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1 Einleitung

Die Biogastechnologie ist unter dem Aspekt der Nutzung erneuerbarer Energietrager
(NawaRo-Kulturen) und des Klimaschutzes eine zukunftsweisende Technologie. Das
Ausbringen der Garruckstande auf landwirtschaftlich genutzte Flachen leistet zudem einen
wichtigen Beitrag zur Schonung bestehender Ressourcen und Aufrechterhaltung nattrli-
cher Kreislaufprozesse. Uberdies ist aus dkologischer, aber auch 6konomischer Sicht die
Mdoglichkeit bedeutsam, biologische Abfalle und Reststoffe, die in groflen Mengen aus
Landwirtschaft, Gartenbau und vor allen Dingen aus industrieller Verarbeitung und Pro-
duktion anfallen, fur die Energieproduktion zu nutzen. So entstehen laut STEINMOLLER et
al. (2004) in Deutschland allein bei der industriellen Verarbeitung von Kartoffeln zu Stér-
ke, Veredelungsprodukten und Alkohol jahrlich zwischen 3 und 4 Millionen Tonnen
Rickstande wie Schalreste, Gewebswasser und Schlempe. Zudem koénnten nicht vermark-
tungsféhige, mit Schaderregern belastete Partien in Biogasanlagen gewinnbringend ent-
sorgt werden. Dies ware insbesondere im Hinblick auf die VVerwertung von Partien, die
mit Quarantaneschadorganismen (QSO) infiziert sind, von groRem Vorteil. Die Entsor-
gung mit QSO belasteter Partien ist aufgrund von Quarantanevorschriften (z.B. Pflanzen-
Quarantane-Richtlinie 77/93/EWG vom 21.12.1976, konsolidierte Fassung 2000/29/EG
vom 08.05.2000; Pflanzenbeschauverordnung in der Fassung vom 03.04.2000, Bundesge-
setzblatt 2000, 337) problematisch, weil von der Entsorgung kein Verbreitungsrisiko fir
die Quarantaneschaderreger ausgehen darf. Zumeist besteht fur derartige Befallspartien
keine sinnvolle Verwendungsmaglichkeit.

Biologische Abfélle und zu entsorgenden Befallspartien entsprechen nicht der Forderung
der Bioabfallverordnung (BioAbfV), des Diingemittelgesetzes (DUMG) und der Diinge-
mittelverordnung (DUMYV) nach phytohygienischer Unbedenklichkeit und sind deshalb als
kritisch einzustufen. Dementsprechend missen gemal der BioAbfV zumindest bei Verga-
rung im mesothermen Bereich eine Vor- oder Nachpasteurisierung bei 70 °C oder eine
Nachkompostierung durchgefihrt werden (PHiLIPP und PIETSCH, 2008). Grundsétzlich be-
steht aber nicht nur bei Befallspartien und Bioabfall, sondern bei jeglichem pflanzlichen
Material, das in die Biogasanlage gelangt, die Gefahr, dass Pflanzenpathogene den Fer-
mentationsprozess Uberleben und mit dem Garrest grof3flachig auf Kulturflachen verteilt
werden. Im Hinblick auf QSO waére dies ein groRes und nicht tolerierbares Risiko. Es
konnte in der Folge zu einem raschen und verstarkten Befall der Pflanzen und damit zu ei-
ner Zunahme bestimmter Erregerpopulationen auf den Produktionsflachen kommen. Die
betriebene Kreislaufwirtschaft, enge Fruchtfolgen bevorzugter und mit reduziertem Pflan-
zenschutzmitteleinsatz angebauter NawaRo-Kulturen sowie die gezielte Entsorgung von
Befallspartien erhohen hierbei das Gefahrdungspotenzial (Abb. 1).

Speziell bei mesotherm betriebenen Biogasanlagen, die in einem Temperaturbereich von
35 bis 45 °C laufen, kdnnten die Temperaturen fir eine Inaktivierung der Keime nicht aus-
reichen, so dass von diesen Anlagen moglicherweise eine erhdhte Gefahr ausgeht. Demzu-
folge erkennt die BioAbfV die Vergdrung im mittleren Temperaturbereich nicht als
hygienisierende Behandlung an und schreibt, wie oben ausgefihrt, bei Vergarung von
Bioabféllen in mesothermen Fermentern zusatzliche Malinahmen vor. Das eventuell be-
stehende Problem der mangelnden Hygienisierung hat Auswirkungen auf den GroR3teil der
in Bayern installierten Biogasanlagen, denn nach einer Studie des Instituts fiir L&ndliche
Strukturentwicklung, Betriebswirtschaft und Agrarinformatik (ILB) der Landesanstalt fur
Landwirtschaft (LfL) (ANONYMuUs 2007) werden immerhin ca. 75 % der bayerischen An-
lagen mesotherm gefiihrt.
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OUTPUT:

Phytosanitires Risiko
durch Ausbringen
von Gérresten

Maisanbou (Quealle: LIL) e et
akterkeile Ringt
Kartoffal

Abb. 1: Phytohygienische Risikofaktoren bei der Biogasproduktion

Vor diesem Hintergrund wurde an der LfL zur Abkl&drung mit dem Ausbringen von Gér-
resten verbundener Phytohygienerisiken das Hygienisierungspotenzial des Biogasprozes-
ses im Rahmen dieses Projekts untersucht (Abb. 2).

Pathegenhaltiges Material

Sillerung //_’_\ \
{Verringerung der Keimzah|
oder vollstindige Abtétung?)

Labonlurnk‘ . Biogasanlage Versuc :Inrmlnntir Batchversuche

—
[I.
’

]

Dekantamination
im Fermanter?

Tenazitatsuntersuchungen
{Inkubation bei unterschiedlichen
". Temperaturen Uber verschiedene

Zeitrduma)
Monitoring der
Biogasanlage- Nachweisverfahren:
pilotanlagen PCR, Bio-PCR, ELISA,

Biotest

Feldapplikation des Girrestes

Abb. 2: Schematische Darstellung der Projektarbeiten
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Die bearbeiteten Pathogene umfassten alle systematischen Pathogengruppen: Pilze, Bakte-
rien, Viren und Nematoden.

Die Untersuchungen behandelten zum einen die Quarantanekrankheiten der Kartoffel wie
die Bakterielle Ringfaule (Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, Cms), die
Schleimkrankheit (Ralstonia solanacearum, Rs), den Kartoffelkrebs (Synchytrium
endobioticum, Se) und die Kartoffelzystennematoden (Globodera pallida, Gp; G.
rostochiensis, Gr). Zum anderen wurden aufgrund gehdufter Anfragen aus der Praxis fol-
gende Nicht-Quarantaneschadorganismen bertcksichtigt: Verticillium dahliae (Vd) und V.
albo-atrum (Vaa), die Erreger von Welke bei einer Reihe bedeutsamer Kulturen,
Rhizoctonia solani, Verursacher der Spaten Rubenfaule bei Zuckerribe und der
Wourzeltoterkrankheit bei Kartoffel, Sclerotinia sclerotiorum, Ausléser von Faulnis und
Krebs z. B. bei Raps, Leguminosen, Sonnenblume, Fusarium graminearum (Fg), ein Pilz,
der zur Weillahrigkeit und Mykotoxinbildung bei Weizen fuhrt, Ustilago maydis (Um),
verantwortlich fur den Maisbeulenbrand, sowie Xanthomonas translucens pv. graminis
(Xtg, Erreger der Bakteriellen Gréaserwelke). Zudem wurde aus der Gruppe der Viren das
Rizomaniavirus (Beet necrotic yellow vein virus, BNYVV), das die Wurzelbartigkeit der
Zuckerriibe bedingt, und das als sehr persistent bekannte Tabakmosaikvirus (TMV) bear-
beitet. Eine komplette Zusammenstellung aller untersuchten Pathogene zeigt

Hervorzuheben ist, dass das oben aufgefuhrte, untersuchte Erregerspektrum auch die in
8 5 Abs. 2 der DUMYV genannten pilzlichen Erreger enthielt. Es handelt sich hier speziell
um Erreger mit widerstandsfahigen Dauerorganen wie Synchytrium endobioticum,
Sclerotinia-Arten und Rhizoctonia solani. Eine Ausnahme dabei bildete lediglich
Plasmodiophora brassicae, Erreger der Kohlhernie, der aufgrund nicht verfligbaren
Untersuchungsmaterials nicht in unsere Studien mit einbezogen werden konnte.

