al. (2004) beschriebenen Ergebnisse der Vari-
abilitat des Pilzes zugerechnet werden. Auch NOBLE et al. haben bei gleichbehandelten
Proben sehr unterschiedlich Warmevertraglichkeiten festgestellt. Die Ergebnisse unter-
streichen die Notwendigkeit, die Vorschriften der BioAbfV zu andern.
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Tab. 24: Vergleich der von BOLLEN (1985) ermittelten Warmevertraglichkeiten unter-
schiedlicher Phytopathogene durch Berechnung des SFG;givalent

Pathogen tomporatur -C]| dauer [Sta] | [0
Olpidium brassicae. 62,5 0,5 >100
Plasmodiophora brassicae 60,0 0,5 > 100
Synchytrium endobioticum 60,0 0,5 >100
Phytophthora capsici 50,0 0,5 >100

Phytium aphanidermatum 52,5 0,5 >100
Colletotrichum coccodes 50,0 0,5 > 100
Cylindrocarpon destructans 47,5 0,5 >100

Fusarium avenaceum 60,0 0,5 > 100

Fusarium oxysporum ssp. 65,0

- f.sp. dianthi 65,0

- f.sp gladioli 60,0 0.5 > 100

- f.sp. lycopersici 60,5

Fusarium rodolens ssp. 57,5 0,5 >100

Fusarium solani 50,0 0,5 >100

Phomopsis sclerotioides 50,0 0,5 > 100
Verticillium dahliae 47,5 0,5 >100

Tab. 25: Vergleich der von GLASSER (1953) ermittelten Warmevertraglichkeiten unter-
schiedlicher Phytopathogene durch Berechnung des SFG;guivalent
Pathoden Behandlungs- Behandlungs- Lebendige SFGigquivalent
9 temperatur [°C] dauer [Tage] Sporen [%)] [%]
60 10 5
Claviceps purpurea 5,33 - 6,35
60 20 0
i 50 20 5
Plasm_odlophora 7.88 - 9,07
brassicae 60 5 0
itri 50 20 5
Synch!trl_um 7.88 - 9,07
endobioticum 60 5 0
Heterodera schachtii 40 10 0 56,77
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Tab. 26: Vergleich der von NOBLE et al. (2004) ermittelten Warmevertraglichkeiten unter-
schiedlicher Phytopathogene durch Berechnung des SFGjguivalent
Pathoqaen Behandlungs- | Behandlungs- | Lebendige | SFG:guivalent
9 temperatur [°C] | dauer [Tage] | Sporen [%] [%]
Salmonella spp. 55 < 0,042 >100
Rhizoctonia solani 50 1 >100
Thielaviopsis basicola 40 7 0 > 97,24
N . 40 7 67,6
Verticillium dahliae 25,42 - 97,24
46 7 0
' 40 7 55,6
Fusarlur_n oxysporum ’ 25,42 - 97,24
f.sp. radicis-lycopersici 46 7 0
46 7 5%
Phytium ultimum 2 25,42 - 28,44
50 3 0
Fusarium oxysporum 46 7 0,06 % 12.42 - 25.42
f.sp. lycopersici 52 7 0 ’ ’
46 7 2,2 %
Microdochium nivale ° 12,42 - 25,42
52 7 0
L 52 7 0,05
Phytophthora nicotianae 7,92 -12,42
58 7 0
50 1 oY >100
Plasmodiophora brassicae 50 7 0? 15,16
60 7 25% <7,06
o 70 7 ja
Tabak-Mosaik-Virus 3,56 -4,64
80 7 0

" kurze Abtétungsdauer; 2 mittlere Abtétungsdauer;

% lange Abtotungsdauer (selten zu beobachten)

Beim Vergleich der von GLASSER (1953) ermittelten Warmevertraglichkeit von gequolle-
nen Unkrautsamen und der von POLLMANN (1996) ermittelten Warmevertraglichkeit von
gequollenen Tomatensamen muss die relative Warmevertraglichkeit der Tomatensamen,
anders als vielfach in der Literatur beschrieben, nur als mittelmaRig betrachtet werden
(Tab. 27). Auch in diesem Fall ermdglichen die Vorschlage zur Novellierung der BioAbfV
durch Verwendung von konditionieren Tomatensamen als Indikatororganismus oder durch
Anwendung des Temperaturprognosemodells eine verbesserte und verlasslichere Indika-

tion der Hygienisierung.
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Tab. 27: Bewertung der von GLASSER (1953) ermittelten Warmevertraglichkeit von einge-
quollenen Unkrautsamen gemaR SFG:;guivalent

Unkrautart Behandlungs- | Behandlungs- Restkeim- SFGigquivalent
temp. [°C] dauer [Tage] | fahigkeit [%] [%]

Capsella bursa-pastoris
Geranium dissectum

40 5 0 >100
Papaver rhoeas
Veronica persica
Anthemis arvensis

40 10 0 56,8 - 100

Chenopodium album

Tomatensamen”

Scleranthus annuus
Spergula arvensis 40 15 0 35,3 - 56,8
Sinapis arvensis

Alopecurus myosuroides

Polygonum persicaria

Saponaria officinalis

- - 40 15

Matricaria maritima
. plus plus 0 20,6 - 35,3

Raphanus raphanistrum 45 5
Galium aparine
Centaurea cyanus
Stellaria media 40 15 2
Trifolium repens plus plus 10 18,8% - 20,6
Avena fatua 45 9] 39

" nach POLLMANN 1996; ? Abt6tung nachfiinftiagiger Behandlung mit 50 °C

Die ausgewerteten Ergebnisse der genannten Autoren deuten darauf hin, dass mit einem
SFGaquivatent VON 7 bis 8 % hohere Temperaturanspruche nachzuweisen sind, als zur Abto-
tung der meisten bislang untersuchten Pathogene und Unkrautsamen erforderlich ist. So-
mit erscheinen die Temperaturanforderungen, die von vielen Nationen an den Rottepro-
zess gestellt werden, relativ gut mit den Anspruchen an die Hygienisierung ubereinzu-
stimmen. Hiervon ausgenommen werden muss lediglich der Nachweis der Inaktivierung
des Tabak-Mosaik-Virus, der eine besonders hohe Warmevertraglichkeit besitzt. Mit einem
SFGsquivatent VON 3,5 bis 4,5 % ist zu erwarten, dass die Virusabtotung auf Basis von Tem-
peraturdaten haufig nicht nachweisbar sein wird. Derart hohe Temperaturanspriche sind
nur bei guter Erwarmung der Mieten in Kombination mit langen Rottezeiten zu erreichen.
Bei Intensivrotteverfahren und bei der Produktion von Frischkompost muss davon ausge-
gangen werden, dass der alleinige Warmeeinfluss nicht ausreicht, um den Nachweis einer
erfolgreichen TMV-Inaktivierung zu erbringen.
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7.5 Bewertung der Untersuchungsergebnisse IV

Auf Basis von Daten zur Abtétung von Tomatensamen, die von POLLMANN (1996) und im
Rahmen dieser Arbeit erhoben worden sind, konnte eine Funktionsgleichung ermittelt wer-
den, mit deren Hilfe der Abtétungsdauer von Tomatensamen in Abhangigkeit vom SFG
anhand von Temperaturdaten berechnet werden kann. Durch die Ermittlung der Funkti-
onsgleichung wurden die Grundlagen geschaffen, die es ermoglichen, die gesamte Abto-
tungswirkung von schwankenden Temperaturdaten auf konditionierte Tomatensamen zu
berechnen. Durch die Moglichkeit, den Einfluss der Warme eines Rotteprozesses auf die
Abtotung von Tomatensamen mit Hilfe der Funktionsgleichung berechnen zu konnen,
wurde die Voraussetzung geschaffen, ganz auf die Einlage von Indikatororganismen zu
verzichten und den Hygienisierungsgrad von Kompost durch eine Auswertung von Tempe-
raturdaten zu bestimmen. Die Zuverlassigkeit des Bewertungsansatzes soll im folgenden
Absatz diskutiert werden.

7.5.1 Allgemeingiltigkeit von Hygienisierungsfaktoren

Die herausragende Bedeutung, die der Einfluss der Warme auf die Hygienisierung besitzt,
ist unstrittig. In vielen Anwendungsgebieten, insbesondere bei der Lebensmittelherstellung
und im Bereich der Medizin, wird der Temperaturfaktor zur Abtétung von Pathogenen ge-
nutzt (PRECHT 1955). Bei der Kompostierung wird die Hygienisierung durch sekundare
EinflussgréfRen unterstitzt. In diesem Zusammenhang ist in erster Linie die mikrobielle
Inaktivierung zu nennen (BOLLEN 1993). Mehrere Untersuchungen haben die Suppressi-
on bodenbdurtiger Pathogene im Boden durch Kompostdingung beschrieben (CHUNG et
al. 1988, BRUNS 1998). Vergleichbare Prozesse, die immer erregerspezifisch zu betrach-
ten sind, sind auch wahrend der Kompostierung anzunehmen. Zusatzliche mikrobielle In-
aktivierungsprozesse kdnnen bewirken, dass die Abtotung im Einzelfall zu einem friheren
Zeitpunkt erreicht wird, als dies bei alleiniger Betrachtung der Temperaturwirkung der Fall
ist. Da der Hygienisierungsbeitrag von spezifischen Wirkungen jedoch von der mikrobiel-
len Besiedlung der Mieten und der mikrobiellen Aktivitat abhangt, sind aufgrund variabler
Einflussfaktoren je nach

e Zusammensetzung des Rottematerials;
e \Wasserhaushalt der Mieten;
e Sauerstoffhaushalt der Mieten

sehr schwankende und bislang nicht kalkulierbare Beitrage zu erwarten. Aus diesen Grun-
den werden spezifische Hygienisierungsbeitrage nach Auffassung des Verfassers als se-
kundare Hygienisierungsbeitrage betrachtet, die bei der allgemeinen Bewertung des Hy-
gienisierungsprozesses unberucksichtigt bleiben sollten. Nicht nur die Reproduzierbarkeit
der Wirkung muss aufgrund wechselnder Rottebedingungen in Frage gestellt werden,
auch unterschiedlich starke Einflisse auf einzelne Pathogene und Unkrautsamen sind zu
vermuten, wodurch eine Verallgemeinerung von spezifischen Hygienisierungsfaktoren
nicht legitim ist.

Das derzeitige Testverfahren der direkten Prozessprifung gemalfd BioAbfV erlaubt durch
die prozessoffene Behandlung der Indikatororganismen die Einbeziehung des Einflusses
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spezifischer Inaktivierungsfaktoren. Die daraus resultierende Problematik, dass im Rah-
men der Anlagenvalidierung Hygienisierungserfolge aufgrund spezifischer Einflussgrof3en
zufallig erfolgen, wird durch die Anzahl und die Auswahl der Indikatororganismen be-
grenzt. Dabei erflllt P. brassicae die Aufgabe eines Indikators fur die warmebedingte In-
aktivierung, da dem Erreger aufgrund seiner hohen saprophytischen Widerstandsfahigkeit
eine hohe Widerstandsfahigkeit gegenuber sekundaren Inaktivierungsfaktoren zugespro-
chen wird. Diese Aufgabe kann der Indikator jedoch aufgrund seiner heterogenen Warme-
vertraglichkeit (Kap. 4) nicht zuverlassig tUbernehmen.

Vor dem Hintergrund, dass sekundare Hygienisierungsfaktoren den allgemeinen Hygieni-
sierungsprozess bei der Kompostierung unterstitzen, gewinnen die Ergebnisse von Hy-
gieneuntersuchungen, die sich auf eine temperaturbasierten Nachweismethode stltzen,
einen besonderen Sicherheitsfaktor. Im Zusammenwirken aller Hygienisierungsfaktoren
kann die Hygienisierung durch die Wirkung zusatzlicher, nicht berucksichtigter Einflisse
nur zu einem fruheren, aber nie zu einem spateren Zeitpunkt erreicht werden als dem, der
von ausschliel3lich temperaturbeeinflussten Indikatoren angezeigt wird.