Zusétzlich wurde zur Abschédtzung des bestehenden phytosanitaren Risikos von Juli 2007
bis September 2008 ein Monitoring in drei unterschiedlichen, bayerischen Biogaspilotbe-
trieben (2 mesophil, 1 thermophil) zur Untersuchung von Substraten, Fermenterinhalten
und Garresten auf phytopathogene Pilze durchgefiihrt.

2 Ziele des Projekts

1) Abschatzung des Hygienisierungspotenzials des Biogasprozesses unter mesophilen
und thermophilen Bedingungen

2) Evaluierung des phytosanitaren Risikos, welches von der Ausbringung von Gérresten
fiir die Pflanzenproduktion ausgeht

3) Erfassung des aktuell bestehenden phytosanitaren Risikos durch ein in bayerischen
Biogaspilotanlagen durchgefiihrtes Monitoring

4) Entwicklung von effizienten Methoden fiir den Nachweis der Schaderreger, ihrer Le-
bensfahigkeit und Virulenz in Gérsubtraten und Garresten als Voraussetzung fir die
zu bearbeitende Fragestellung



12 Material und Methoden

3 Material und Methoden

Die Versuche wurden entweder als Fermenterversuche (siehe 3.1) oder als Batchversuche
(siehe 3.2) durchgefuhrt. Zusétzlich wurden fur einige Erreger Silierversuche angelegt
(siehe 3.3). Die Pathogene wurden entweder in isolierter Form oder tber infiziertes Pflan-
zenmaterial in die Versuche eingeschleust (Abb. 3). Nach definierten Inkubationszeiten
wurde die Lebensfahigkeit der Pflanzenpathogene untersucht.

Isolierte Erreger oder infiziertes Pflanzenmaterial

Batchversuche Silierversuche
Bechergldser Weckglaser

-
Fermenterversuche

= ’ -
Durchflussfermenter \ l / ?”

Probenahme: Stunden/Tage

Abb. 3: Ubersicht tiber die Versuchsvarianten Fermenter-, Batch- und Silierversuche

3.1 Fermenterversuche

Zur Untersuchung der Uberdauerungsfahigkeit verschiedener Schadorganismen im Bio-
gasprozess wurde pathogenhaltiges Material im Biogasversuchsfermenter unter moglichst
praxisnahen Bedingungen fermentiert. Hierflir wurden 36 I-Durchfluss-Versuchsfermenter
am Institut fur Landtechnik und Tierhaltung (ILT) der LfL genutzt, die im mesophilen (ca.
38 °C) bzw. thermophilen (ca. 55 °C) Bereich betrieben wurden. Die Raumbelastung der
Fermenter variierte zwischen 0,5 und 2,5 kg Trockenmasse pro Kubikmeter und Tag. Als
Substrat dienten vorwiegend Gras- und Maissilage in verschiedenen Anteilen. In die
Durchflussfermenter wurden jeweils zwei Keimtrdger mit einem Fassungsvermégen von
ca. 10 ml mit dem zu untersuchenden pathogenhaltigen Material eingeschleust (Abb. 4).
Die Pathogene wurden bei Pilzen als Myzel auf Ndhrmedium, als Sporen oder Sklerotien,
im Falle von Nematoden als Zysten oder umgeben von ihrer Wirtspflanze, also im Pflan-
zengewebe (,in planta®), eingebracht. Die Keimtrager wurden unterschiedlich lange im
Durchflussfermenter belassen und danach fur die Analyse lebensfahiger Schaderreger ent-
nommen (siehe Abb. 3).
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Abb. 4: A) Komponenten eines Diffusionskeimtragers (von links
nach rechts); durchbohrte Deckel (rot), Dichtungsringe, Trager-
platte als Unterstltzung flir die Membran, Celluloseacetatmembran
mit einer Porengrofe von 0.8 um zur Rickhaltung der Pathogene,
10-ml-Duranglaszylinder zur Aufnahme des Probenmaterials.
B) Zwei in einer Fuhrungsschiene tbereinander installierte Keim-
trager. C) Durchflussfermenter (schematisch) mit Vorrichtung zum
Einsetzen der Keimtrager (rot), zwei Keimtréger (griin, mit Pfeil
gekennzeichnet). D) Reihe von 36-I-Durchflussfermentern am Insti-
tut fir Landtechnik und Tierhaltung (ILT)
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3.2 Laborversuche im Batchverfahren

Laborversuche, die als diskontinuierliche Batchversuche unter kontrollierten Bedingungen
durchgefiihrt wurden, dienten zur gezielten Untersuchung der Uberdauerungsfahigkeit der
Schadorganismen in Abhéngigkeit von Temperatur und Milieu. Batchversuche kamen
hauptsachlich fur die Quarantdneschadorganismen (QSO) Ralstonia solanacearum und
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus zur Anwendung. Damit war sichergestellt,
dass diese nicht Gber die bei den Versuchsfermentern anfallenden Gérreste ausgebracht
und in die Umgebung entweichen konnten. Zudem erlaubte das Batchverfahren die Unter-
suchung grolierer Pflanzenorgane (z. B. Kartoffelknollen). Fir die Batchversuche wurden
infiziertes Pflanzenmaterial oder isolierte Erreger in Laborbechergldsern oder kleineren
Probengeféalien (z. B. ReaktionsgeféaRe) in Garsubstrat oder Puffer bei definierten Tempe-
raturen meist im Brutschrank oder im ebenfalls temperierbaren Thermomixer inkubiert.
Danach wurde zu verschieden Zeitpunkten Probenmaterial fiir die Bestimmung der Uber-
lebensfahigkeit der Pathogene entnommen (Abb. 3).

3.3 Silierversuche

Um den Einfluss der Silierung auf das
Uberleben von Pilzen vor der Biogasfer-
mentation zu ermitteln, wurden
Silierversuche am Institut fur Pflanzen-
schutz (IPS) wie auch am Institut fir Tie-
rerndhrung (ITE) der LfL in Weckglasern
durchgefuhrt. Das pathogenhaltige Material
wurde dabei in Filtertiten eingeschlossen
und diese dann in die Weckglas-Silos ein-
gebracht (Abb. 5). Nach unterschiedlich
langer Silierdauer wurde das silierte Mate-
rial auf N&hrmedien ausgelegt und auf Gber-
lebende Pathogene untersucht. Bei einigen
Experimenten wurden Proben aus dem si-
lierten Material zusétzlich im
Versuchsfermenter (siehe 3.1) bzw. Batch-
versuch (siehe 3.2) inkubiert, um die kom-
binierte Wirkung von Silierung und Fer-
mentation im Biogasreaktor zu erfassen.

Abb. 5: grol3es Foto: Weckglassilos mit
gehéackseltem Pflanzenmaterial; kleines
Foto: Filtertiite mit eingeschlossenem,
pathogenhaltigem Pflanzenmaterial
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3.4 Nachweisverfahren

Zum Nachweis der Pathogene wurden verschiedene Methoden angewandt: mikroskopi-
sche, kulturtechnische, biologische, serologische und molekularbiologische Verfahren
(Abb. 6, Tab. 2). Fur den Nachweis der Erregervitalitat, die nicht allein durch serologische
oder molekularbiologische Verfahren bestimmt werden kann, wurden stets das Erreger-
wachstum auf N&hrmedien und/oder die Fahigkeit, Wirtspflanzen zu infizieren,
miteinbezogen. Im Einzelnen wurden folgende Techniken eingesetzt:

o Kulturverfahren auf Semiselektiv- und Selektiv-Medien flr Pilze und Bakterien

e mikroskopische Auswertung nach Wachstum der Erreger, besonders Pilze, auf Nahr-
medium und Bestimmung aufgrund morphologischer Kriterien

e Immunfluoreszenz (IF)-Test fur den Nachweis von Ralstonia solanacearum: (ANO-
NYMUS, 2004a), Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (ANONYMUS, 2006);
Xanthomonas translucens pv. graminis (POSCHENRIEDER, pers. Mitt.)

¢ Realtime PCR fir R. solanacearum und C. michiganensis subsp. sepedonicus (SEIGNER
et al., 2007; KAEMMERER, 2009)

e Bio-PCR fir lebensfahige C. michiganensis subsp. sepedonicus (KAEMMERER, 2009),
R. solanacearum (SEIGNER, unveréffentlicht)

e Kklassische, qualitative PCR fir den Nachweis bestimmter Bakterien-, Pilz- und
Nematodenarten (R. solanacearum: ANONYMUS, 2004a; C. michiganensis subsp.
sepedonicus: ANONYMUS, 2006; Verticillium dahliae: ASPROMOUGKOS, 2002; V. albo-
atrum: ANONYMUS, 2007; X. translucens pv. graminis: MAES et al., 1996; Globodera
pallida, G. rostochiensis: ANONYMUS, 2004b, KAEMMERER, unveroffentlicht;
Synchytrium endobioticum: NIEpOLD und STACHEWICZ, 2004; VAN DEN BOOGERT et
al., 2005)

e DAS-ELISA (CLARK und AbAMS, 1977) und Fangpflanzentest (SEIGNER, unveroffent-
licht; FRIEDRICH et al., 2010) fur den Nachweis virulenter Rizomaniaviren

e Biotest zum Nachweis vitaler bzw. pathogener Erreger: R. solanacearum (ANONYMUS,
2004a) und C. michiganensis subsp. sepedonicus (ANONYMUS, 2006), S. endobioticum
(ANONYMUS, 2004c), X. translucens pv. graminis (FRIEDRICH, unveroffentlicht),
Globodera spp. (ARNDT, 2007), Tabakmosaikvirus (SEIGNER, unverdffentlicht)

e Schlupftest fir den Nachweis lebensféahiger Globodera spp. (ARNDT, 2007).

™ ! Methoden:
2

Zu analysleren:

Mikroskopie, PCR,
ELISA

Anwesenheit
«Ist der Erreger
noch vorhanden?™

Lebensfahigkeit

~Lebtder Erreger noch?"

Kulturtechniken

Pathogenitat Biotest/Pathogenitatstest

»Ist der Erreger noch
pathogen?”

S,

Abb. 6: Ubersicht tiber die angewandten Nachweismethoden
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35 Monitoring der Biogaspilotanlagen

Von Juli 2007 bis September 2008 wurde ein Monitoring in drei bayerischen Biogaspilot-
anlagen durchgefihrt. Zwei dieser Praxisanlagen werden mesophil, eine thermophil betrie-
ben. Monatlich wurden Proben aus den eingebrachten Substraten (Gras- und Maissilage,
Futterriben, Kérnermais, Hahnchenkot, silierte und unsilierte Zuckerriiben, Getreide), den
einzelnen Fermentern und dem Garrestlager gezogen.

Derzeit wird das Monitoring an zwei anderen Biogasanlagen fortgefthrt. Bei diesen Anla-
gen wird Garsubstrat aus 6kologischer Produktion verwendet, das moglicherweise stérker
oder auch mit einem anderen Spektrum an Phytopathogenen belastet sein kdnnte.

Die einzelnen Proben wurden/werden mit konventionellen Verfahren auf phytopathogene
Pilze untersucht und dabei auf semiselektive Nahrboden ausgelegt bzw. ausplattiert. Nach
ca. 2 Wochen wurde/wird das Wachstum der Pilze mikroskopisch ausgewertet und eine
Identifizierung aufgrund morphologischer Parameter vorgenommen.

4 Ergebnisse

Die im Batchverfahren an einer Reihe von Erregern (Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus, Ralstonia solanacearum, Globodera pallida, Globodera rostochiensis,
Fusarium graminearum, Ustilago maydis) durchgefuhrten Untersuchungen zur Analyse
des Temperatur- und Milieueinflusses ergaben, dass erwartungsgemald neben der Verweil-
dauer die Temperatur ein kritischer Faktor bei der Uberdauerung der Erreger im
Biogasfermenter ist. Darliberhinaus wurde offensichtlich, dass die Temperatursensitivitét
vom umgebenden Milieu beeinflusst wird. Die Erreger starben in Garsubstrat bei geringe-
ren Temperaturen und zudem teilweise wesentlich schneller ab als in Puffer oder Wasser.
Dort wirkte sich eine Inkubation erst bei 40-45 °C negativ auf die Lebensfahigkeit aus, in
Garsubstrat hingegen bereits ab 35-40 °C. Ab der kritischen Temperatur reduzierte — bei
jeweils 10-mindtiger Inkubation — eine Erhéhung um 4-8 °C in Wasser oder Puffer die
Keimzahl um 90 %, in Garsubstrat reichten dafiir 2-6 °C. Des Weiteren wurde eindeutig
festgestellt, dass umgebendes Pflanzenmaterial die Erreger vor den schadigenden Milieu-
einfllissen schitzt.

Da die bei unseren Batchversuchen durchgefiihrte Inkubation im Garsubstrat unter
mesothermen Bedingungen zu einer Inaktivierung von bestimmten Pathogenen gefuihrt hat
(Tab. 2), ist grundsétzlich davon auszugehen, dass unter Praxisbedingungen die Lagerung
des Garrests einen zuséatzlichen Beitrag zur Hygienisierung leistet.

Im Folgenden werden die Ergebnisse fiir die einzelnen Erreger detailliert dargestellt.
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4.1 Lebensfahigkeit der Pathogene im Durchflussfermenter und
Batchverfahren

Bei unseren Untersuchungen lagen die Uberlebenszeiten der Pathogene zumeist unter den
fur das jeweilige Substrat angegebenen theoretischen Verweilzeiten in der Biogasanlage.
Die meisten Erreger starben innerhalb weniger Stunden bzw. Tage in Gérsubstrat bzw. im
Fermenter ab (Tab. 2).

4.1.1 Bakterielle Ringfaule (Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus)

Fur den Erreger der Bakteriellen Ringfaule der Kartoffel
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Abb. 7)
wurde eine Realtime-Bio-PCR entwickelt, mit der die Un-
tersuchung der Temperaturempfindlichkeit der Bakterien
und die Feststellung ihrer Lebensfahigkeit in Géarproben
ermdoglicht wurde (KAEMMERER, 2009).

In Vorversuchen flihrte eine 2-tdgige Inkubation einer in
Puffer suspendierten Bakterienreinkultur bei 39 °C bereits  ppp 7- Durchgeschnit-
zur Abtotung (KAEMMERER, unverdffentlicht). Spater wur- e Kartoffelknolle mit
de die L_Jberlebensfahlgkelt des Ringféauleerregers in Gar- Symptomen der Bakteri-
substrat im Brutschrank (Batchversuch) untersucht. Wurden — ja Ringfaule
dabei nun ganze Knollen in Puffer bei 38 °C inkubiert, so
uberlebten die Bakterien mindestens 7 Tage lang. Dies unterstreicht eindeutig die Schutz-
wirkung der umgebenden Knolle auf die Bakterien. In Kartoffelsticken, in Garsubstrat
inkubiert, war das Pathogen ebenfalls noch am Versuchsende nach 7 Tagen vital. Unsere
LRICEY v jingsten Versuche Uber einen verlédngerten Zeitraum mit
ganzen Knollen in Géarsubstrat zeigten Gberraschenderweise,
dass die Bakterien in ganzen Knollen selbst nach einer In-
kubation von 100 Tagen (Versuchsende) im Batchversuch
noch vital waren und Symptome im Biotest hervorriefen
(Abb. 8).

Abb. 8: Auberginenpflanze circa 2 Wochen nach kinstlicher
Infektion mit Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus

Unter Bertcksichtigung der in der Praxis tblichen Retentionszeiten kénnte das bedeuten,
dass zumindest bei Vergarung nicht zerkleinerter, ganzer Knollen unter Praxisbedingun-
gen im Falle des Ringfduleerregers eine vollstdndige Hygienisierung im Biogasfermenter
nicht zu erwarten ist. Die vorliegenden Ergebnisse missten fur eine endgultige Risikoab-
schatzung jedoch noch weiter Gberpriift werden. Derzeit wird zumindest von einer Entsor-
gung infizierter ganzer Knollen in Biogasanlagen abgeraten.
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4.1.2  Schleimkrankheit (Ralstonia solanacearum)

In Vorversuchen, in denen ganze Knollen in Wasser inkubiert worden waren, konnten
nach 4-tagiger Inkubation bei 39 °C nur noch einzelne lebende Zellen isoliert werden. Da-
raufhin wurde auch das Uberleben von Ralstonia solanacearum in Batchversuchen in Gér-
substrat untersucht. Die Bakterien konnten in Kartoffelstiickchen
eine 4-tagige Inkubation in Gérsubstrat lebend Uberstehen, hin-
gegen war nach 7 Tagen, anders als bei Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus, dem Ringfauleerreger (siehe
4.1.1), kein Wachstum mehr feststellbar. Bei Inkubation ganzer
Knollen in Garsubstrat wurde nach 30 Tagen noch Wachstum
von R. solanacearum auf SMSA-Medium festgestellt; dariiber-
hinaus wurde im Biotest auf Aubergine gezeigt, dass der Erreger
mindestens Uber 14 Tagen hinweg noch pathogen war. Ob ein
langeres Uberdauern maglich ist, musste noch abgeklart werden;  Abb. 9: Reinkultur
Untersuchungen hierzu stehen noch aus. Im Gegensatz zum  von Ralstonia solana-
Gram-positiven Ringféauleerreger scheint das Gram-negative cearum auf SMSA-
Bakterium R. solanacearum empfindlicher gegentber den Be-  Semiselektivmedium
dingungen im Gérsubstrat zu reagieren. Trotzdem erscheint es

fraglich, ob die praxisiiblichen Retentionszeiten im Fermenter

im Falle von R. solanacearum fir eine Hygienisierung ausreichen, zumal es sich hier um
einen Quaranténeschadorganismus handelt und demzufolge ,,Nulltoleranz* fur diesen Er-
reger gilt.