7.5.2 Aussagegenauigkeit von Temperaturdaten zur Bewertung des Hygienisie-
rungsprozesses

Die chargenspezifische Bewertung der Hygienisierung und die Verfugbarkeit von Hygieni-
sierungsangaben zu einem Zeitpunkt vor der Vermarktung von Kompost sind nur durch die
Auswertung von Temperaturdaten moglich. Nachweisverfahren auf Basis von Bioindikato-
ren beanspruchen zu viel Zeit. Die Grundvoraussetzung fir einen Hygienenachweis auf
Basis von Temperaturdaten wurde durch die Ermittlung einer Hygienisierungsgleichung
geschaffen, mit deren Hilfe die Abtétungsdauer von Tomatensamen in Abhangigkeit ihres
SFG und der auf sie einwirkenden Temperatur berechnet werden kann (Gleichung 5, Sei-
te 65). Die Hygienisierungsgleichung basiert auf einem Datengerlst, das die unterschiedli-
chen Abtotungszeitraume von Tomatensamen im Temperaturbereich zwischen 40 und
70 °C und Feuchtigkeitsgehalten zwischen 6,5 und 50 % SFG umfasst. Fir die im Rah-
men einer dreidimensionalen Regressionsanalyse ermittelte Gleichung errechnet sich ein
sehr hoher Korrelationskoeffizient von 0,989. Die Ermittlung der Hygienisierungsgleichung
ermoglicht die Entwicklung eines Prognosemodells, mit dessen Hilfe auf Basis von Tem-
peraturdaten bestimmt werden kann, ob der Temperaturverlauf eines Rotteprozesses
ausgereicht hat, um bestimmte Hygienisierungsgrade zu erreichen. Die angestrebten Hy-
gienisierungsanforderungen konnen uber das verwendete SFGsquivalent gesteuert werden.
Die Wahl der rechnerisch anzusetzenden Feuchtigkeitsstufe (SFGagquivalent) SOllte sich nach
der Warmevertraglichkeit der Pathogene und Unkrautsamen zu richten, deren Abtotung im
Rahmen des Untersuchungsganges nachgewiesen werden soll. Das hierbei zugrunde ge-
legte Prinzip entsprecht demjenigen, das bei Verwendung von konditionierten Tomaten-
samen als Indikatororganismus im vorangehenden Kapitel vorgeschlagen wurde. Auf Ba-
sis der Hygienisierungsgleichung kann das Hygienenachweisverfahren auf Basis einer
exakten Temperaturmessung erfolgen. Bei einer automatischen Temperaturmessung kann
somit eine chargengenaue Bewertung der Hygienisierung realisiert werden. Es setzt je-
doch voraus, dass die Anlagen fur den Routinebetrieb mit einer geeigneten, aber bereits
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entwickelten Messtechnik und einer noch zu entwickelnden Auswertungssoftware ausges-
tattet werden.

Zur Bewertung der Aussagegenauigkeit der Gleichung bei nicht konstanter Temperatur
wurden rechnerisch und empirisch ermittelte Abtétungszeitpunkte aus Temperatursteige-
rungsversuchen miteinander verglichen (Abb. 14, Seite 68). Die Ubereinstimmungen sind
fur alle untersuchten Feuchtigkeitsstufen sehr gut, wobei die Untersuchungsreihe einen
Feuchtigkeitsbereich von 5,5 bis 30 % SFG abdeckt. Der Warmevertraglichkeitsbereich,
der von Tomatensamen durch diesen Feuchtigkeitsbereich abgedeckt wird, ist fir Hygie-
neuntersuchungen besonders relevant, da hierdurch die Widerstandsfahigkeit der warme-
vertraglichsten Pathogene und Unkrautsamen abgedeckt wird (Tab. 23 - Tab. 27). Daruber
hinaus kénnen Grinde fur die Anwendung der Hygienisierungsgleichung auch an den
verwendeten Termen der Gleichung abgeleitet werden. Die in der Gleichung zusammen-
gefuhrten Terme wurden im Einzelnen bereits in der Literatur beschrieben (BIGELOW
1921, PRICE 1933, ELLIS und ROBERTS 1980a, b). Von besonderer Bedeutung er-
scheint dabei die Tatsache, dass die warmebedingte Abtotung von Tomatensamen dem
gleichen logarithmischen Muster folgt, das bereits fur Viren und Bakterien beschrieben
wurde. Das logarithmische Muster der temperaturabhangigen Abtotung deckt somit eine
Bandbreite ab, die von den Samen (eukaryotische Mehrzeller) Uber die Bakterien (proka-
ryotische Einzeller) bis zu den Viren reicht, die taxonomisch betrachtet einem eigenstandi-
gen Reich zugeordnet werden und nicht zu den Lebewesen zahlen.

Wie im Kapitel 7.4 am Beispiel von P. brassicae veranschaulicht wurde, erfordert die An-
wendung des Prognosemodells die Festlegung eines Malstabes, mit dem die Mindest-
anforderungen an den Hygienisierungsprozess definiert werden. Dieser Malistab ent-
spricht dem SFG von Tomatensamen, mit dem eine warmebedingte Hygienisierung von
Pathogenen und Unkrautsamen sicher angezeigt werden kann. Zur Kalibrierung konnen
bekannte Temperatur-Zeit-Beziehungen verwendet werden, die zur gesicherten Abtotung
besonders widerstandsfahiger Pathogene und Unkrautsamen fuhren. Die Berechnung die-
ses Zustandes gleicher Warmevertraglichkeit, fir den der Begriff SFGsquivailent €ingefuhrt
wurde, ermdglicht Gleichung 8 (Seite 69). Die Qualitat der derzeit verfugbaren Datenbasis,
die auch zur Festlegung der in der BioAbfV definierten Indikatororganismen verwendet
wurde, sollte durch weitere Untersuchungen verbessert werden. Die vorhandene Daten-
basis ist mit dem Manko behaftet, dass die temperaturspezifische Abtétungsdauer vieler
Organismen bislang nicht prazise beschrieben oder in einem Milieu ermittelt wurden, das
fur die Kompostierung nicht relevant ist (z. B. in FlUssigkeit). Im Hinblick auf die Kompos-
tierung erscheinen Warmevertraglichkeitsuntersuchungen in Substraten mit 70 % TS-Ge-
halt zweckmafig, da hierdurch praxisnahe und zugleich suboptimale Rottebedingungen
bei der Warmevertraglichkeitsbestimmung simuliert werden.

Derzeit kann die Kalibrierung des Prognosemodells, worunter die Ableitung der zu verwen-
denden Einflussgrole SFGxquivalent ZU verstehen ist, nur punktuell vorgenommen werden,
da bislang fur die Abtétungsdauer von relevanten Pathogene und Unkrautsamen i. d. R.
nur eine Temperatur-Zeit-Beziehung beschrieben ist. Zur besseren Absicherung des Pa-
rameters SFGsquivalent Ware eine Kalibrierung an drei Punkten wiunschenswert. Dabei soll-
ten die Kalibrierungspunkte die Abtdtungsdauer bei geringer (50 °C), mittlerer (60 °C) und
hoher Rottetemperatur (70 °C) exakt beschreiben. Fur den Fall, dass sich aus den drei
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Kalibrierungspunkten unterschiedliche Werte flr das SFGaguivalent €rrechnen, sollte aus
Sicherheitsgrinden der kleinste Wert fur das Prognosemodell verwendet werden, da die
Zunahme der Warmevertraglichkeit mit abnehmenden Werten fur das SFGgxquivalent KOrre-
liert. Durch unterschiedliche Werte flr das SFGgquivalent im Rahmen einer Mehrpunktkalib-
rierung, die nicht auf Messungenauigkeiten bei der Bestimmung der Abtétungsdauer oder
auf Inhomogenitaten der getesteten Organismen zurlckgeflhrt werden kénnen, wird die
Funktionsfahigkeit des Prognosemodells nicht grundsatzlich infrage gestellt, da die Mdg-
lichkeit besteht, die Hygienisierungsgleichung durch ein zusatzliches Korrekturterm zu er-
ganzen. Dabei bestinde die Aufgabe des Korrekturterms darin, die sich in Abhangigkeit
vom Temperaturniveau unterscheidenden Werte fiir das SFGsguivaient Mit Hilfe einer zu-
satzlichen mathematischen Funktion miteinander zu verknuipfen.

Die letztgenannten Beziehungen konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht Gberpruft werden,
da die hierzu erforderliche Datenbasis noch zu erarbeiten ist. Es wird jedoch zur Absiche-
rung des Rechenmodells empfohlen, die skizzierte Dreipunktkalibrierung unter Verwen-
dung eines homogen reagierenden Pathogens vorzunehmen, um die Genauigkeit des Re-
chenmodells kontrollieren bzw. den Fehlerbereich berechnen zu kénnen. Als Testpatho-
gen wurden sich beispielsweise Sklerotien des Pilzes Sclerotinia sclerotiorum eignen. In
den Sklerotien des Pilzes konnten exakte Wassergehalte eingestellt werden, was eine
homogene Reaktion des Pilzes auf die Warmevertraglichkeit und somit eine geringe Er-
gebnisstreuung erwarten lasst. Eine geringe Streuung der Ergebnisse dieser Versuche ist
die Voraussetzung zur Bezifferung der Fehlerquelle des vorgeschlagenen Rechenmodells.

Obwohl mit den skizzierten Untersuchungen eine bessere Absicherung der Zuverlassigkeit
des vorgeschlagenen Hygienebewertungsmodells erreicht wurde, erscheint die Anwen-
dung des Prognosemodells bereits auf dem derzeitigen Wissensstand gerechtfertigt zu
sein, da das derzeitige Testsystem der BioAbfV mit noch starkeren Unsicherheiten behaf-
tet ist und die Festlegung der Indikatororganismen der BioAbfV auch ohne Durchfihrung
einer Mehrpunktkalibrierung vorgenommen wurde. Insgesamt erscheint das auf Tempe-
raturdaten basierende Prognosemodell bereits zum jetzigen Stand der Forschung als
deutlich zuverlassiger zu sein als das derzeitige Prufsystem der BioAbfV, das insbeson-
dere durch die heterogene Reaktion von P. brassicae und die im Vergleich zu anderen
Pathogenen insgesamt als nur mittelmalige Warmevertraglichkeit von unkonditionierten
Tomatensamen und Salmonella senftenbergw 775 keine verlasslichen und allgemeinguilti-
gen Aussagen zur Hygienisierung ermdglicht.

7.5.3 Bewertung eines temperaturbasierten Hygienebewertungssystems im Hin-
blick auf die Kompostproduktion und -vermarktung

Wie in den Kapiteln 7.4.2 bis 7.4.4 hergeleitet wurde, kdnnen Temperaturdaten, die in cha-
rakteristischen Zonen des Rottekdrpers gemessen werden, genutzt werden, um den Grad
der Hygienisierung zu quantifizieren. Hierdurch wird eine Mdglichkeit geschaffen, die Si-
cherheit abzuschatzen, mit der eine Hygienisierung erreicht wird. Im angeflhrten Beispiel
lag der Hygienisierungsgrad unter Zugrundelegung eines SFGsquivalent VON 12,4 % und bei
Betrachtung der am wenigsten stark erwarmten Mietenbereiche um das 8,3-fache hoher
als zur Abtotung warmevertraglicher Proben des Erregers P. brassicae erforderlich gewe-
sen ware. Unter Zugrundelegung scharferer Hygienisierungsanforderungen konnte fur ein
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SFGsgquivatent VONn 7,06 % im Minimum eine 2,1-fache Hygienisierung ermittelt werden. Der-
artige Angaben konnen bei der Vermarktung von Kompost genutzt werden, um das Ver-
trauen der Kunden zu gewinnen. Wie das angefuhrte Beispiel verdeutlicht, kbnnen die An-
forderungen an die Hygienisierung uber die Wahl des Parameters SFGgquivalent gesteuert
und jederzeit an sich verandernde Anforderungen angepasst werden. Abb. 15 (Seite 69)
veranschaulicht den Zusammenhang, der gemal Gleichung 8 zwischen dem Steuerungs-
parameter SFGsquivalent UNd den Temperatur-Zeit-Beziehungen von widerstandsfahigen
Pathogenen und Unkrautsamen besteht und zur Anpassung genutzt werden kann.

Eine Sichtung von Literaturdaten hat ergeben, dass trotz einer Vielzahl von bislang durch-
gefuhrten Untersuchungen an Kompostmieten, in denen das Verhalten von Pathogenen
und Unkrautsamen wahrend der Kompostierung bewertet wurde, nur in wenigen Labor-
untersuchungen die genauen Temperatur-Zeit-Beziehungen ermittelt worden sind, die zur
warmebedingten Abtotung erforderlich sind (siehe auch NOBLE und ROBERTS 2003). Auf
Grundlage der auswertbaren Datenbasis ergibt sich fur die EinflussgroRe SFGsguivaient €iN
Wert zwischen 7,0 bis 8,0 % SFG, mit dem die Berechnung des Hygienisierungsgrades
von Kompostmieten auf Basis von Temperaturdaten erfolgen kann. Zur Bestatigung oder
zur Anpassung des vorgeschlagenen SFGxquivaient SOllte die vorhandene Datenbasis durch
weitere Warmevertraglichkeitsuntersuchungen erganzt werden.

Hierbei kann auch die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Methode der Temperaturstei-
gerungsversuche (+2 °C je 0,5 Tage) angewendet werden (Kap. 3.1.2, Seite 11). Durch
die Temperatursteigerungsmethode kdénnen exakte Abtotungszeitpunkte mit geringerem
Probenaufwand ermitteln werden, als dies bei isothermen Bebritungsversuchen maoglich
ist. Die auf Basis von Temperatursteigerungsversuchen gewonnenen Daten kénnen eben-
so gut wie die Ergebnisse isothermer Versuche zur Berechnung des Parameters SFGsquiva-
lent Verwendet werden. Da die Abtotungsgeschwindigkeit von der Feuchtigkeit der Patho-
gene und Unkrautsamen abhangig ist, sollten die Organismen auch bei der Warme-
vertraglichkeitsbestimmung im Rahmen von Temperatursteigerungsversuchen nach Mog-
lichkeit in sterilen Substraten mit 70 % TS-Gehalt behandelt werden, um hierdurch die Ab-
toétung unter suboptimalen Feuchtigkeitsverhaltnissen von Rotteprozessen zu bewerten. In
den vorgestellten Warmevertraglichkeitsuntersuchungen wurde hierzu sterilisierte Ein-
heitserde verwendet, um kompostahnliche Wasserhaltekapazitaten zu simulieren.