4.1.3 Kartoffelkrebs (Synchytrium endobioticum)

In ersten Batchversuchen mit Knollenwucherungen, verursacht
durch den als sehr widerstandsfahig geltenden Kartoffelkrebser-
reger Synchytrium endobioticum, wurde in Gérsubstrat schon
nach 1-stindiger Inkubation keine Infektiositéat des Erregers im
Biotest mehr festgestellt. In Fermenterversuchen bei 39 °C mit
Knollenwucherungen, eingeschweil3t in Gazebriefchen und so
in Keimtrdger eingebracht, erwies sich das Pathogen bei der
' ] ersten Probenahme nach 4 Tage im Biotest (ANONYMUS,

Abb. 10: Mit Kartof-  2004c) als nicht mehr vital. Diese ersten auf eine relativ rasche
felkrebs befallene Kar-  aptstung hindeutenden Ergebnisse gelten jedoch nur mit &uRer-
toffelknolle stem Vorbehalt, da auch in der Positivkontrolle nur eine geringe
Erregerpathogenitat nachzuweisen war und der zur Feststellung

der Vitalitat angewandte Biotest demnach keine verlasslichen Aussagen zulieR. Weitere
Verbesserungen des Testsystems waren deshalb zwingend notwendig. Zur Uberwindung
der methodischen Schwierigkeiten kamen DNA-basierte PCR-Verfahren zum Einsatz. Die
Erreger-DNA konnte in den Krebswucherungen nach Inkubation im Fermenter bei 38 °C
zwar auch nach 21 Tagen noch nachgewiesen werden, was allerdings nur auf die Prasenz
des Erregers, nicht aber auf seine Vitalitat schlieRen lieB. Eine Abschitzung der Uber-
dauerungsféhigkeit von S. endobioticum war also weder (ber den Biotest noch Uber die
DNA-basierte PCR mdglich. Deshalb wurde in den weiteren Versuchen die Uber-
dauerungsféhigkeit des Kartoffelkrebserregers mikroskopisch ermittelt: wurden intakte
Dauersori im mikroskopischen Préparat gefunden, so war davon auszugehen, dass diese
optisch unversehrt erscheinenden Dauersori lebensféahig waren. Auf diesem Wege wurden
im Batchverfahren sehr lange Uberdauerungszeiten fir den Kartoffelkrebserreger festge-
stellt: selbst nach 137 Tagen (Versuchsende) Inkubation im Gérsubstrat bei 38 °C waren
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noch 99 % der Dauersori intakt. Eine Hygienisierung von Kartoffelpartien, die mit dem
Quarantaneschaderrger S. endobioticum verseucht sind, scheint demnach in Biogasanlagen
nicht maéglich zu sein.

4.1.4 Kartoffel-Zystennematoden (Globodera pallida, G. rostochiensis)

Fur Globodera pallida und G. rostochiensis wurde ein GPDH-mRNA-basiertes RT-PCR-
Verfahren als hochsensitive Methode zum Nachweis vitaler Nematodeneier,
Nematodenlarven und -zysten entwickelt (KAEMMERER, unveroffentlicht), basierend auf
Primern, die innerhalb eines Projekts des Departments of Environment, Food and Rural
Affairs (DEFRA), UK, erarbeitetet wurden (ANONYMUS). Dieses Verfahren wurde in Er-
génzung zum Schlupftest (Biotest) angewandt. Nach 5-tdgiger Inkubation von Zysten bei
39 °C in Puffer verlief der Schlupftest sowohl bei G. pallida als auch bei G. rostochiensis
negativ. In einem 14-tagigen Fermenterversuch bei 39 °C erbrachte der Schlupftest bei G.
rostochiensis bereits nach 4 Tagen negative Resultate. Nach 3 Tagen war keine mRNA
und bei G. pallida weniger mMRNA nachweisbar, was auf eine schnelle Abnahme der Vita-
litdt schlieBen lasst. Es ist davon auszugehen, dass Kartoffelzystennematoden durch den
Biogasprozess abgetdtet werden, so dass diesbezlglich kein phytosanitares Risiko besteht.

415  Ahrenfusariose bei Getreide (Fusarium graminearum)

Sporen von Fusarium graminearum zeigten bei 10-minutiger Inkubation in Puffer zwi-
schen 45 °C und 55 °C eine lineare Abnahme ihrer Lebensféhigkeit. In Gérsubstrat wur-
den im Batchversuch bei 40 °C nach 10 Minuten erste Sporen abgetdtet; die Abnahme der
Zahl lebender Sporen erhohte sich bis 55 °C um das 6-fache im Vergleich zur Puffer-
Inkubation. F. graminearum zeigte nach Inkubation Uberwachsener Weizenkdrner im
Biogasfermenter bei 38 °C schon nach 1 Tag kein Wachstum mehr auf Nahrmedium.

4.1.6  Wurzelbartigkeit (Rizomania) der Zuckerribe (Beet necrotic yellow vein vi-
rus) und dessen Vektorpilz Polymyxa betae

Die Untersuchungen zur Persistenz des Rizomaniavirus (Beet
necrotic yellow vein virus, BNYVV) und dessen Vektorpilzes
Polymyxa betae erfolgten nach Inkubation infizierter Zuckerri-
benwurzeln im Fermenter bei 38 °C und 55 °C mit ELISA. In
einem weiteren Schritt wurden die Proben aus dem Fermenter
dann zur Uberpriifung der Virulenz von Virus und Vektor im
Biotest (Abb. 11) und mit anschliefendem ELISA untersucht
(FRIEDRICH et al., 2010). Dabei zeigte sich, dass BNYVV nach
Fermentation bei 38 °C bis zum Versuchsende nach 36 Tagen
eindeutig nachweisbar war (Abb. 12), die Infektiositat hingegen
nur (iber einen Zeitraum von 4 Tagen und zwar lediglich in der ~ Abb. 11:  Zuckerr(-
Halfte der untersuchten Proben erhalten blieb; nach 8 Tagen  benpflanzchen, die fur
konnten in keiner einzigen Probe mehr pathogene Rizomania- ~ den Biotest zum Nach-
Viren festgestellt werden (Abb. 13). Im Gegensatz zur Inkuba- ~ Weis der Virulenz des
tion bei 38 °C nahmen die Nachweisbarkeit und Virulenz des  Rizomaniavirus  und
BNYVV bzw. des Vektors bei 55 °C viel schneller ab, so dass ~ seines Vektors kulti-
schon bei der ersten Probenahme nach 4 Tagen Biogasfermen-  Vviert wurden

tation das Virus nicht mehr nachweisbar war und auch keine

Pathogenitat mehr festzustellen war. Dies deutet auf einen schnelleren Virusabbau bzw.
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eine schnellere Inaktivierung des Vektorpilzes bei 55 °C hin und unterstreicht deutlich
den Temperatureinfluss auf das Uberleben der Erreger im Biogasfermenter.