Die technische Entwicklung bei der Temperaturmessung ermdéglicht in Kombination mit der
drahtlosen Ubertragung von Daten und der schnellen Auswertung grofRer Datenmengen
per EDV eine aktuelle Verflugbarkeit von chargenspezifischen Angaben zum Hygienisie-
rungsfortschritt. Hierdurch besteht nicht nur die Mdoglichkeit, Fertigkomposte zum Zeitpunkt
der Vermarktung mit dem entsprechenden Hygienisierungsgrad auszuweisen, wodurch
das Vertrauen der Kompostanwender in das Produkt Kompost gesteigert werden kann.
Aktuelle Angaben zum Hygienisierungsfortschritt kdnnen dartber hinaus genutzt werden,
um den Hygienisierungsprozess zu steuern. So konnte beispielsweise eine noch nicht
ganz erreichte Hygienisierung durch Verlangerung des Rotteprozesses erreicht werden.
Andersherum konnte unter der Voraussetzung, dass keine anderen Qualitdtsparameter
dagegen sprechen, der Rotteprozess nach erreichter Hygienisierung beendet werden.
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Die relativ einfach durchzufiUhrende Methode der Temperaturdatenauswertung stellt eine
deutliche Weiterentwicklung des derzeitigen Prufsystems dar, dessen Vertauenswurdigkeit
nicht nur durch Unsicherheiten beeintrachtigt ist, die im Zusammenhang mit der zweifel-
haften Warmevertraglichkeit von Indikatororganismen zu sehen ist. Aufgrund des erhebli-
chen Aufwands, der mit der Durchfihrung von direkten Prozessprifungen verbunden ist,
ist ebenfalls als kritisch zu bewerten, dass nur wenige Anlagen diese Prufung durchgefuhrt
haben. Viele Anlagen haben eine Anerkennung der hygienisierenden Leistungsfahigkeit
Uber den Weg der Konformitatsprifung beantragt und erhalten, wobei die Grundlage der
Anerkennung die positiv bestandene Inbetriebnahmeprifung einer baumustergleichen An-
lagen darstellte. Das Anerkennungsverfahren ist problematisch, da die individuelle Be-
triebsfihrung und Rottesteuerung, die einen wesentlichen Einfluss auf den Rotteprozess
besitzen, im Anerkennungsverfahren unzureichend bertcksichtigt bleiben. In diesem Zu-
sammenhang hat MARTENS (2004) festgestellt, dass eine Baumustergleichheit nicht
zwangslaufig mit einer Synchronitat von Prozessablaufen einhergeht. Aus diesem Grund
sind auch bei baumustergleichen Anlagen unterschiedliche Hygienisierungsleistungen zu
erwarten. Ferner wurden Differenzen zwischen dem Betriebsablauf wahrend der Prozess-
prufung und im Routinebetrieb der Anlagen festgestellt, wodurch die Aussagekraft von In-
betriebnahmeprufungen zusatzlich infrage gestellt werden muss.

7.5.4 Ansatz zur Harmonisierung unterschiedlicher Anforderungen an Tempera-
tur-Zeit-Vorgaben bei der Bioabfallkompostierung in Europa

Temperatur-Zeit-Vorgaben werden in vielen europaischen Staaten als Methode der indi-
rekten Prozessprufung zum Nachweis der Hygienisierung bei der Bioabfallkompostierung
vorgeschrieben. Wie die in Tab. 23 (Seite 80) gezeigte Zusammenstellung veranschau-
licht, werden sehr unterschiedliche Anforderungen definiert. In allen Fallen handelt es sich
um sehr starre Systeme. In keinem Fall wird bericksichtigt, dass die Hygienisierungsdauer
mit steigender Temperatur exponentiell abnimmt. Uber den Vergleich der einzelnen Vor-
gaben anhand des Parameters SFGgquivalent Wird deutlich, dass die verschiedenen Rege-
lungen sehr unterschiedliche Anforderungen an die Hygienisierung bedeuten. Uber den
Parameter des SFGsquivaient KONnten einheitliche Anforderungen definiert werden, die an
den Erfordernissen zur Inaktivierung relevanter Pathogene und Unkrautsamen abgeleitet
werden konnen.

Konsequenterweise sollten die starren Temperatur-Zeit-Vorgaben durch ein flexibles Be-
wertungssystem ersetzt werden, das dem logarithmischen Zusammenhang zwischen der
Abtétungsgeschwindigkeit und der Rottetemperatur Rechnung tragt. Erstens kdnnte dabei
auch der Hygienisierungsbeitrag von Temperaturen angerechnet werden, die unterhalb
der derzeit festgelegten Mindesttemperaturen liegen. Zweitens kann flir Temperaturen
oberhalb der Mindesttemperatur die erhdhte Hygienisierungswirkung berlcksichtigt wer-
den. Durch Anwendung des vorgeschlagenen Hygienebewertungssystems auf Basis der
Hygienisierungsgleichung kénnten die Ansatze der indirekten Prozessprifung, die auf In-
dikatororganismen gestitzt wird, und der direkten Prozessprifung, die die Einhaltung von
Mindesttemperaturen vorschreibt, zu einer gemeinsamen Anforderung vereint werden
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7.6

Resiimee und Ausblick IV

Trotz der noch vorgeschlagen Nachuntersuchungen, bei denen insbesondere die Progno-
segenauigkeit der Hygienisierungsgleichung bei schwankenden Temperaturen Uberprift
werden sollte, kdnnen begrindete Argumente angeflihrt werden, die daflr sprechen, das
vorgeschlagene Hygieneprifsystem schon auf dem erreichten Entwicklungsstand in die
Praxis umzusetzen.

FUr die Anwendung der neue entwickelten Methode spricht, dass

die ermittelte Hygienisierungsgleichung auf bekannte und fur verschiedene lebende
Organismen und Viren nachgewiesene Gesetzmafigkeiten aufbaut, was eine Ver-
allgemeinerung der Gleichung sehr wahrscheinlich erscheinen Iasst.

der Warmeeinfluss der wesentlichste und ein allgemein anerkannter Hygienisie-
rungsfaktor ist.

zusatzliche Hygienisierungsfaktoren des Rotteprozesses, die Uber die Temperatur-
messung nicht miterfasst werden, die Aussagesicherheit eines temperaturgestutz-
ten Hygienebewertungsmodells nur erhéhen, aber nicht einschranken kdénnen.

das bestehende System der direkten Prozessprufung aufgrund der gezeigten Un-
zuverlassigkeit der Indikatororganismen keine abgesicherten Ergebnisse liefert.

der Hygienisierungsgrad des vorgeschlagenen Modells sich an der prognostizierten
Reaktion eines derzeit schon verwendeten Indikators bemisst, dessen Warmever-
traglichkeit jedoch im Prognosemodell deutlich hoher ist als im Untersuchungsgang
der direkten Prozessprifung, da sich der Hygienisierungserfolg der neu entwickel-
ten Methode an der Abtotung von Samen bemisst, die aufgrund ihres geringeren
SFG eine hohere Widerstandfahigkeit aufweisen.

die Anforderungen an die warmebedingte Abtétung durch Laborversuche exakt de-
finiert werden konnen, indem die zur Abtétung von Pathogenen und Unkrautsamen
erforderlichen Temperatur-Zeit-Beziehungen ermittelt werden.

die Nachweismethode an neue Anforderungen (hohere Temperaturanspruche) an-
gepasst werden kann, ohne die Untersuchungsmethodik oder Messtechnik veran-
dern zu mussen.

das vorgeschlagene Testsystem mit geringem Aufwand durchgefihrt werden kann,
da es auf etablierte Messtechniken zurlckgreift.

mit Hilfe des vorgeschlagenen Testsystems aufgrund der einfachen Messmethodik
Serienuntersuchungen durchgefuhrt werden kénnen, mit der eine Bewertung jeder
einzelnen Kompostcharge vorgenommen werden kann.

die Erhebung und Dokumentation von Rottetemperaturen eine bereits in der Bio-
AbfV verankerte Vorschrift ist und deshalb keinen besonderen Mehraufwand erfor-
dert.
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e das Ergebnis des Hygienenachweises durch EDV-Einsatz bereits zum Zeitpunkt
der Kompostvermarktung vorgelegt werden kann und somit hilft, die Kompostver-
marktung zu unterstitzen.

e die Informationen wahrend der Rotte bereits genutzt werden kénnen, um die Hygie-
nisierung durch Beeinflussung des Rotteprozesses zu steuern.

Fir einige wenige besonders warmevertraglicher Pathogene wird es jedoch schwierig
bzw. unmdglich sein, deren Abtotung auf Basis von Temperaturdaten nachzuweisen. Ent-
sprechend den von NOBLE et al. (2004) gemachten Angaben zur Warmevertraglichkeit
des Tabak-Mosaik-Virus errechnet sich ein MafRstab von 3,5 bis 4,5 % SFGsquivalenttvv, der
an einen temperaturbasierten Hygienisierungsnachweis anzulegen ware. Derartig hohe
Anforderungen kénnen nur erreicht werden, wenn im gesamten Rottegut Uberproportional
hohe Temperaturen erreicht werden und sich die thermophile Phase uUber einen Zeitraum
von mehreren Wochen erstreckt. Da bei Intensivrotteverfahren und bei der Bioabfallverga-
rung zu erwarten ist, dass die warmebedingte Inaktivierung des TMV nicht nachgewiesen
werden kann, wird im folgenden Kapitel ein alternatives Bewertungssystem zum speziellen
Nachweis der TMV-Inaktivierung betrachtet.
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8 Bedeutung des aeroben mikrobiellen Abbaus zur Inaktivierung
des Tabak-Mosaik-Virus

8.1 Einflihrung in die Thematik und Formulierung der Zielsetzung V

In Zusammenhang mit der TMV-Inaktivierung, die als Spezialfall zu betrachten ist, stellt
sich zunachst die Frage des Gefahrdungspotenzials, das von einer nicht sicheren Virusin-
aktivierung ausgehen kann.

Einerseits sind Viren keine lebenden Organismen, wodurch ihnen eine besonders hohe
Warmevertraglichkeit zugesprochen wird (PRISE 1933, BARTELS 1956, HERMANN et al.
1994, HOITINK und FAHY 1986, RYCKEBOER et al. 2002). Andererseits kdnnen die
meisten Viren nur durch Vektoren Ubertragen werden. Die von lebenden Vektoren (Insek-
ten und Milben) Ubertragenen Viren sind im Hinblick auf die Kompostierung nicht von Be-
deutung, da die Vektoren den Rotteprozess nicht Uberleben. Zu beachten sind Vektoren,
die innerhalb ihres Lebenszyklus Ruhestadien ausbilden (Nematoden und Pilze), wodurch
sie vorubergehend eine erhohte Widerstandsfahigkeit gewinnen. Untersuchungen haben
gezeigt, dass ihre Warmevertraglichkeit ebenfalls als gering einzustufen ist (MENKE und
GROSSMANN 1971, TURNER et al. 1983, BOLLEN et al.1989, RYCKEBOER et al. 2002,
NOBLE und ROBERTS 2004). Deshalb sind bei der Hygienisierung von Kompost nur me-
chanisch Ubertragbare Viren von Bedeutung, die passiv Uber Verletzungen der Pflanzen in
ihre Wirte gelangen konnen.

8.1.1 Warme- und Rottevertraglichkeit des TMV

Die gréRte Uberlebenschance wird dem Tabak-Mosaik-Virus (TMV) zugeschrieben (NOB-
LE und ROBERTS 2004). Die hohe Warmevertraglichkeit und die Inaktivierung des TMV
bei hoher Temperatur, die insbesondere im Zusammenhang mit der Bodendampfung von
Bedeutung ist, wurden in einer Studie von PRICE (1933) untersucht. PRICE ermittelte fur
virushaltigen Pflanzensaft als warmebedingte Abtotungspunkte 92 bis 94 °C bei 10-mi-
nutiger bzw. 95 bis 96 °C bei einminutiger Einwirkzeit. In verdinntem Pflanzensaft (1 : 20)
erforderte die Abtotung bei 85 °C eine Stunde, bei 80 °C 13 Stunden und bei 75 °C schon
drei Tage. Die warmebedingte Inaktivierung des TMV erfordert nach Angaben von NOBLE
et al. (2004) eine einwdchige Behandlung mit 70 bis 80 °C.

Derart hohe Temperaturanspriche sind bei der Kompostierung schwer zu erflllen. Mes-
sungen zur Warmeverteilung innerhalb von Rottekdrpern, die beispielsweise von SCHU-
CHARDT (1990) bei der Mietenkompostierung und LYON et al. (2000) bei der Zeilenkom-
postierung dokumentiert wurden, verdeutlichen, dass die Temperaturentwicklung im Rand-
bereich der Miete hierflr zu gering ist. Dies gilt insbesondere fur den Winterbetrieb bei der
Kompostierung in offenen Mieten und in eingehausten Mieten mit Druckbellftung. Dazu
kommt, dass Temperaturen, die fur die TMV-Inaktivierung von Bedeutung sind, bei der
Kompostierung nicht angestrebt werden. Bei Temperaturen von mehr als 60 °C wird der
Abbau der organischen Substanz beeintrachtigt (HAUG 1993, KROGMANN 1994, GRAB-
BE 1996), was sich negativ auf die Durchsatzleistung der Anlagen auswirken wurde. Noch
weniger ist eine warmebedingte TMV-Inaktivierung bei der Bioabfallvergarung zu erwar-
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ten, da diese selbst bei thermophiler Betriebsweise bei maximal 55 bis 60 °C erfolgt.
Gleichzeitig ist die Dauer der Nachrotte der Garrlickstande mit einer durchschnittlichen
Behandlungszeit ein bis zwei Wochen zu kurz und lauft aufgrund des geringen Selbster-
warmungspotenzials des anaerob vorbehandelten Substrates bei zu geringen Temperatu-
ren ab.

Eine Losung der Problematik kénnte in der Betrachtung der mikrobiellen Inaktivierung des
Virus liegen. Verschiedene Studien weisen darauf hin, dass aerobe mikrobielle Einflisse
eine Inaktivierung des TMV bewirken kénnen (BARTEL 1955 und 1956, AVGELIS und
MANIOS 1989, BOLLEN und VOLKER 1996, RYCKEBOER et al. 2002). Zur Abschatzung
des Inaktivierungspotenzials wurden Rotteversuche durchgefihrt, in denen der Umfang
der TMV-Inaktivierung in Abhangigkeit von der Rottezeit Uberprift werden sollte. Aufbau-
end auf den gewonnen Ergebnissen sollten Strategien entwickelt werden, mit denen eine
alternative Bewertung der TMV-Inaktivierung vorgenommen werden kann.

8.1.2 Methodische Ansatze zur Bewertung der Virulenz des TMV

Die genaue Beschreibung der Inaktivierung setzte die Anwendung einer Untersuchungs-
methode voraus, mit der der Virulenzverlust des TMV in Abhangigkeit von der Behand-
lungsintensitat und der Behandlungsdauer genau beschrieben wird. Die Virulenz des TMV
wird durch Auftragen einer Virussuspension auf Tabakblatter der Sorte Nicotiana glutinosa
L. bestimmt. Die Pflanze verhindert das Eindringen des Virus, in dem sie das Blattgewebe
an den Stellen absterben lasst, an denen das Virus versucht, in die Pflanze einzudringen.
Die Virulenz des TMV kann durch diese Resistenzreaktion an der Anzahl der gebildeten
Blattverkrustungen (Lasionen) bewertet werden. Die Bewertung der Virulenz kann entwe-
der an der absoluten Anzahl gebildeter Lasionen bewertet werden, wie es in der BioAbfV
vorgesehen ist, oder anhand der relativen Anzahl an Lasionen, die eine Probe im Ver-
gleich zu einem unbehandelten Standart entwickelt (Halbblattmethode).

Die Bemessung der Virulenz anhand von absoluten Werten ist mit dem Nachteil behaftet,
dass die Anzahl der auf einem Blatt gebildeten Lasionen sehr variabel ist. Nach MAT-
THEWS (2002) variiert die Lasionsbildung in Abhangigkeit von den Anzuchtbedingungen
bei der Produktion der Nachweispflanzen sowie den Temperatur- und Lichtbedingungen
wahrend der Lasionsausbildung. Daneben sind in Abhangigkeit von der Art und Intensitat
der Applikation sowie der GroRRe der Blatter weitere Unterschiede zu erwarten (SAMUEL
und BALD 1933). Hierdurch besteht die Gefahr, dass durch Verwendung von unempfind-
lich reagierenden Pflanzen mit kleinen Blattern, auf denen nur wenige Lasionen gebildet
werden, der Hygienisierungserfolg Uberschatzt wird. Anders herum wird der Hygienisie-
rungserfolg bei Verwendung grofRer und empfindlich reagierender Blatter unterschatzt.

Die oben genannten Nachteile kénnen durch Anwendung der von WALKEY (1991) be-
schriebenen Halbblattmethode und der Berechnung der relativen Infektidsitat vermieden
werden (Gleichung 3, S. 24). Bei Anwendung der Halbblattmethode wird die Anzahl an
Lasionen von einer zu prifenden Probe ins Verhaltnis gesetzt zur Anzahl an Lasionen, die
von einer unbehandelten Kontrolle gebildet werden. Da Proben und Kontrollen jeweils auf
die gegenuberliegenden Blatthalften desselben Blattes appliziert werden, wirken sich die
oben genannten Stoérungen neutral auf das Ergebnis aus, da sich individuelle Empfindlich-
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keiten der Pflanzen gleich stark auf Proben und Kontrollen auswirken. In der vorliegenden
Untersuchung wurde deshalb die Halbblattmethode verwendet.

Um die Ergebnisse der gewahlten Untersuchungsmethode an den Anforderungen der Bio-
AbfV messen zu kdnnen, in der die maximal zuldssige Virulenz von TMV mit einem abso-
luten Wert definiert wird, sollte ein relativer Grenzwert fur die Halbblattmethode hergeleitet
werden, der den bestehenden Anforderungen der BioAbfV entspricht.

8.2 Untersuchungsergebnisse zur Bestimmung der Virulenz des TMV

8.2.1 Herleitung eines relativen Grenzwertes fur Ergebnisse der Halbblattmethode

Die BioAbfV sieht die Bewertung anhand eines absoluten Bewertungsmalstabes vor und
fordert, dass zur Einhaltung der Hygieneanforderungen im Rahmen der direkten Prozess-
prufung auf zwei Blatthalften maximal acht Lasionen gebildet werden durfen. Dabei mus-
sen die beiden zu addierenden Blatthalften von zwei unterschiedlichen Pflanzen stammen
(ANONYM 1998a). Der Grenzwert bezieht sich auf den Mittelwert aller Probenwiederho-
lungen einer Prufzone. Als Prafzonen werden die charakteristischen Bereiche eines Rotte-
korpers (z. B. Basis, Rand oder Kern) bezeichnet (ANONYM 1996).

Zum Vergleich der Aussagegenauigkeit, die in Abhangigkeit von der verwendeten Bewer-
tungsmethode erreicht wird, wurden die Kontrollblatter von 10 Versuchen ausgewertet. Als
Berechnungsgrundlage standen insgesamt 432 Beobachtungswerte zur Verfigung. In
Tab. 28 die extreme Variabilitat der durch Kontrolllosungen verursachten Anzahl an Lasio-
nen dokumentiert, die im Extrem zwischen 17 und 649 variiert. Die groRe Differenz zwi-
schen den extremen Werten veranschaulicht die Problematik, die bei der Formulierung
eines Grenzwertes auf der Basis der absoluten Anzahl von Lasionen besteht. Die in gro-
Ren Spannweiten streuenden Werte, die innerhalb von Versuchsreihen an den Minimum-
und Maximumwerten und zwischen den Versuchen an den unterschiedlichen Mittelwerten
abgelesen werden konnen, stellen einen Grenzwert, der sich an der absoluten Anzahl ge-
bildeter Lasionen bemisst, aufgrund dessen durch Zufalligkeiten beeinflussten Aussage-
kraft stark infrage.

Zur Berechnung eines Grenzwertes fur die Halbblattmethode, der dem derzeit gultigen Ab-
solutwert der BioAbfV entspricht, wurde die durchschnittlich auf zwei Blatthalften gebildete
Anzahl an Lasionen von unbehandelten Kontrollldsungen bestimmt und geman Gleichung
15 in Beziehung zum derzeit glltigen Grenzwert der BioAbfV gesetzt.

Auf Grundlage einer Datenbasis von 10 Untersuchungsreihen, die die Auswertung von
864 mit Kontrollldsungen behandelten Blatthalften umfasst, errechnet sich eine durch-
schnittliche Anzahl von 233,6 Lasionen, die auf zwei Blatthalften gebildet wurden. Da zwi-
schen den Untersuchungsreihen Unterschiede hinsichtlich der Anzahl der ausgewerteten
Blatter bestehen (Tab. 28), basiert die Berechnung der mittleren Anzahl Lasionenkontrolie
auf den Mittelwerten der einzelnen Versuche (Gleichung 16). Aus der mittleren Anzahl an
Lasionen, die sich auf zwei Blatthalften durch die Applikation von unbehandelten TMV-
Suspensionen bilden, errechnet sich gemal Gleichung 15 ein Grenzwert fur die relative
Infektiositat von 3,4 %.
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Tab. 28: Variabilitat der durch TMV-haltige Kontrollsuspensionen auf zwei Blatthalften
verursachten Lasionen und Darstellung eines den Anforderungen der BioAbfV
entsprechenden relativen Grenzwertes fiir die Halbblattmethode
Berechnung der Versuchsmittelwerte durch Kruskal-Wallis Test (Mittelwert = Median)

Versuch X min max s n
A 69,0 31 150 5,53 30
B 335,7 145 475 | 12,67 36
C 3391 206 508 | 13,41 36
D 387,8 199 514 | 11,11 42
E 108,9 41 221 6,49 42
F 76,8 17 212 9,47 21
G 215,5 98 374 | 21,79 12
H 252,8 107 478 | 28,90 12
| 154 .4 76 366 | 17,15 21
L 395,8 102 649 | 10,46 180

X,. | 2336 17 | 649 432
Grenzwertciative infektissitit = 3,4 %

Gleichung 15: Ableitung des Grenzwertes fiir die relative Infektiositit am bestehenden
Grenzwert der BioAbfV

Grenzwert gjoabfv [Ldsionen prope |

) AbT *100
x AnzahlLasionen Kgontrolle

Grenzwert rgjative Infektidsitit [ 7o) =

Gleichung 16: Berechnung der durchschnittlichen Anzahl an Lasionen auf Basis gleichbe-
handelter Proben

X Las gont v1 + X LaS Kont v2 +---+ X LAS Kont V10
Anzahl yersuche

x AnzahlL&sionen Kontrolle =

8.2.2 Bewertung der Ergebnisse der Halbblattmethode anhand von Verdiinnungs-
reihen

Zur Quantifizierung des prozentualen Umfangs der TMV-Inaktivierung, die durch die Un-
terschreitung des vorgeschlagenen Grenzwertes erreicht wird, und zur Abschatzung der
Ergebnisstreuung, die mit abnehmender Viruskonzentration zu erwarten ist, wurde das
Infektionsverhalten von verdinnten TMV-Supensionen uberprift. Durch die Virusverdun-
nung wird eine Abnahme der Konzentration an infektidsen Viren erreicht, die auch bei der
Virusinaktivierung wahrend der Rotte zu erwarten ist. Zur Bezifferung der Virusinaktivie-
rung wurde die relative Lasionsbildungsrate von Verdiunnungsstufen mit logarithmisch ab-
nehmender Viruskonzentration im Vergleich zur unverdunnten Stammlosung bestimmt.
Die Stammlosung wurde gemal den Vorgaben der BioAbfV unter Verwendung von 10 g



Tabak-Mosaik-Virus 97

virushaltigen Tabakblattern Nicotiana tabacum L. der Sorte 'Samsun’ und 30 ml Phos-
phatpufferlosung (ANONYM 1998a) hergestellt.

Die in Abb. 21 dargestellten Ergebnisse der Verdunnungsreihen zeigen, wie die relative
Infektidsitat mit zunehmender Verdunnung erwartungsgemal abgenommen hat. Gleich-
zeitig war eine Verringerung der Streuung zu beobachten, diese positiv mit der Hohe der
relativen Infektiositat korrelierte. Den gleichen Zusammenhang hat VETTEN (1977) bei
Untersuchungen zur virushemmenden Wirkung von Pflanzenextrakten beobachtet. Dieser
positiv korrelierte Zusammenhang, der zwischen dem Mittelwert der relativen Infektidsitat
und der Ergebnisstreuung besteht, war bei der statistischen Auswertung aller Inaktivie-
rungsversuche zu berucksichtigen, bei denen eine Reduktion der TMV-Konzentrationen
uber mehrere Zehnerpotenzen bewirkt wurde. Die Datensatze solcher Versuche besalien
inhomogene Varianzen, die zur statistischen Auswertung durch Transformation der Daten
beseitigt wurden. Zur Bildung homogener Varianzen, als Vorraussetzung fur einen vari-
anzanalytischen Mittelwertvergleich, wurden die Daten der Verdunnungsreihe uber eine
von KLECZKOWSKI (1968) vorgeschlagene Transformation in der Form log(x + c) ver-
rechnet. Da der Logarithmus von vollstandig inaktivierten Proben (Wert = 0) nicht definiert
ist, wurden die Originaldaten vor dem Logarithmieren, wie von VETTEN (1977) vorge-
schlagen, mit der Konstanten ¢ = 1 verrechnet.

rel. Infektiositat log (rel. Infektiositat + 1)
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Abb. 21: Relative Infektiositat der TMV-Kontrollsuspension gemal BioAbfV in Abhangig-
keit von der Verdiinnung
Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen unterschiedliche Mittelwerte (LSD-Test; p < 0,01);
Streuungsbalken kennzeichnen individuelle Streuung der Mittelwerte; Punkte in rechter Abbil-
dung markieren log + 1 transformierte Beobachtungswerte

Die statistische Datenauswertung der Verdinnungsreihe zeigt, dass sich die einzelnen
Verdinnungsstufen auf hdchstem Signifikanzniveau (p < 0,01) voneinander unterschei-
den. Die Verringerung der relativen Infektidsitat verlief jedoch nicht linear mit der Verdun-
nung der Viruskonzentration. Wie in der rechten Grafik der Abb. 21 gezeigt wird, ist ein
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doppeltlogarithmischer Zusammenhang zwischen der relativen Infektiositat des TMV und
der Viruskonzentration zu erkennen. Das Ergebnis der Versuchsreihe bestatigt eine Beo-
bachtung, die von HOLMES (1929) und SAMUEL und BALD (1933) bei der Betrachtung
der absoluten Infektiositat des TMV gemacht wurde, als sie die Grundlagen fur die Ent-
wicklung der Halbblattmethode geschaffen haben. Fur eine Unterschreitung des Grenz-
wertes fur die relative Infektiositat von 3,4 % war eine Verringerung der Viruskonzentration
auf 0,01 % der Ausgangskonzentration erforderlich. Somit ist der tatsachliche Umfang der
TMV-Inaktivierung bei Einhaltung des Grenzwertes deutlich starker als der zu unter-
schreitende Wert von 3,4 % vermuten lasst. Gleichwohl wirde eine vollstandige Inaktivie-
rung des Virus nach SAMUEL und BALD (1933) eine weitere Verdinnung der TMV-Sus-
pension um zwei Potenzstufen (10°) erfordern.