Abb. 12: ELISA-Absorptionswerte (mA) fur BNYVV gemessen an Wurzeln von
Zuckerrubenpflanzchen direkt nach einer 1 bis 36 Tage andauernden Inkubation im
Biogasfermenter bei 38 bzw. 55 °C. Dargestellt sind Ergebnisse aus Versuch 1 (4-22 Ta-
ge) und Versuch 2 (21-36 Tage); insgesamt wurden 34 Proben analysiert. Mediane der
ELISA-Werte (n = 1-5 in Versuch 1, n = 1-4 in Versuch 2) sind flr jeden
Probenahmezeitpunkt und beide Temperaturen angegeben. Maxima und Minima der Wer-
te sind als vertikale Balken gezeichnet, mit Ausnahme von Tag 4/55 °C, Tag 8 und Tag
22/55 °C: hier stand jeweils nur ein Diffusionskeimtrager (= 1 Probe) zur Verfligung. Fir
den Tag 16/55 °C liegt wegen eines technischen Defekts des entsprechenden
Biogasfermenters kein Ergebnis vor. KK: Positivkontrolle fir den ELISA (Abb. entnom-
men Friedrich et al, 2010)
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Abb. 13: ELISA-Absorptionswerte (mA) fur BNYVV gemessen an Wurzeln von
Zuckerrubenpflanzchen nach dem Biotest. Der Biotest wurde mit Zuckerriibenwurzeln
durchgefuhrt, die vorher 1 bis 36 Tage im Biogasfermenter bei 38 bzw. 55 °C inkubiert
worden waren. Dargestellt sind die Ergebnisse aus Versuch 1 (4-22 Tage) und Versuch 2
(21-36 Tage); insgesamt wurden 34 Proben analysiert. Die Angaben fur Mediane, Maxi-
ma und Minima der ELISA-Werte sind vergleichbar mit Abb. 12. P: Mediane der positiven
Proben; N: Mediane der negativen Proben; KK: Positivkontrolle fur den Biotest (Abb.
entnommen Friedrich et al., 2010)
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41.7 Verticillium dahliae und Verticillium albo-atrum

4.1.7.1 Uberdauerung von Verticillium-Myzel im Biogasfermenter

Verticillium dahliae und V. albo-atrum wurden als Myzel auf Agar im Fermenter bei
38 °C inkubiert. V. dahliae war bis zu 8 Tage lebensfahig, V. albo-atrum bis zu 13 Tagen.
Wahrend einer 7-tdgigen Inkubation im Fermenter bei 55°C konnte zu keinem
Probenahmezeitpunkt weder bei V. dahliae noch bei V. albo-atrum Lebensfahigkeit nach-
gewiesen werden.

4.1.7.2 Uberdauerung von Verticillium an Hopfen im Silo bzw. Fermenter/Géarsub-
strat

Mit Verticillium-belastete Hopfenreben stellen ein Risiko fur die Hopfenproduktion dar,
wenn sie wieder auf Produktionsflachen ausgebracht werden. Die Vergérung von Hopfen
in Biogasanlagen konnte hier zu einer LAsung beitragen, sofern gesichert ist, dass auf die-
sem Weg eine Hygienisierung erreicht werden kann. Zur Kl&rung dieser Frage wurden
Verticillium albo-atrum-infizierte Hopfenstriinke entweder direkt in Diffusionskeimtra-
gern in Biogasfermenter eingeschleust oder davor in Weckglassilos siliert (Abb. 14). Zu
Versuchsbeginn wurden in den nicht silierten Hopfenstriinken eindeutig lebensféhige
Verticillien nach Kultur auf Nahrmedium gefunden. Auch nach 2-wdéchiger Silierung
wurde ein Uberleben von V. albo-atrum festgestellt. Folgte der 2-wdchigen Silierung in-
des eine 4- oder 8-wdchige Biogasfermentation, so konnten keine lebensfahigen
Verticillien mehr isoliert werden. Nach 8-wdchiger Inkubation in Garsubstrat ohne vorhe-
rige Silierung war V. albo-atrum auf Ndahrmedium noch nachweisbar, wenn auch das
Pilzwachstum in diesem Fall nur sehr schwach und auf je einen ausgelegten Strunk be-
grenzt war. Zu allen weiteren Probenahmezeitpunkten (Silierdauer 4-19 Wochen) wurden
keine lebensfahigen Verticillien mehr gefunden, weder direkt nach der Silierung noch
nach Inkubation im Fermenter (Tab. 1). Die nur in begrenztem Umfang durchgefihrten
Untersuchungen lassen keine detaillierten Aussagen zum Uberdauern von Verticillium sp.
zu, dennoch kann festgehalten werden, dass fir eine erfolgreiche Hygienisierung von
Hopfen eine mehrwochige Silierung und Fermentation in der Biogasanlage zu kombinie-
ren sind. Die Beantwortung der Frage, ob tatsachlich eine vollkommene Hygienisierung
erreicht werden kann, wenn groRe Mengen an infizierten Hopfen in eine Biogasanlage ge-
langen, bleibt weiteren Studien vorbehalten. Hierbei ist zu bedenken, dass Hopfen-
inhaltsstoffe moglicherweise die mikrobiellen Stoffwechselprozesse in einem Fermenter
negativ beeinflussen und so den Hygienisierungsprozessen abtraglich sind.

Abb. 14: Weckglassilos mit Hopfenhackselgut;
Verticillium-infizierte Hopfenstriinke wurden ein-
geschlossen in Filterbeuteln (kleines Bild) in die
Weckglassilos eingebracht
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Tab. 1: Zusammenstellung der Ergebnisse der Verticillium-Untersuchungen an Hopfen

Silierdaue | Auslegen auf Auslegen auf Nahrmedium nach Inkubation im
r Nahrmedium Fermenter/Garsubstrat
nach . :
Silierung 4 Wochen Inkubation 8 Wochen Inkubation
Fermenter Garsubstrat Fermenter Garsubstrat
Woche 0 Wachstum n.d. kein n.d. geringes
Wachstum Wachstum
Woche 2 Wachstum kein kein kein kein
Wachstum Wachstum Wachstum Wachstum
Woche 4 kein n.d. kein n.d. n.d.
Wachstum Wachstum
Woche 6 kein kein n.d. kein n.d.
Wachstum Wachstum Wachstum
(2 Wochen
inkubiert)
Woche 9 kein Silo1+2: n.d. n.d. n.d.
Wachstum kein
Wachstum
Woche 11 kein Silo 1+ 2: n.d. n.d. n.d.
Wachstum kein
Wachstum
(6 Wochen
inkubiert)
Woche 13 kein kein n.d. n.d. n.d.
Wachstum Wachstum
Woche 17 kein kein n.d. n.d. n.d.
Wachstum Wachstum
Woche 19 kein kein n.d. n.d. n.d.
Wachstum Wachstum

n.d. = nicht durchgefiihrte Analyse

Die Arbeiten zu Verticillium an Hopfen wurden zusétzlich von der Erzeugergemeinschaft
Hopfen HVG e.G. finanziell gefordert.
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4.1.8  Tabakmosaik (Tabakmosaikvirus)

Das Tabakmosaikvirus (TMV) gehort zu den Tobamoviren, die
bekanntermaBen sehr persistent sind. TMV wird deshalb auch
als Testorganismus bei der direkten Prozesspriifung im Rahmen
der Bioabfallverordnung eingesetzt. In unseren Untersuchun-
gen wurden mit TMV infizierte Tabakbl&tter im Batchverfah-
ren bei 38 °C bis zu 78 Tage inkubiert und danach sowohl die
Anwesenheit des Virus mit ELISA als auch dessen Pathogeni-
tat im Biotest Uberprift (Abb. 15). TMV wurde auch am Ver-
suchsende nach 78 Tagen eindeutig nachgewiesen. Auch die
Virulenz ging wahrend der Inkubation im Garsubstrat nicht
verloren.

Abb. 15: Abreiben der zu untersuchenden Probe auf Tabak-
Testpflanzen (oben); mit TMV infizierte Blatter von Test-
pflanzen (unten)

4.1.9 Bakterielle Graserwelke (Xanthomonas translucens pv. graminis)

Xanthomonas translucens pv. graminis ist der Erreger
der Bakteriellen Graserwelke (Abb. 16). In Vorversu-
chen zeigte das Pathogen bereits nach 3-tagiger Inku-
bation bei 38 °C in Garsubstrat (Batchversuch) kein
Wachstum mehr auf Medium. Hingegen war X.
translucens pv. graminis nach Inkubation von infizier-
tem Weidelgras im Fermenter bei 38 °C bis 50 Tage
lebensfahig. Allerdings erwies sich der Erreger im Bio-
test auf Weidelgras nur innerhalb der ersten 6 Tage der

Abb. 16: Mit Xanthomonas Inkubation im Fermenter als infektiés. Dies durfte al-

translucens pv. graminis infi-  Jerdings eher auf methodische Schwierigkeiten zuriick-

zierte Weidelgraser zufiihren sein als auf den tatséchlichen Verlust der Vi-
rulenz.

4.2 Silierversuche mit  Fusarium  graminearum,  Sclerotinia
sclerotiorum und Rhizoctonia solani

Um den Einfluss der Silierung auf das Uberleben verschiedener phytopathogener Pilze zu
untersuchen, wurde ein 90-tagiger Silierversuch bei 25 °C angelegt, in dem mit Fusarium
graminearum Uberwachsene Weizenkorner wie auch Sklerotien (Dauerorgane) von
Sclerotinia sclerotiorum und Rhizoctonia solani zusammen mit Mais in Weckglasern si-
liert wurden. Die Auswertung erfolgte mikroskopisch nach Wachstum auf Nahrmedium.
Dabei konnte nur bei S. sclerotiorum nach 2 Tagen geringes Wachstum festgestellt wer-
den, bei F. graminearum und Rh. solani war kein Wachstum mehr nachweisbar.