8.3 Warmevertraglichkeit des TMV

Die Literaturdaten zur Warmevertraglichkeit des TMV unter Temperatur- und Feuchtig-
keitsverhaltnissen, die bei der Kompostierung von Bedeutung sind, wurden durch Labor-
versuche Uberprift. Zeitgleich haben NOEBLE et al. (2004) Warmevertraglichkeits-
untersuchungen mit TMV durchgefuhrt, die bei der Diskussion der im Folgenden vorge-
stellten Ergebnisse mit berlcksichtigt werden. Im Hinblick auf die Hygienisierung von
Kompost werden Temperaturen zwischen 50 und 70 °C und Feuchtigkeiten von 30 bis
55 % als relevant erachtet (ZACHAUS 1995), da diese Bedingungen bei der groftechni-
schen Kompostierung angestrebt werden und Uber einen langeren Zeitraum erreicht und
aufrecht erhalten werden konnen. Deshalb wurden zur Bewertung der Warmevertraglich-
keit des TMV im Rahmen der vorliegenden Arbeit isotherme Bebrutungsversuche durch-
gefuhrt, die sich an den genannten Praxisbedingungen orientiert haben (50, 60 und
70 °C). Als Inokulum wurden in Anlehnung an die Vorschriften der BioAbfV zur Durchfuh-
rung von Hygieneuntersuchungen 10 g virushaltige Tabakblatter verwendet. Die Warme-
behandlung erfolgte in zwei Feuchtigkeitsstufen (50 und 70 % TS-Gehalt des Tragersub-
strats) und umfasste eine maximale Dauer von drei Wochen. Zur Bewertung des Einflus-
ses der Warme auf die Virulenz des TMV wurde die relative Infektidsitat der behandelten
Proben gemal} der oben beschriebenen Halbblattmethode bestimmt.

Die in Abb. 22 dargestellten Ergebnisse der Untersuchungsreihen bestatigen die von
NOBLE et al. (2004) beschriebene Warmevertraglichkeit des TMV, flir dessen Inaktivie-
rung deutlich hdhere Temperaturen erforderlich sind als fur die Abtétung von lebenden
Organismen. Im Rahmen der eigenen Untersuchung wurde bei einer Temperatur von
50 °C keine signifikante Herabsetzung der Infektiositat des TMV festgestellt. Erst bei einer
Bebrutungstemperatur von 60 °C wirkte sich der Einfluss der Warme signifikant auf die
Infektiositat des Virus aus. Fur eine vollstandige Inaktivierung reicht die Behandlungsdauer
von drei Wochen jedoch noch nicht aus. Weder der in der BioAbfV definierte Grenzwert
von acht Lasionen, noch der berechnete Aquivalenzwert von 3,4 % relativer Infektiositat
wurden innerhalb dieser Zeit erreicht. Hierzu war eine mindestens einwdchige Behandlung
mit 70 °C erforderlich. Wie die in Abb. 23 (3. Spalte) gezeigten Einzelergebnisse der
12 Beobachtungen zeigen, wurde der Aquivalenzwert nach siebentégiger Bebriitung mit
70 °C von einigen Proben unterschritten. Im Mittel lag die Infektidsitat jedoch mit 4,3 %
noch knapp oberhalb des Grenzwertes. Obwohl eine vollstandige Inaktivierung auch bei
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70 °C nicht innerhalb von drei Wochen erreicht wird, hatte die Mehrzahl der Proben ab
einer Behandlungsdauer von zwei Wochen ihre Infektiositat vollstandig eingebuft. Nach
zwei Wochen waren nur noch vier von 12 Proben schwach infektids. Nach dreiwdchiger
Behandlung hatte sich die Anzahl der gering infektiosen Proben auf zwei verringert.
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Abb. 22: Warmeeinfluss (50, 60 u. 70 °C) auf die relative Infektiositat des TMV
Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Mittelwertsunterschiede (LSD-Test; p <
0,05) Streuungsbalken kennzeichnen individuelle Streuung; Daten der 70 °C-Variante aufgrund
inhomogener Varianzen transformiert (In(x+10)), 1-7 Tage durch Varianzanalyse und 7/14 Tage
durch t-Test verglichen
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Abb. 23: Warmeeinfluss (50, 60 u. 70 °C) auf die relative Infektiositat einzelner Proben des

™V

Wie die in Abb. 24 dargestellten Versuchsergebnisse belegen, wirkte sich der TS-Gehalt
des Tragersubstrats nicht signifikant auf die Inaktivierung des TMV aus. Zumindest im be-
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obachteten Temperaturbereich von 50 bis 70 °C war zwischen den beiden Feuchtigkeits-
stufen, mit denen der relevante Bereich der Rotte abgedeckt wurde, kein signifikanter Un-
terschied festzustellen.
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Abb. 24: Einfluss der Substratfeuchtigkeit auf die relative Infektiositat des TMV bei ver-
schiedenen Behandlungstemperaturen
Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Mittelwertsunterschiede (LSD-Test;
p < 0,05) Streuungsbalken kennzeichnen individuelle Streuung

Die Ergebnisse der Versuchsreihen zeigen, dass die von der BioAbfV gestellten Anforde-
rungen an den indirekten Hygienisierungsnachweis nicht ausreichen, um die Inaktivierung
des TMV sicherzustellen. Die BioAbfV fordert die Einhaltung von

e 55 °C fur zwei Wochen oder 65 °C fur eine Woche (offene Mietenkompostierung);
e 60 °C fur eine Woche (geschlossene Rotteanlagen).

Unter diesen Temperatur-Zeit-Beziehungen kann die TMV-Inaktivierung aufgrund der ho-
hen Warmevertraglichkeit des Virus nur erreicht werden, wenn die Inaktivierung durch zu-
satzliche Einflisse unterstitzt wird. Der von BARTEL (1955, 1956) und RYCKEBOER et
al. (2002) als bedeutsam erachtete mikrobielle Einfluss bei der Inaktivierung des TMV wird
im Folgenden anhand von Daten aus temperaturgesteuerten Rotteversuchen bewertet.

8.4 Rottevertraglichkeit des TMV

Zur Bewertung des mikrobiellen Einflusses auf die TMV-Inaktivierung wurden temperatur-
gesteuerte Rotteversuche durchgefuhrt, deren Temperaturprofile, insbesondere die Tem-
peraturverhaltnisse von weniger stark erwarmten Zonen von Kompostmieten, widerspie-
geln, in denen keine warmebedingte TMV-Inaktivierung erwartet werden kann. Zur Diffe-
renzierung zwischen dem Einfluss der Warme und dem mikrobiellen Einfluss der Rotte
wurden virushaltige Tabakblatter parallel prozessoffen (dem mikrobiellen Abbau zugang-
lich) in Gazesackchen und in geschlossenen Glaschen behandelt. Dabei wurde das Infek-
tionsmaterial in der Variante ,geschlossene Glaser‘ vor den mikrobiellen Einflissen des
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aeroben Stoffwechsels geschitzt. Um daruber hinaus auch einen Vergleich mit den Er-
gebnissen der oben dargestellten Warmevertraglichkeitsuntersuchungen anstellen zu
konnen, wurden zwei Versuche bei einer Rottetemperatur von 50 °C durchgefuhrt (in Abb.
25 mit A und B gekennzeichnet). Inaktivierende Einflusse kdnnen in diesem Temperatur-
bereich eindeutig dem Rotteprozess zugeschrieben werden, da sich die alleinige Tempe-
raturwirkung von 50 °C im Laborversuch nicht signifikant auf die Inaktivierung des TMV
ausgewirkt hat. In zwei weiteren Versuchen (C und D) wurde eine Temperatur von 55 °C
angestrebt, um zu Uberprifen, ob geringfigige Temperaturunterschiede bzw. Schwankun-
gen einen signifikanten Einfluss auf die Virenabtdtung besitzen. Eine Uberschreitung der
60 °C-Marke, ab der ein signifikanter Einfluss der Warme auf die Virenabtétung beobach-
tet worden ist, wurde durch die Steuerung der Rottetemperatur vermieden.
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Abb. 25: Temperaturverlaufe und Feuchtigkeitsgehalte der Rotteversuche mit einer Soll-
temperatur von 50 °C (A, B) bzw. 55 °C (C, D)

Die in Abb. 25 und Abb. 26 dargestellte Auswertung der Temperaturdaten zeigt, dass die
Solltemperatur in allen Versuchen nur geringfugig uberschritten wurde. Im Versuch A wur-
de die Zielvorgabe von 50 °C bei einer Durchschnittstemperatur von 49,3 °C und einer
Maximaltemperatur von 54 °C sehr gut eingehalten. Der Modalwert des Temperaturhisto-
gramms trifft exakt die anvisierte Temperatur von 50 °C. Im Versuch B fand eine langsa-
mere Selbsterwarmung des Rottegutes statt, wodurch sich das Erreichen der Solltempe-
ratur nach dem Umsetzen verzdgerte. Dementsprechend lag die Durchschnittstemperatur



102 Tabak-Mosaik-Virus

mit 44,1 °C deutlich unter der Solltemperatur. In den Versuchen C und D lag die Rotte-
temperatur Uberwiegend im Bereich zwischen 52 und 56 °C. Die anvisierte Zieltemperatur
von 55 °C wurde am besten im Versuch D erreicht.

Wie die ebenfalls in Abb. 25 dargestellten Feuchtigkeitsverhaltnisse im Rottegut erkennen
lassen, konnten mit einem Wassergehalt im Bereich von 50 % gunstige Bedingungen fur
den aeroben Stoffwechsel sichergestellt werden.
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Abb. 26: Temperaturhistogramme und Durchschnittstemperaturen der Versuche A-D

Die statistische Auswertung der Rotteversuche belegt die These, dass die Inaktivierung
des TMV malgeblich durch den Einfluss des Rotteprozesses gefordert wird (Abb. 27,
Spalte a). Durch die prozessoffene Behandlung des Virus in Gazesackchen wurde die In-
fektiositat deutlich starker und schneller reduziert als in der Glas-Variante, die das Virus
vor den Einflissen des aeroben Rotteprozesses geschutzt hat. In den Versuchen B bis D
war bereits nach einer einwdchigen Behandlung in Gazesackchen der gleiche Inaktivie-
rungsgrad festzustellen wie nach einer funfwdchigen Behandlung im Glas. Bei einer Rot-
tetemperatur von ca. 50 °C wurde die Infektiositat des TMV vor allem durch den zusatzli-
chen mikrobiellen Einfluss des Rotteprozesses auf 2,8 bis 13,3 % (x = 6,3 %) seines Aus-
gangswertes verringert. Nach funf Wochen Rottezeit lag die Infektidsitat nur noch bei
2,9 % des Ausgangswertes. Da im Mittel der vier Versuchsreihen 7,25 Lasionen auf zwei
Blatthalften gezahlt wurden, zeigen die Versuche, dass sowohl der Grenzwert der BioAbfV
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als auch der aquivalente Grenzwert fur die relative Infektidsitat durch den zusatzlichen
Einfluss des aeroben Rotteprozesses bei einer Temperatur von 50 °C innerhalb von funf
Wochen erreicht werden kann. Ohne diesen zusatzlichen Einfluss (Glasvariante) lag die
Infektidsitat nach funf Wochen Rottezeit um eine Zehnerpotenz héher (Abb. 28) und somit
in weitem Abstand zum Grenzwert, der an den Forderungen der BioAbfV gemessen, zu
unterschreiten ware.
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Abb. 27: Bewertung der Einflussfaktoren auf die relative Infektiositat des TMV wahrend
der Rotte auf Basis einer mehrfaktoriellen Varianzanalyse
Gaze = aerob, dem Rotteprozess ausgesetzte Proben, Glas = anaerob, dem Rotteprozess nicht
ausgesetzt; Streuungsbalken kennzeichnen Grenzdifferenz (LSD-Test; p < 0,001)

Die Betrachtung der Virusinaktivierung in Abhangigkeit von der Rottezeit zeigt, dass sich
der Zeitfaktor unter den gegebenen Temperaturbedingungen signifikant auf die Infektidsi-
tat des Virus auswirkt (Abb. 27, Spalte b). Im Gegensatz zu dem oben dargestellten War-
mebehandlungsversuch bei 50 °C, bei dem zwischen dem ersten und dem 21. Tag der
Warmebehandlung kein Inaktivierungsfortschritt zu beobachten war, bewirkte der zu-
satzliche Einfluss des Rotteprozesses eine kontinuierliche Inaktivierung. Die differenzierte
Betrachtung der Gaze- und Glasvariante belegt, dass der signifikante Einfluss der Reakti-
onszeit primar auf die Inaktivierung der in Gazesackchen behandelten Proben zurtckzu-
fuhren ist (Abb. 28). Bei der Behandlung im Glas war die Infektiositat der Proben, die wah-
rend den ersten drei Entnahmeterminen (erste bis dritte Woche) entnommen wurden, nicht
signifikant voneinander zu unterscheiden. Dies bestatigt das Ergebnis des Bebrutungsver-
suches mit 50 °C, bei dem im gleichen Zeitraum unter dem ausschliel3lichen Einfluss der
Warme ebenfalls kein Inaktivierungsfortschritt des TMV festgestellt wurde (Abb. 22).

Die Ergebnissen der Rotteversuche A bis D, bei denen die relative Infektidsitat durch eine
Behandlung in Gazesackchen in drei Wochen auf deutlich weniger als 15 % Restinfektio-
sitat verringert wurde, deuten darauf hin, dass eine ausschliel3lich warmebedingte Inakti-
vierung des TMV eine etwa 10 bis 15 °C hohere Temperatur erfordern wirde, um eine
vergleichbare Wirkung zu erzielen. Bei einer ausschliellichen Warmeeinwirkung mit 60 °C
betrug die relative Infektiositat des Virus nach 3 Wochen noch 20 % (Abb. 22) und wurde
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somit weniger stark reduziert als durch eine kombinierte Wirkung von mikrobiellem Abbau
und einer Warme von etwa 50 °C (Abb. 26).
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Abb. 28: Beeinflussung der Infektiositit des TMV durch Warme- und Rotteeinfliisse in

Abhingigkeit von der Rottedauer

Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (LSD-Test; p < 0,05); mit
+ gekennzeichnete Proben erfiillen Anforderungen der BioAbfV (< 8 Lasionen); rote Linie kenn-
zeichnet aquivalenten Grenzwert fir relative Infektiositat

Da der Rotteprozess kein klassisch biotechnologischer Prozess ist, der einheitlich und ex-
akt reproduzierbar funktioniert, stellt sich die Frage, wie einheitlich die Wirkung von sich
ahnelnden Rotteprozessen auf die Inaktivierung des TMV zu beurteilen ist. Eine statisti-
sche Verrechnung der Inaktivierungsergebnisse, die uber den gesamten Verlauf der vier
Rotteversuche gewonnen wurden, zeigt, dass zwischen den Versuchen geringe, aber sig-
nifikante Unterschiede bestehen (Abb. 27, Spalte c). Die im Versuch A festgestellte Inakti-
vierung unterscheidet sich von den drei anderen Versuchen, deren Inaktivierungsverlauf
und -endergebnis als ahnlich zu betrachten ist. Wie die in Abb. 29 dargestellte Auswertung
des Inaktivierungsgrades zu verschiedenen Stadien des Versuches zeigt, unterschiedet
sich Versuch A von den anderen Versuchen lediglich im Verlauf des Hygienisie-
rungsprozesses der in Gazesackchen behandelten Proben.
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Abb. 29: Einfluss der Reaktionszeit auf die Infektiositat des TMV in Abhdngigkeit vom mi-
krobiellen Einfluss des aeroben Rotteprozesses.
Gaze = aerob, dem Rotteprozess ausgesetzte Proben, Glas = anaerob, dem Rotteprozess nicht
ausgesetzt; Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (LSD-Test;
p <0,05)

Im Versuch A war zu Versuchsbeginn eine verzogerte Hygienisierung zu beobachten. Der
Unterschied konnte jedoch im weiteren Verlauf der Rotte ausgeglichen werden, so dass im
Endergebnis die Virusinaktivierung nach funfwochiger Rottezeit wiederum als gleich zu be-
werten ist. Als einzige Begrindung fur die zunachst geringere Hygienisierung in Versuch
A, die sich von den physikalischen Rotteparametern ableiten lieRe (Abb. 25 und Abb. 26),
kann der relativ hohe Wassergehalt zu Versuchsbeginn angeflihrt werden. Der Tempera-
turfaktor liefert keine Begriindung, da Versuch A eine Mittelstellung aller Versuche ein-
nimmt. Ob Mikroorganismen, die an der Inaktivierung des TMV beteiligt sind, eventuell
unter trockeneren Bedingungen effektiver sind oder sich starker vermehren, kann nicht
abschlie3end beurteilt werden. Die Beobachtung kann jedoch als Ansatz fur weiterfuh-
rende Untersuchungen genutzt werden.

Aufbauend auf den Erkenntnissen der beschriebenen Untersuchungsreihe wurde die Inak-
tivierung des TMV im Rahmen einer siebenwdchigen Rotte bei 45 °C und 40 % Substrat-
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feuchtigkeit analysiert (Abb. 30). Die Bewertung der TMV-Inaktivierung bei deutlich gerin-
geren Temperaturen als fur die Hygienisierung von Kompost vorgesehen ist, und unter
Feuchtigkeitsverhaltnissen, die in der letzten Rottephase (Reifephase) angestrebt werden,
kann insbesondere fur die Hygienisierung wahrend der Ausreifungsphase von Kompost
von Bedeutung sein.

Versuch E

60 - - 90 350 - _
E 50 | o 80 300 x =45,1°C
2 40 MV T TV 70 2 | = 250 |
— L
g 20 50 ﬁ @ 100 _
S 10 — 40 S 50 _

0 x =39,4%H,0 30 0. -

0 7 14 21 28 35 42 49 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60
Rottezeit [Tage] Temperaturstufe [°C]

Abb. 30: Temperaturverlauf, Feuchtigkeitsgehalte und Temperaturverteilung des Rottever-
suches im unteren thermophilen Bereich

Auch unter relativ trockenen Bedingungen und bei Temperaturen auf der Grenze zwischen
dem mesophilen und thermophilen Bereich wurde eine gute TMV-Inaktivierung beobachtet
(Abb. 31). Der Verlauf der Inaktivierung ist mit den Ergebnissen von Versuch A zu verglei-
chen. Nach einer vergleichsweise geringen Abnahme der Infektidsitat innerhalb der ersten
drei Rottewochen war eine kontinuierlich zunehmende Inaktivierung des TMV bis zur funf-
ten Woche festzustellen. Sowohl der Grenzwert der BioAbfV als auch der aquivalente
Grenzwert fur die relative Infektiositat konnte am Ende einer funfwochigen Rotte sicher
unterschritten wird. Eine Verlangerung der Rotte um weitere zwei Wochen ergab keine
signifikante Verbesserung des Ergebnisses. Eine vollstandige Inaktivierung des TMV wur-
de unter den gepruften Gegebenheiten nicht erreicht.

Die Vermutung, dass das TMV unter relativ trockenen Bedingungen eine starkere Inakti-
vierung erfahrt, kann anhand der Ergebnisse des Versuches E nicht bestatigt werden.
Vielmehr hat sich gezeigt, dass das Virus auch bei wechselnden Rottebedingungen im
Bereich von 45 bis 55 °C und bei Feuchtigkeiten zwischen 40 und 50 % sehr konstant re-
agiert und seine Infektiositat innerhalb von finf Wochen Rottezeit soweit reduziert werden
kann, dass der Grenzwert der BioAbfV bzw. das Grenzwertaquivalent fir die relative Inak-
tivierung sicher unterschritten wird.
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Abb. 31: TMV-Inaktivierung eines siebenwodchigen Rotteprozesses bei 45 °C und 40 %
Feuchtigkeit (Versuch E)
rote Linie = Grenzwert < 8 Lasionen; rot gestrichelte Linie = Grenzwertaquivalent fur die Be-
trachtung der relativen Infektiositat = 3,4 %; Streuungsbalken kennzeichnen individuelle Streu-
ung gleich behandelter Proben (n=6); Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante
Unterschiede der In(x+10) transformierten Daten (LSD-Test; p < 0,05)

Aufgrund der guten TMV-Inaktivierung bei geringer Temperatur besteht die Moglichkeit,
dass auch nach Abschluss des eigentlichen Rotteprozesses eine weitere Inaktivierung des
Virus stattfindet, wenn der aufbereitete Kompost vor der Ausbringung zwischengelagert
wird. Eine sichere Nachweismoglichkeit der TMV-Inaktivierung uber die Dauer der aero-
ben Behandlung (Zeitfaktor), die in weiteren Untersuchungen zu bestatigen ist, wurde die
Madglichkeit bieten, die Phase der Zwischenlagerung von Kompost bei der Hygienebewer-
tung mit zu bericksichtigen. Dies kdnnte insbesondere flr die Vergarung bzw. die Hygie-
nisierung von Garruckstanden interessant sein, die im Zuge der Nachrotte nur noch eine
mafige Erwarmung erfahren. In diesem Zusammenhang gilt es auch zu beachten, dass
eine der Vergarung vorgeschaltete Hygienisierungsstufe, bei der das Garmaterial fir eine
Stunde auf 70 °C erwarmt wird, keine TMV-Inaktivierung bewirken kann.

Zur Bewertung der hygienisierenden Wirkung der mikrobiellen Aktivitat wahrend der Nach-
rotte bei Temperaturen, die bis in den unteren mesophilen Bereich reichen, wurde die In-
aktivierung des TMV durch eine bis zu drei Monate dauernde Einlage von virushaltigen
Tabakblattern in ausgereiftem Kompost uberpruft. Als reaktionsarmes Substrat wurde das
Material von zwei einjahrigen Eigenkomposten verwendet. Die Einlage der Virusproben
erfolgte im Rand- und Kernbereich der Mieten.

In Abb. 32 und Abb. 33 werden die Temperaturverlaufe und die Temperaturprofile der Ein-
legezonen dargestellt. Insgesamt war die Temperatur im Versuch F hoher als im Ver-
such G. Wie zu erwarten, wurden die Kernbereiche der Mieten starker erwarmt als die
Randbereiche. In beiden Versuchen war nur zu Versuchsbeginn eine kurzfristige Erwar-
mung zu beobachten, bei der im Kern fur wenige Stunden eine maximale Temperatur von
59 °C erreicht wurde. Derartige Temperaturentwicklungen sind auch im Kompostlager zu
beobachten, wenn das Rottegut durch die Bewegung bei der Konfektionierung intensiv
beluftet wird, wodurch die mikrobiologischen Abbauvorgange kurzfristig geférdert werden.
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Aufgrund des fortgeschrittenen Abbaus der leicht abbaubaren organischen Substanz san-
ken die Temperaturen schnell wieder in den mesophilen Bereich. Im Randbereich war nur
eine geringfugige initiale Selbsterwarmung zu beobachten. Dort lagen die Temperaturen
durchweg im mesophilen Bereich.
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Abb. 32: Temperaturverlauf der Nachrotteversuche von ausgereiftem Eigenkompost
Pfeile kennzeichnen Umsetztermine und Zeitpunkte der Probenentnahme
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Abb. 33: Temperaturprofile der Einlegezonen des TMV bei der Behandlung in ausgereif-
tem Eigenkompost
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Die Versuchsergebnisse (Abb. 34) bestatigen die Vermutung, dass die Infektiositat des
TMV auch im Anschluss an die Hauptrotte durch die mikrobiellen Prozesse, die bei ausge-
reiftem Kompost im mesophilen Temperaturbereich stattfinden, noch signifikant verringert
werden kann. Unabhangig davon, ob die Proben voribergehend thermophilen Bedingun-
gen ausgesetzt werden (Kernbereich) oder nicht (Randbereich), bewirkte der Nachrotte-
prozess eine derart starke Verringerung der Infektidsitat des TMV, dass bereits nach vier
Wochen der Grenzwert der BioAbfV unterschritten wurde. Im Folgenden war eine weitere
Abnahme auf Werte festzustellen, die kaum vom Nullwert zu unterscheiden sind. Eine
vollstandige Inaktivierung wurde jedoch trotz der starken Inaktivierung innerhalb des ers-
ten Monats auch innerhalb von drei Monaten nicht erreicht.

Die Ergebnisse der Eigenkompostierung bestatigen die Ergebnisse der Modellkompostie-
rung, die darauf hindeuten, dass der zeitliche Verlauf der mikrobiellen Inaktivierung des
TMV unterhalb von 55 °C nicht signifikant durch den Temperaturfaktor beeinflusst wird.
Zwischen dem mesophilen (Eigenkompostierung) und dem unteren thermophilen Bereich
(temperaturgesteuerte Rotteversuche) sind keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich
der TMV-Inaktivierung zu beobachten.
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Abb. 34: TMV-Inaktivierung durch 12-woéchige Nachrotte von Eigenkompost
rot gestrichelte Linie = Grenzwertaquivalent fir die Betrachtung der relativen Infektiositat;
Streuungsbalken kennzeichnen individuelle Streuung gleich behandelter Proben (n=3); Unter-
schiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede der Mittelwerte (LSD-Test;
p <0,05)
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8.5 Diskussion der Ergebnisse der Versuchsreihen mit dem TMV

8.5.1 Bewertung der in der BioAbfV vorgeschriebenen Nachweismethode fir das
TMV

Die in der BioAbfV beschriebene Nachweismethode fur das TMV und der fur die Methode
beschriebene Grenzwert zur Einhaltung der Hygienevorschriften von < 8 Lasionen sind
nicht konsequent aufeinander abgestimmt. Einerseits wird die Anwendung der Halbblatt-
methode vorgeschrieben, bei der auf einem Blatt eine Halfte mit der zu prifenden Probe
und die andere mit einer hochinfektidsen Kontrollprobe zu behandeln ist. Andererseits
bleibt das Ergebnis der Kontrollprobe bei der spateren Entscheidung, ob Grenzwerte ein-
gehalten werden oder nicht, unberucksichtigt. Was mit der vorgeschriebenen Applikation
von Kontrollsuspensionen fur ein Ziel verfolgt wird, kann nicht nachvollzogen werden. Dar-
Uber hinaus birgt die Vorschrift die Gefahr, dass die Blatthalften, die mit den zu untersu-
chenden Proben behandelten werden, durch das Applizieren einer hochinfektiosen Kon-
trolllésung auf die gegenuberliegenden Blatthalften negativ beeinflusst werden. AuRerdem
ist mit der Applikation der Kontrollldsungen, die 50 % der zu behandelnden Blattflache
ausmacht, ein Uberflissiger Arbeitsaufwand vorgeschrieben, da die produzierten Ergeb-
nisse der Behandlung nicht verwertet werden.