Zu den Silierversuchen mit Verticillium-infiziertem Hopfen siehe 4.1.7.2
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4.3 Ubersichtstabelle zur Uberdauerung der Phytopathogene
Tab. 2: Zusammenfassung der bearbeiteten Phytopathogene, der Methoden und Ergeb-
nisse
Erreger Krankheit Kultur Nachweismethode , [untersuchtes Ma- |Lebensfahigkeit in Garsub-
Vitalitdtsnachweis | terial strat bzw. Silage
Clavibacter michiga- Bakterielle Kartoffel, |PCR, Realtime-PCR, |ganze Knolle mindestens 100 d bei 38 °C
nensis subsp. sepedoni- |Ringfaule Tomate Wachstum auf NCP- (Batchverfahren)
cus 88-Medium + Bio-
PCR
Ralstonia solanacearum | Schleimkrank- | Kartoffel, PCR, Realtime-PCR, |ganze Knolle mindestens 30 d bei 38 °C
heit Tomate Wachstum auf (Batchverfahren)
SMSA-Medium +
Bio-PCR
Synchytrium Kartoffelkrebs | Kartoffel Mikroskopie, DNA- | Krebswucherungen |nach 137 d: 99 % intakte
endobioticum basierte PCR, Biotest Dauersori bei 38 °C (Batch-
verfahren)
Globodera pallida, Kartoffel- Kartoffel PCR, Mikroskopie, |Zysten 4.dbei38°C
Globodera rostochiensis | Zystennema- Schlupftest, Fang- (Durchflussfermenter)
toden pflanzentest, GPDH-
MRNA-Nachweis
Microdochium nivale Schneeschim- | Getreide, Mikroskopie, Wachs- | iiberwachsene 8 h bei 38 °C
mel Graser, tum auf Antibiotika- | Weizenkdrner (Durchflussfermenter)
Medium
Fusarium graminearum |Ahrenfusariose, | Getreide, Mikroskopie, PCR, Uiberwachsene 1dbei38°
Taubdhrigkeit | Gréser, Realtime-PCR, Weizenkorner (Durchflussfermenter);
(Mykotoxin- Mais Wachstum auf Anti- Silierversuch bei 25 °C: nach
bildung) biotika-Medium 2 d kein Uberleben
Beet necrotic yellow Wurzelbértig- | Zuckerriibe | ELISA, Mikroskopie, | Wurzeln 4 d bei 38 °C, nach 8 d bei
vein virus, Polymyxa keit der Zucker- ELISA nach Fang- 38 °C kein Uberleben
betae riibe pflanzentest (Durchflussfermenter);
nach 4 d bei 55 °C: kein
Uberleben
(Durchflussfermenter)
Verticillium dahliae Verticillium- Dikotyle- | Mikroskopie, Wachs- | Myzel auf Agar, isoliertes Myzel: 8 d (\Vd),
(\Vd), Verticillium albo- |Welke donen, u. a. |tum auf Biomalz- Hopfenreben 13 d (Vaa) bei 38 °C, bei
atrum (Vaa) Solanaceen, | Agar, PCR 55 °C: kein Uberleben
Hopfen (Durchflussfermenter);
Hopfen - schwarzes Myzel:
8 Wochen Uberleben im Gar-
substrat ohne vorherige
Silierung; 2 Wochen
Silierung und anschlieRende
mindestens 4 Wochen Bio-
gasfermentation: kein Uber-
leben
Ustilago maydis Maisbeulen- Mais Mikroskopie, Wachs- | Sporen 1d bei 38°C
brand tum auf Antibiotika- (Durchflussfermenter)
Wasseragar
Sclerotinia sclerotiorum | Féaule, Krebs Raps, Le- | Mikroskopie, Wachs- | Sklerotien (Dauer- |8 h bei 38 °C
guminosen, |tum auf Antibiotika- |korper) (Durchflussfermenter);
Sonnen- Biomalz-Medium Silierversuch bei 25 °C: 2 d
blume etc.
Rhizoctonia solani Spéte Ruben- | Zuckerriibe, | Mikroskopie, Wachs- | Sklerotien (Dauer- |8 h bei 38 °C
faule, Kartoffel, |tum auf Antibiotika- |korper) (Durchflussfermenter);
Wurzeltéterkra | Mais Medium Silierversuch 25 °C: kein
nkheit Uberleben nach 2d
Xanthomonas Bakterielle Grdser Wachstum auf XTS- | Weidelgras, Weidelgras: mindestens 50 d
translucens pv. graminis | Graserwelke Medium, PCR, Bio- [isolierte Bakterien |vital im Garsubstrat bei
test 39 °C
Tabakmosaikvirus Mosaikbildung |Solanaceen |Biotest und ELISA infizierte Blatter mindestens 71 d (Batchver-

fahren)

d = Tage, h = Stunden
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4.4 Monitoring der Biogaspilotanlagen

Das im Juli 2007 bis September 2008 durchgefiihrte Monitoring in 3 bayerischen Biogas-
pilotanlagen (2 mesophil, 1 thermophil) konzentrierte sich auf die Pilze. Der Grund hierfir
ist, dass Pilze die auf den Garsubstraten dominierenden Schaderreger sind und deshalb bei
der Untersuchung von Substraten, Fermenterinhalten und Garrlickstanden aus Praxisanla-
gen am ehesten die Chance besteht, Pilze im Labor nachzuweisen.

Seit November 2009 wird das Monitoring an zwei anderen Biogasanlagen fortgefiihrt, bei
denen Substrate aus 6kologischer Produktion verwendet werden.

44.1 Methodik

Die Untersuchung der Proben aus den Praxisbiogasanlagen auf phytopathogene Pilze er-
folgte mittels Plattentest (Malzextraktagar und Antibiotika-haltige Nahrmedien) und einer
Filtrationsmethode zum speziellen Nachweis von Brandsporen.

Folgende Biogassubstrate wurden untersucht: Silagen (Mais, Roggen, Weizen, Weidel-
gras, Gras, Zuckerrlben, Ganzpflanzensilage), Futterriiben, Kérnermais, Getreide, Zucker-
riben, Hahnchenkot/-mist.

Neben den Silos wurden die Vorgruben (Hydrolyse-Stufe), Fermenter, Nachgérer und die
Garreste im Endlager beprobt.

4.4.2 Monitoring-Ergebnisse

Weder in Proben aus Substraten noch aus Fermentern und Gdrrestlagern wurden
phytopathogene Pilze in nennenswertem Umfang nachgewiesen. In geringem Male wur-
den in Substratproben Arten von Alternaria, Botrytis, Cephalosporium, Fusarium,
Rhizoctonia, Tilletia und Ustilago entdeckt. In erster Linie traten als reine Saprophyten
und Schimmelpilze einzustufende Organismen auf (z.B. Hefen, Mucor, Aspergillus,
Penicillium, Paecilomyces, Trichoderma). In den Fermenterproben war insgesamt ein
deutlich geringeres Pilzwachstum als in Substratproben festzustellen. Dies gilt vor allem
fur die aus dem Nachgérer bzw. Endlager gezogenen Proben, in denen z. T. kein Pilz-
wachstum mehr zu verzeichnen war. Unterschiede zwischen meso- und thermophiler
Fermenterfiihrung wurden nicht beobachtet.

Auch das Monitoring der Biogasanlagen machte deutlich, dass eine vorhergehende
Silierung wesentlich zur Hygienisierung beitragt. Der Ausschluss von Sauerstoff ist dabei
jedoch essentiell, um eine Verpilzung der Silage zu vermeiden (Abb. 17).

Abb. 17: Proben aus einer Silage auf N&hr-
agar: starke Verpilzung bei Sauerstoffzufuhr
(links) bzw. keine Verpilzung bei Sauerstoff-
ausschluss (rechts) wahrend der Silierung

Derzeit arbeitet die Arbeitsgruppe IPS 2a (Mykologie) in Kooperation mit dem ILT und
Biogasanlagenbetreibern an einer Fortsetzung des Monitorings. Beprobt werden bis auf
Weiteres zwei Biogasanlagen, die dkologisch erzeugte Garsubstrate einsetzen. Die bisher
erhaltenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass &hnlich den Verhéltnissen bei ,,konventio-
nell* betriebenen Anlagen durch den Silier- bzw. Fermentationsprozess eine deutliche Re-
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duktion der pilzlichen Belastung erreicht wird. Dies gilt auch, wenn z.B. unsilierte, starker
mit Fusarien oder Schneeschimmel befallene Getreidekdrner bzw. Getreideschrot in die
Biogasanlagen gelangen. Nach der Fermentation sind diese Pathogene nicht mehr nach-
weisbar. Generell treten — wenn berhaupt — lediglich saprophytische Pilze auf, die keine
Schaden an Pflanzen verursachen.