Wie die in Punkt 8.2.1 dargestellte Auswertung von tuber 850 mit Kontrollldésungen behan-
delten Blatthalften zeigt, erscheint die vorgeschriebene Applikationsweise der Halb-
blattmethode trotz des damit verbundenen Aufwandes zweckmalig zu sein, da die Lasi-
onsbildungsrate einzelner Blatter sehr stark variiert. Aufgrund der grof3en individuellen Un-
terschiede, mit denen Blatter auf eindringende Viren reagieren, sollte ein Nachweis-
verfahren angewendet werden, das durch diese Variabilitat nicht beeinflusst wird. Die
Halbblattmethode bietet diese Mdglichkeit, wenn die Ergebnisse der behandelten Proben
mit denen der Kontrollsuspension zu einem Relativwert verrechnet werden. Indem die An-
zahl an Lasionen, die von einer Probe gebildet wird, ins Verhaltnis zur Anzahl an Lasionen
gesetzt wird, die eine unbehandelten Kontrollldbsung auf der gegenuberliegenden Blatt-
halfte verursacht, kdnnen Fehlerquellen ausgeglichen, die aus der unterschiedlich starken
Symptomauspragungen einzelner Nachweispflanzen resultieren. Die alternativ vorge-
schlagene Bewertungsmethode erfordert die Definition eines neuen Grenzwertes fur die
relative Infektiositat. Bei 234 Lasionen, die durchschnittlich gebildet werden, errechnet sich
ein Grenzwert fUr die relative Infektidsitat in Hohe von 3,4 %. Da die Datenbasis zur Be-
rechnung dieses aquivalenten Grenzwertes mit Uber 850 ausgewerteten Blatthalften hin-
reichend grof} ist, wird vorgeschlagen, den absoluten Grenzwert von < 8 Lasionen durch
den hergeleiteten Grenzwert von < 3,4 % zu ersetzen. Wie die Ergebnisse von Verdun-
nungsreihen zeigen, wird die ursprungliche Viruskonzentration von 10 g Tabakblattern bei
einer Einhaltung des Grenzwertes auf 0,01 % der Ausgangskonzentration verringert.

8.5.2 Bewertung der Tenazitat des TMV im Hinblick auf die Hygienisierung von
Kompost

Das TMV ist durch eine sehr hohe Warmevertraglichkeit gekennzeichnet, verfugt aber nur
Uber eine vergleichsweise geringe Rotteresistenz. Im Gegensatz zu anderen phytopatho-
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genen Organismen ist der Nachweis einer ausschliefllich warmebedingten Inaktivierung
des Virus bei der Kompostierung schwierig, da hierzu Temperaturen von mindestens
70 °C Uber einen Zeitraum von 14 Tagen im gesamten Rottekdrper erforderlich sind. Diese
Temperaturanforderung, die zur TMV-Inaktivierung erreicht werden muss, liegt deutlich
uber den Temperaturgrenzen, die von der BioAbfV zum indirekten Nachweis der Hygieni-
sierung vorgeschrieben werden.

FUr den unteren thermophilen Temperaturbereich (45 - 55 °C) und im mesophilen Tempe-
raturbereich (25 - 45 °C) wurde durch Versuche festgestellt, dass der Grenzwert der Bio-
AbfV durch eine funfwochige aerobe Behandlung sicher unterschritten werden kann.
Wenn sich die Ergebnisse zur TMV-Inaktivierung, die im Rahmen der Nachrotte von aus-
gereiftem Eigenkompost beobachtet wurden, auf groRere Haufwerke Ubertragen lassen,
dann konnte der gesamte Zeitraum der Zwischenlagerung von fertigem Kompost bis hin
zum friihesten Zeitpunkt, an dem eine mechanische Ubertragung der Viren aus dem Kom-
post auf Wirtspflanzen des TMV stattfinden kann, mit in die Bewertung der Hygienisierung
einbezogen werden. Dies erscheint vor allem vor dem Hintergrund der bislang ungelosten
Problematik, einen geeigneten Hygienenachweis fur Vergarungsanlagen zu erbringen, von
Bedeutung zu sein. Nach KNIE et al. (2001) findet bei der Vergarung keine hinreichende
TMV-Inaktivierung statt. Auch die Pasteurisierung gemaly BioAbfV bewirkt keine nen-
nenswerte Inaktivierung. Zur Bewertung des Beitrages, den die Zwischenlagerung von
Komposten und von nachkompostierten Garrickstanden hinsichtlich der TMV-Inaktivie-
rung leisten kann, sind jedoch weiterfUhrende Untersuchungen unter Verwendung von
Fertigkompost und Garresten erforderlich. Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Er-
gebnisse, die auf der Einlage von Proben des TMV in ausgereiftem Eigenkompost basie-
ren, geben einen deutlichen Hinweis auf einen wahrscheinlich stattfindenden Hygienisie-
rungsprozess wahrend der aeroben Kompostlagerung. Substratunterschiede, die sich
wiederum auf die mikrobielle Besiedelung von Komposten auswirken konnten, machen
gezielte Nachuntersuchungen erforderlich, in denen auch der Einfluss des Sauerstoff-
haushaltes wahrend der Kompostlagerung beobachtet werden sollte.

Bei der Bewertung von Intensivrottesystemen mit kurzen Rottezeiten ist zu berucksichti-
gen, dass die rasche TMV-Inaktivierung, die in einem Versuch festzustellen war, nicht zu
reproduzieren war. In diesem Zusammenhang wird die Sicherheit einer bestandenen In-
betriebnahmeprifung von Anlagen, die mit Rottezeiten von weniger als zwei oder drei
Wochen arbeiten, auf Grundlage von nur zwei Untersuchungsgangen als nicht ausrei-
chend hoch bewertet. Dies betrifft primar die Anlagen der Baumusterkategorie 1 und 3,
Boxen-, Tunnel- und Zeilenkompostierung (ANONYM 2003). Eine Anerkennung solcher
Anlagen Uber die Baumustergleichheit birgt weitere Risiken, da die Hygienisierung inner-
halb kurzester Rottezeiten eine optimale Prozesskontrolle und Prozesssteuerung voraus-
setzt und deshalb nicht zuletzt vom Betriebspersonal der Anlage abhangt.

Im Rahmen der Arbeit konnte die TMV-Inaktivierung unter Rottebedingungen im oberen
und im extremen thermophilen Bereich nicht bearbeitet werden. Bereits in fruheren Unter-
suchungen wurde ein logarithmischer Zusammenhang zwischen der Hohe der Temperatur
und der Dauer der TMV-Inaktivierung festgestellt (PRICE 1933). Entsprechend nimmt die
warmebedingte Inaktivierung mit steigender Temperatur zu. Da sich eine Temperaturver-
schiebung in den hohen thermophilen Bereich auch auf die Mikroorganismengesellschaft
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auswirkt, muss der Rotteeinfluss auf die TMV-Inaktivierung fir hohere Temperaturen noch
bewertet werden. Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Versuchsergebnisse belegen
zwar, dass die Inaktivierungsleistung bei Temperaturen zwischen 25 und 55 °C nicht sig-
nifikant durch die Hohe der Temperatur beeinflusst wird, sie kbnnen jedoch nicht ohne
Nachweis auf hohere Temperaturbereiche Ubertragen werden. Da die Mikroorganismen-
vielfalt mit zunehmender Temperatur stark abnimmt, ist nicht auszuschlie3en, dass durch
die Verringerung der Mikroorganismenvielfalt die mikrobielle Inaktivierung des TMV ent-
scheidend beeintrachtigt wird.

8.5.3 Anwendungsauflagen fiir Komposte mit unsicherer Inaktivierung des TMV

Da nach Untersuchungen von CHEO (1980) eine wirksame TMV-Inaktivierung im Boden
stattfindet und Versuche zur Flachenkompostierung von IDELMANN et al. (1998) ergeben
haben, dass der TMV-Grenzwert der BioAbfV im Boden innerhalb von vier Monaten unter-
schritten wird, kdnnte eine anwendungsbeschrankte Applikation flir Komposte mit unsiche-
rer TMV-Inaktivierung eventuell eine Losung darstellen. Vorausgesetzt, dass fur die ande-
ren Erreger eine Hygienisierung nachgewiesen werden kann, konnte eine Kompostdun-
gung zu Fruchtfolgegliedern, die nicht vom TMV befallen werden, akzeptiert werden. Da
mit Getreide, Mais und Raps die meistangebauten Kulturen nicht durch das TMV gescha-
digt werden, besteht eine ausreichend gro3e Maoglichkeit, derartige Komposte landwirt-
schaftlich zu nutzen. Zum Nachweis, dass die skizzierte Nutzungsmoglichkeit von Kom-
posten mit unsicherer TMV-Inaktivierung eine sichere Form der Kompostanwendung dar-
stellt, sollte in weiterfUhrenden Untersuchungen der TMV-Abbau im Boden naher unter-
sucht werden. Fur eine ausreichend sichere Datenbasis sollte die TMV-Inaktivierung in
Abhangigkeit vom Applikationszeitpunkt (Jahreszeit) und in Abhangigkeit von der Bodenart
untersucht werden.

8.6 Resiimee V

Die Inaktivierung des TMV stellt aufgrund der besonders hohen Warmevertraglichkeit des
Virus einen Sonderfall dar, der bei der Hygienisierung von Kompost und dessen Nachweis
unter Umstanden gesondert zu betrachten ist. In Fallen, in denen die warmebedingte
TMV-Inaktivierung nicht gesichert ist, kann die vergleichsweise geringe Rotteresistenz fur
einen Inaktivierungsnachweis genutzt werden. In diesem Zusammenhang kann einerseits
mit Hilfe einer direkten Prozessprifung exemplarisch unter Beweis gestellt werden, dass
ein Behandlungsverfahren geeignet ist, TMV zu inaktivieren. Andererseits deuten die vor-
gelegten Untersuchungsergebnisse darauf hin, dass auch die Dauer des aeroben mikro-
biellen Einflusses moglicherweise als Bewertungskriterium herangezogen werden kann.
Fur allgemein hygienisierte Komposte, bei denen lediglich die TMV-Inaktivierung unsicher
ist, kann auch eine auf den Entwicklungszyklus von TMV abgestimmte Anwendungsbe-
schrankung eine Losung sein. Insgesamt sollte die Frage der TMV-Inaktivierung durch
weitere Untersuchungen noch differenzierter betrachtet werden.
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9 Zusammenfassung und Fazit

9.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Mit der getrennten Sammlung von Bio- und Grunabfallen werden auch Krankheitserreger
und Unkrautsamen erfasst, die vor der Ausbringung des Kompostes sicher abgetotet wer-
den mussen (ANONYM 1998a). Insbesondere bodenburtige Krankheitserreger, die Uber
eine geringe Ausbreitungsmaglichkeit verfligen, konnten durch die Ausbringung von nicht
hygienisiertem Kompost eine neue Ausbreitungsmaoglichkeit bekommen. Da bodenburtige
Krankheitserreger durch chemische PflanzenschutzmalRinahmen nicht zu bekampfen sind,
ist bei der Komposthygienisierung auf deren Abtétung besonderes Augenmerk zu richten.

In diesem Kontext sollte die Wirksamkeit des Hygieneprufsystems der BioAbfV, das den
Hygienisierungserfolg anhand der Abtotung von Indikatororganismen bewertet, gepruft
und weiterentwickelt werden. Hierzu wurde die Warmevertraglichkeit des Indikators P.
brassicae im Vergleich zu anderen Pathogenen und Unkrautsamen bestimmt, da die war-
mebedingte Abtétung der mit Abstand wichtigste Hygienisierungsfaktor bei der Kom-
postierung ist. Im Rahmen der Warmevertraglichkeitsuntersuchungen wurden die Wech-
selwirkungen der Abtotungsfaktoren Behandlungstemperatur, Behandlungsdauer und
Substratfeuchtigkeit bzw. Samenfeuchtigkeit im Fall der Tomatensamenversuche uber-
pruft. Zur Probenummantelung wurden sterile Substrate mit 70 % TS-Gehalt verwendet,
mit denen im Hinblick auf die Kompostierung suboptimale Feuchtigkeitsverhaltnisse einer
Kompostmiete simuliert werden sollten.