5 Diskussion

Unsere Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass die Biogasfermentation zu einer Redukti-
on der Keimbelastung und zu einer Hygienisierung der Gérsubstrate fiihrt bzw. beitragt.
Dabei reichen unter den anaeroben Bedingungen im Biogasfermenter nicht nur rein
thermophile Verhaltnisse, sondern bereits Temperaturen um die 38 °C (mesophiler Be-
reich) aus, um eine Reihe bedeutsamer Pflanzenpathogene abzut6ten. Allerdings muss da-
bei eine gewisse minimale Verweilzeit im Fermenter gewéahrleistet sein.

Erwartungsgemald beeinflussen nicht nur die Temperatur und die Verweildauer des Sub-
strats im Fermenter, sondern auch das umgebende Milieu das Uberdauerungsvermdgen
von Schaderregern. Diese drei Parameter sind, neben der Widerstandsfahigkeit des Erre-
gers selbst, als kritische GroRen fur eine Hygienisierung in der Biogasanlage zu betrach-
ten. Die Ergebnisse aus unseren Untersuchungen mit den Erregern der Bakteriellen Ring-
faule und Schleimkrankheit der Kartoffel deuten darauf hin, dass eine Zerkleinerung des
Pflanzenmaterials vor der Vergéarung im Biogasfermenter fir eine Hygienisierung forder-
lich ist. Zudem tréagt eine vorherige Silierung unter optimalen Bedingungen zu einer we-
sentlichen Reduktion der Keimbelastung des Inputmaterials bei und unterstiitzt dadurch
die weitere Hygienisierung im Biogasfermenter.

Es ist davon auszugehen, dass die Inaktivierung von Pathogenen wahrend des Biogaspro-
zesses nicht allein als Temperatureffekt zu bewerten ist, da es bereits im mesothermen Be-
reich zu einer Abtétung von Keimen kam. Vielmehr ist die Inaktivierung von Schaderre-
gern vermutlich auf einen Synergismus schéadigender EinflussgroRen zuruickzufiihren: er-
hohte Temperatur, Anaerobiosis, mikrobieller Antagonismus und proteolytischer Abbau
durch die Begleitflora, niedriger pH-Wert als Folge der Saureproduktion, schéadliche Ab-
bauprodukte und toxische Substanzen, die wahrend der anaeroben Fermentation frei wer-
den (BOLLEN und VOLKER, 1996; FRAUZ et al., 2006).

Die Inaktivierung von Schadorganismen im mesothermen Bereich ist von besonderer Re-
levanz flr die meisten bayerischen Biogasanlagenbetreiber. So kam eine im Jahr 2006
durchgefuhrte Studie des Instituts fir Landliche Strukturentwicklung, Betriebswirtschaft
und Agrarinformatik (ILB) der LfL zu der Aussage, dass der GroRteil, ndmlich circa 75 %
aller Biogasanlagen in Bayern, bei Temperaturen im mesothermen Bereich zwischen 36
und 45 °C betrieben werden. Nur 10 % der Anlagen laufen zwischen 46 und 50 °C, ledig-
lich 10 % unter echten thermophilen Bedingungen zwischen 51 und 60 °C. Einschrankend
ist jedoch darauf hinzuweisen, dass in der Praxis mesotherme Anlagen den Temperaturbe-
reich zwischen 30 und 42 °C (ANONYMUS, 2007) umfassen; da unsere Studien bei Tempe-
raturen um 38 °C durchgefihrt wurden, kdnnen fir mesotherme Anlagen, die im unteren
Temperaturbereich laufen, keine Schlisse hinsichtlich einer Hygienisierung gezogen wer-
den.

Fur den Grofteil der bearbeiteten Pathogene wurden bei 38 °C Uberdauerungszeiten zwi-
schen 8 Stunden und 7 Tagen ermittelt. Hervorzuheben sind hierbei besonders die nur
kurze Zeit Uberlebenden Kartoffelzystennematoden Globodera pallida und G.
rostochiensis, die beide als Quarantdneschaderreger eingestuft sind, und die in der Dun-
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gemittelverordnung (DUMYV) gelisteten Pilze Sclerotinia sclerotiorum und Rhizoctonia
solani. Selbst bei mesothermen Versuchsbedingungen liegen unseren Untersuchungen zu-
folge die Uberlebenszeiten bei den meisten Erregern unter den fiir Substrate angegebenen
durchschnittlichen theoretischen Verweilzeiten in Biogasanlagen. Diese werden fur
thermophil betriebene Anlagen mit 15-20 Tagen und speziell fir mesotherm gefhrte Bio-
gasanlagen mit 30-40 Tagen beziffert (ANONYMuUS, 2007). Unsere Erkenntnisse bestétigen
die wenigen, fur anaerobe Fermentation in der Literatur vorliegenden kurzen Uber-
dauerungszeiten. Beispielsweise erbrachten Untersuchungen der Universitdat Hohenheim
(FRAUZ et al., 2006) &hnlich Erkenntnisse: Fusarium culmorum, ein Pilz an Getreide, wird
im Biogasfermenter sowohl bei 37 °C als auch bei 53 °C schon nach 12 Stunden inakti-
viert. Fir diese innerhalb weniger Stunden oder Tage abgetoteten Erreger kann die Bio-
gasfermentation als Hygienisierungsmafnahme angesehen werden.

Bemerkenswert ist, dass zwar ein GroRteil, aber nicht alle von uns untersuchten Erreger
wéhrend der Biogasfermentation innerhalb kurzer Zeit inaktiviert wurden. Die
Uberdauerungsfahigkeit der Pathogene ist demnach differenziert zu beurteilen. Bestimmte
Schadorganismen sind in der Lage, den anaeroben Fermentationsprozess tber einen lange-
ren Zeitraum zu Uberstehen, so z. B. der Quarantdneschadorganismus (QSO) Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus, Erreger der Bakteriellen Ringfaule der Kartoffel.
Nachdem schon WIEDEMANN und ENDERLEIN (2005) in ihren Studien zur ,,Phytohygiene
von Kartoffelabfallen ein immerhin 4-wéchiges Uberdauern des Ringfauleerregers bei
mesothermer Fermenterfiihrung belegen konnten, zeigten unsere Untersuchungen, dass
dieser in ganzen Knollen mindestens 100 Tage im Gérsubstrat unter Beibehaltung seiner
Virulenz Uberleben kann. Dagegen fanden LiEBE et al. (2010) fur Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus eine vergleichsweise kurze Uberdauerungszeit: der Er-
reger Uberlebte zwar eine 6- und 24-stiindige Fermenterinkubation, war aber bereits nach
138 Stunden nicht mehr lebensfahig. Moglicherweise spielen bei der Uberdauerung des
Ringféuleerregers der Grad der Zerkleinerung der Kartoffelknollen wie auch die Fermen-
tationsbedingungen selbst eine wesentliche Rolle. Diese Fragestellung gilt es noch weiter
abzuklaren. Ungewiss ist ferner, ob Ralstonia solanacearum, ein QSO, der die Schleim-
krankheit der Kartoffel verursacht, in mesothermen Anlagen sicher abgetotet wird, da
auch hier ein relativ langes Uberleben von 30 Tagen in ganzen Knollen im Garsubstrat
festzustellen war. Des Weiteren zéhlt der Kartoffelkrebserreger zu diesen ,,robusten Er-
regern: seine Dauersori waren selbst nach einer 139 Tage dauernden Inkubation im Gér-
substrat unter mesothermen Bedingungen noch intakt. Als weitere Beispiele fir persistente
Erreger konnen Xanthomonas translucens pv. graminis, Ausloser der Bakteriellen
Gréserwelke, Verticillium albo-atrum, Verursacher der Hopfenwelke, angefuhrt werden
sowie das Tabakmosaikvirus, ein Vertreter der thermoresistenten Viren, welche in §5
Abs. 2 DUMYV genannt sind. Diese Erreger Gberdauerten im mesothermen Temperaturbe-
reich im Gérsubstrat mindestens 35-70 Tage. Betrachtet man die in der Praxis tblichen
Verweilzeiten von Garsubstraten im Fermenter, so besteht beim Ausbringen des Garrests
auf Produktionsflachen fir diese Uber langere Zeit persistierenden Pathogene durchaus ein
Verschleppungsrisiko. Dieses ist insbesondere im Falle der QSO, fur die ,,Nulltoleranz*
gilt, von praktischer Relevanz. Da die Gefahr fir eine ,,Aufschaukelung“ von Krankheiten
auf den entsprechenden Produktionsflachen jedoch grundsétzlich nicht allein vom Aus-
bringen belasteter Gérreste abhdngt, sondern auch von der Fruchtfolge, der Persistenz ei-
nes Erregers im Boden und vor allen Dingen auch davon, ob ein Erreger tatséchlich Gber
den Boden Infektionen auszulésen vermag, kann eine endgiltige Abschédtzung des
phytopathogenen Risikos nur erregerbezogen unter Beriicksichtigung aller genannten Ein-
flussgroRRen erfolgen.
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Besteht ein tatsachliches phytosanitéres Risiko, so gibt die Bioabfallverordnung konkrete
Hinweise zu Hygienisierungsmalinahmen: Einhaltung einer Mindesttemperatur von 55 °C
uber einen zusammenhédngenden Zeitraum von 24 Stunden sowie eine hydraulische Ver-
weilzeit von mindestens 20 Tagen. Bei niedrigeren Betriebstemperaturen oder kirzerer
Verweilzeit ist flr eine Hygienisierung entweder eine thermische Vorbehandlung oder
Nachbehandlung des Materials (Erhitzung auf 70 °C; 1 Stunde) bzw. eine aerobe Nachrot-
te (Kompostierung) erforderlich. Eine Kompostierung mit anschlieBender aerober Nach-
rotte scheint im Gegensatz zur Biogasfermentation auch hinsichtlich thermoresistenter Vi-
ren eine (gewisse) Entseuchung zu bewirken (IDELMANN 2005).