Es konnte nachgewiesen werden, dass die Warmevertraglichkeit des Indikatororganismus
P. brassicae, der im Rahmen des Prifsystems der BioAbfV aufgrund seine besonderen
Rotteresistenz als Indikator flr eine warmebedingte Inaktivierung dient, zu hoch einge-
schatzt wird und sehr heterogen ist. Zur Abtétung der meisten Proben des Erregers wur-
den im Vergleich zu anderen Pathogenen und Unkrautsamen keine erhohten Temperatur-
anspruche festgestellt. Die in wenigen Fallen zu beobachtende hohe Widerstandsfahigkeit
einzelner Proben des Erregers konnte nicht genutzt werden, um das Testsystem zu opti-
mieren, da sowohl die Suche nach hochwarmevertraglichem Erregermaterial als auch
BemuUhungen zur Homogenisierung der Warmevertraglichkeit des Erregermaterials er-
folglos verliefen. Deshalb wird vorgeschlagen, P. brassicae bei Hygieneuntersuchungen
nicht weiter als Indikatororganismus zu verwenden.

FUr den Fall, dass an der bestehenden Untersuchungsmethode der direkten Prozesspru-
fung festgehalten werden sollte, konnten konditionierte Tomatensamen als Indikatoralter-
native vorgeschlagen werden. Untersuchungen mit trockenen Tomatensamen (SFG
6,5 - 15 %) haben ergeben, dass die Warmevertraglichkeit der Samen durch Trocknen auf
ein Niveau gehoben werden kann, das dem der widerstandsfahigsten Organismen ent-
spricht. Es konnte beispielhaft gezeigt werden, dass Tomatensamen mit einem SFG von
12,4 % Uber die gleiche Warmevertraglichkeit verfligen wie die widerstandsfahigsten Pro-
ben von P. brassicae. In beiden Fallen erfordert die Abtétung eine 10-tagige Behandlung
mit 50 °C. Im Gegensatz zu P. brassicae reagierten konditionierte Tomatensamen jedoch
sehr einheitlich auf die Warmebehandlung, weshalb die Zuverlassigkeit der Testergeb-
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nisse, die von konditionierten Tomatensamen geliefert werden, als deutlich hoher einge-
stuft wird.

Als alternative Mdglichkeit zur Bewertung des Hygienisierungserfolges bei der Kompost-
herstellung wurde eine Untersuchungsmethode entwickelt, mit der der Hygienisie-
rungserfolg durch eine differenzierte Auswertung von Temperaturdaten ermittelt wird. Die
Voraussetzung fur ein temperaturbasiertes Bewertungssystem wurde durch die Ermittlung
einer Hygienisierungsgleichung geschaffen, die auf Basis von Versuchen mit konditionier-
ten Tomatensamen berechnet wurde. Der Berechnung liegt eine dreidimensionale Reg-
ressionsanalyse zugrunde, bei der Daten zur Abtétungsdauer von Tomatensamen in Ab-
hangigkeit von der Temperatur und dem Samenfeuchtegehalt verwendet wurden. Wie an-
hand von Kontrolluntersuchungen Uberprift wurde, ermdéglicht die Funktionsgleichung
auch bei kontinuierlich steigenden Temperaturen eine sehr verlassliche Berechnung der
Abtotungszeitpunkte von Tomatensamen in Abhangigkeit ihres Samenfeuchtegehaltes.
Der Korrelationskoeffizient der Funktionsgleichung betrug 0,989. Dies zeigt, dass eine
sehr hohe Ubereinstimmung zwischen der empirisch ermittelten und der berechneten Ab-
tétungsdauer von konditionierten Tomatensamen besteht.

Es konnte gezeigt werden, dass die Warmevertraglichkeit von Tomatensamen durch Ver-
ringerung des Samenfeuchtegehaltes stufenlos verandert und damit an die Warmevertrag-
lichkeit von Pathogenen und Unkrautsamen angeglichen werden kann. Diese Anpas-
sungsmoglichkeit wurde in Verbindung mit der Funktionsgleichung genutzt, um den Hy-
gienisierungserfolg auf Basis von Temperaturdaten zu berechnen. Fur den Zustand einer
gleich hohen Warmevertraglichkeit von konditionierten Tomatensamen und Pathogenen
oder Unkrautsamen wurde der Begriff SFGsquivaient €ingefuhrt. Der Zustand gleicher War-
mevertraglichkeit dient der Definition von Hygienisierungsanforderungen, die sich an der
maximalen Warmevertraglichkeit der warmevertraglichsten Pathogene und Unkrautsamen
zu orientieren hat, deren Abtétung durch Temperaturmessungen nachgewiesen werden
soll. Zum Nachweis der Abtétung von besonders warmevertraglichen Proben des Erregers
P. brassicae wurde ein SFGsgquivalenyp.br. VON 12,4 % SFG berechnet.

Durch Anwendung der Hygienisierungsgleichungen konnten die Einflusse der im Basis-,
Kern- und Randbereich einer Kompostmiete gemessenen Temperaturen auf die Hygieni-
sierung genau beschrieben werden. Das Ergebnis der Berechnung, dem ein SFGsgquivalent
von 7,08 % zugrunde gelegt worden ist, hat eine sichere Hygienisierung angezeigt. Dabei
wurden mit dem verwendeten SFGsquivalent €in Malstab an die Hygienisierung angelegt,
mit dem die Abtétung von Pathogenen und Unkrautsamen nachgewiesen werden konnte,
die bei einer Temperatur von 60 °C innerhalb von maximal sieben Tagen abgetotet wer-
den.

Zur Definition von Hygienisierungsansprichen sollten die Temperaturanforderungen an
die Abtotung von Pathogenen und Unkrautsamen durch weitere Untersuchungen prazisiert
werden. Hierzu kdnnen auch Temperatursteigerungsversuche verwendet werden, deren
Methode im Rahmen dieser Arbeit entwickelt wurde, um den Untersuchungsaufwand fur
Warmevertraglichkeitsuntersuchungen zu verringern. Auf Grundlage der in der Literatur
genannten Daten errechnet sich zum Nachweis der Abtotung besonders warmevertragli-
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cher Pathogene eine Anwendungskonstante fur die Hygienisierungsgleichung in Hohe von
7,0 bis 8,0 % SFGxquivatent-

Aufgrund der einfachen Messmethodik und den inzwischen vorhandenen Madglichkeiten
der drahtlosen DatenlUbertragung und schnellen Datenauswertung per EDV kann mit Hilfe
des temperaturgestitzten Prognosemodells eine chargengenaue Bewertung der Kom-
posthygienisierung vorgenommen werden. Die online verfugbaren Informationen kénnen
nicht nur fur die Kompostvermarktung genutzt werden. Auch eine auf Hygienisierung aus-
gerichtete Prozesssteuerung ist denkbar und kdnnte auf Basis der erforschten Grundlagen
entwickelt werden. Im Vergleich zur derzeitigen Methode der direkten Prozessprufung der
BioAbfV, die nur zwei exemplarische Untersuchungsgange je Rottesystem vorsieht, konn-
te durch das vorgeschlagene Bewertungssystem eine deutlich bessere Hygieneuber-
wachung vorgenommen werden, die wiederum zur Kompostvermarktung genutzt werden
kann, da sie Anwendungssicherheit schafft.

Die Inaktivierung des Tabak-Mosaik-Virus (TMV) wurde einer besonderen Betrachtung un-
terzogen. Die Ergebnisse von Warmevertraglichkeitsuntersuchungen haben gezeigt, dass
die Anspriche an die warmebedingte Abtotung des TMV so hoch sind, dass sie bei der
Bioabfallvergarung und bei vielen Rotteverfahren nicht erreicht werden konnen. Durch
Rotteversuche konnte aber belegt werden, dass das TMV durch den aeroben mikrobiellen
Einfluss des Rotteprozesses schon bei niedrigen Temperaturen stark inaktiviert wird. Bei
Temperaturen zwischen 45 und 55 °C genulgte eine Rottezeit von funf Wochen, um den
Grenzwert der BioAbfV sicher einzuhalten.

Die Ergebnisse eines Kompostierungsversuches mit geringer Temperatur (Eigenkompos-
tierung) haben gezeigt, dass das TMV unter aeroben Bedingungen auch bei 25 bis 45 °C
effektiv inaktiviert werden kann, so dass auch im Anschluss an den eigentlichen Behand-
lungsprozess (Rotte und Vergarung) eine weitere Inaktivierung des TMV im Kompostlager
erwartet werden kann. Durch den aeroben mikrobiellen Einfluss konnte insbesondere bei
Vergarungsanlagen wahrend der aeroben Nachbehandlung der Garruckstande in Kombi-
nation mit der Einhaltung von Karenzzeiten bis zur Kompostausbringung eine hinrei-
chende TMV-Inaktvierung erreicht werden. Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Er-
kenntnisse sind durch weitere Untersuchungen zu bestatigen, um den Grad der Reprodu-
zierbarkeit der in wenigen Versuchen gewonnenen Ergebnisse exakter zu bestimmen.

Aufgrund des guten Abbaus des TMV im Boden wurde vorgeschlagen, Komposte mit unsi-
cherer TMV-Inaktivierung fur eine beschrankte landwirtschaftliche Verwertung zuzulassen,
bei der lediglich eine Applikation zu TMV-empfindlichen Kulturen ausgeschlossen wird.

Als weiteres Ergebnis der Untersuchungen mit dem TMV wurde festgestellt, dass sich die
Empfindlichkeit der Nachweispflanzen als sehr variabel herausgestellt hat. Dies bedeutet
fur Hygieneuntersuchungen gemal BioAbfV, dass hierdurch deutliche Uber- und Unter-
bewertungen des Hygienisierungserfolges bedingt sein kénnen. Die Fehlerquote des
Nachweistestes kann durch die Anwendung der Halbblattmethode und die Berechnung
der relativen Infektiositat von TMV-Proben deutlich verringert werden. Fir die Anwendung
der Halbblattmethode wurde vom bestehenden Grenzwert der BioAbfV ein aquivalenter
Grenzwert fur die Halbblattmethode abgeleitet, der bei einer maximalen Infektidsitat von
3,4 % anzusiedeln ist.
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9.2 Fazit der Untersuchungen

Da die Bewertung der Hygienisierung von Kompost durch die Auswertung von Tempera-
turdaten abgesichert erscheint und das derzeitige Bewertungssystem gleichzeitig mit
Mangeln behaftet ist, die zu Fehleinschatzungen fihren kénnen, sollte die Methode zur
Kontrolle der Hygienisierung von Komposten genutzt werden. Hierflr spricht auch der re-
lativ geringe Aufwand, mit dem Temperaturdaten erfasst und ausgewertet werden kénnen,
wodurch eine chargengenaue Beurteilung der Hygienisierung einzelner Mieten moglich
wird. Selbst eine Rottesteuerung in Hinblick auf das Erreichen von Hygienisierungszielen
kann durch die Ausstattung von Kompostwerken mit einer entsprechenden Messtechnik
(z. B. Funkthermometer) und einer Datenverarbeitungssoftware, die noch zu entwickeln
ware, erreicht werden.

Die Anforderungen, die an die warmebedingte Hygienisierung zu stellen sind, kdnnen auf
Basis von Untersuchungen, die von GLASSER (1953), NOBLE et al. (2004) und im Rah-
men dieser Arbeit durchgefihrt wurden, zunachst in einem Bereich festgelegt werden, der
zur Abtétung von Tomatensamen mit einem SFG von 7,0 bis 8,0 % fuhrt. Diese Tempe-
raturanspruche liegen deutlich Gber denen, die zur Abtétung der derzeit verwendeten Indi-
katororganismen mit Ausnahme des TMV erforderlich sind. Zukulnftig sollten die Anspri-
che durch weitere Untersuchungen, in denen die Warmevertraglichkeit von Pathogenen
und Unkrautsamen unter suboptimalen Feuchtigkeitsverhaltnissen fir Kompostmieten
(70 % TS-Gehalt) ermittelt wird, tberpruft und ggf. angepasst werden.

Die Inaktivierung des TMV ist gesondert zu bewerten. Der Nachweis einer warmebeding-
ten Hygienisierung ist nur bei Rottesystemen mdoglich, bei denen eine hohe Mietentempe-
ratur uber einen langen Rottezeitraum erreicht wird. Aufgrund der besonderen Schwache
des Virus gegenuber den aeroben mikrobiellen Abbauprozessen kann die Inaktivierung
auf Basis von Ergebnissen, die im Rahmen dieser Arbeit gewonnen wurden, wahrschein-
lich durch Rottezeiten von mehr als funf Wochen erreicht werden. Zur Absicherung sind
weitere Untersuchungen durchzuflihren, die insbesondere auch die mikrobielle Inaktivie-
rung des TMV unter thermophilen Bedingungen bewerten. Auch die Geschwindigkeit der
TMV-Inaktivierung im Boden, die nach derzeitigem Erkenntnisstand weniger als ein Jahr
beansprucht, sollte durch weitere Untersuchungen Uberprift werden. Bei einer Bestati-
gung derart kurzer Inaktivierungszeitraume konnte eine anwendungsbeschrankte Kom-
postvermarktung fir TMV-unempfindliche Kulturen fir den Fall vorgeschlagen werden,
dass die TMV-Inaktivierung wahrend der Rotte nicht sicher nachgewiesen werden konnte.
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