Biogasanlagen-Monitoring

Einen alternativen Ansatz zur Abschdtzung des von Biogasanlagen ausgehenden
phytosanitaren Risikos bieten Monitoring-Programme. Im Rahmen des von uns durchge-
fuhrten Biogasanlagen-Monitorings wurden aus einer Reihe von Pilotbetrieben im Rah-
men des "Aktionsprogramms Biogas in Bayern" zunéchst fir den Zeitraum von Juli 2007
bis September 2008 drei Biogaspilotanlagen ausgewahlt. Da weder in den Inputmateria-
lien noch in den Gérresten dieser Pilotanlagen — unabhéngig davon, in welchem Tempera-
turbereich sie betrieben wurden — phytopathogene Pilze in nennenswertem Umfang ge-
funden wurden, scheint zumindest im Hinblick auf die Verbreitung von Pilzkrankheiten in
der Praxis keine Gefahr zu bestehen.

Die bisher erhaltenen Ergebnisse aus dem derzeit laufenden Monitoring von zwei Biogas-
anlagen, die mit 6kologisch erzeugten Garsubstraten betrieben werden, deuten auf &hnli-
che Verhdltnisse hin, wie sie fur ,,konventionell* betriebene Anlagen beschrieben wurden.

Bewertung der Projektergebnisse

Grundsatzlich bleibt festzuhalten, dass die Vergarung im Biogasreaktor zu einer Redukti-
on der Keimbelastung des Garsubstrats fiihrt. Eine vollstdndige Beurteilung des
Hygienisierungspotenzials des Biogasprozesses aufgrund der vorliegenden Projektergeb-
nisse ist jedoch nicht moglich, da Aussagen lediglich fur das im Rahmen des Projekts be-
arbeitete Erregerspektrum getroffen werden kénnen. Zum Teil sind auch dabei noch Fra-
gen offen, da in den Fermenterversuchen die in Praxisbiogasanlagen herrschenden Fer-
mentationsbedingungen zwar bestmdglich simuliert wurden, eine Ubertragung auf ,,echte*
Praxisverhéltnisse aber nur bedingt maéglich ist. Die Ergebnisse aus unseren Batchversu-
chen gelten mit VVorbehalt, da davon auszugehen ist, dass bei der Inkubation im Garsub-
strat keine mit der Vergédrung im Biogasreaktor vergleichbare Fermentation stattgefunden
hat. Allerdings bilden die Batchversuche zumindest das ,,Worst-Case-Szenario* einer
schlecht verlaufenden Fermentation in einem Biogasfermenter ab und lassen somit sehr
wohl Rickschlisse auf Phytohygienerisiken bei unzureichender Vergéarung zu. Gerade im
Hinblick auf QSO, fir die ,,Nulltoleranz* gilt, ist das Verschleppungsrisiko auch fir nicht
optimal ablaufende Vergarungsprozesse abzuschatzen, so dass dieses ,,Worst-Case-
Szenario* durchaus praktische Bedeutung besitzt.

Um die bisherigen Ergebnisse untermauern bzw. die Aussagen verallgemeinern zu kon-
nen, sind zusatzliche Untersuchungen mit z. B. verdnderten Garsubstraten und Substrat-
gemischen, anderen Raumbelastungen der Fermenter, ausgedehnten Temperaturbereichen
und weiteren Pathogenen notwendig. Zudem kénnte eine Fortsetzung des Monitorings in
der Praxis betriebener Biogasanlagen einen bedeutsamen Beitrag zur Abschétzung des von
der Garrestausbringung ausgehenden Phytohygienerisikos leisten. Fur eine umfassende
Risikobeurteilung wére dabei eine Ausdehnung des Monitorings auf weitere Anlagen und
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Anlagentypen mit unterschiedlichsten Inputmaterialien tber einen verldngerten Zeitraum
unter Einbeziehung pflanzen-, tier- und humanpathogener Keime anzustreben.

6 Zusammenfassung

Die Biogastechnologie hat sowohl in 6kologischer Hinsicht durch die Nutzung erneuerba-
rer Energietrager als auch in ékonomischer Hinsicht durch die Verwertung biologischer
Reststoffe und Abfalle aus Landwirtschaft, Gartenbau und Industrie grolRe Bedeutung.
Zudem konnten hochgradig mit Phytopathogenen infizierte und damit nicht mehr ver-
marktungsféhige Befallspartien nutzbringend in Biogasanlagen entsorgt werden, wenn ei-
ne Verschleppung der Erreger tber Garriickstande ausgeschlossen werden kann. Daher
wurde im Rahmen dieses Projektes das Hygienisierungspotenzial des Biogasprozesses
evaluiert, um das phytosanitare Risiko durch das Ausbringen von Garresten und die damit
verbundene Gefahr der ,,Aufschaukelung” der Konzentration bestimmter Erreger auf den
Produktionsflachen abschéatzen zu kénnen. Zu diesem Zweck wurden zun&chst effiziente
Methoden fur den Nachweis und die Feststellung der Lebensfahigkeit und Pathogenitét
verschiedener Schaderreger in Gérsubstraten und Gérresten entwickelt. Die Untersuchun-
gen erfolgten an den Quarantdneschaderregern der Kartoffel Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus (Erreger der Bakteriellen Ringfaule), Ralstonia solanacearum (Erreger
der Schleimkrankheit), Synchytrium endobioticum (Kartoffelkrebserreger) und den Kartof-
felzystennematoden (Globodera pallida, G. rostochiensis). Aufgrund gehdufter Anfragen
aus der Praxis wurden weitere Nicht-Quarantdneschadorganismen in das Projekt aufge-
nommen. Diese umfassten u. a. die Welkepilze Verticillium dahliae und V. albo-atrum,
Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, den mykotoxinbildenden Pilz Fusarium
graminearum, den Erreger der Bakteriellen Gréserwelke Xanthomonas translucens pv.
graminis, das Rizomaniavirus der Zuckerriibe und das temperaturresistente Tabakmosaik-
virus. Zusétzlich wurde von Juli 2007 bis September 2008 ein Monitoring dreier unter-
schiedlicher, bayerischer Biogaspilotbetriebe zur Untersuchung von Substraten, Fermen-
terinhalten und Gérresten auf phytopathogene Pilze durchgefihrt.

Unsere Ergebnisse belegen, dass die Biogasfermentation selbst bei mesothermen Tempe-
raturbedingungen (> 38 °C) zu einer Hygienisierung der Inputmaterialien beitragt. Auer-
dem zeigte sich, dass neben der Temperatur und der Verweilzeit des Substrats im
Biogasfermenter erwartungsgemaR das umgebende Milieu die Uberlebensfahigkeit der
Schadorganismen beeinflusst. Erreger in Pflanzenmaterial berlebten langer als isolierte
Erreger. Durch eine Zerkleinerung des infizierten Pflanzenmaterials konnte eine schnellere
Inaktivierung der Keime erreicht werden. Eine der Biogasfermentation vorausgehende
Silierung unter Optimalbedingungen wirkte sich vorteilhaft auf die Hygienisierung aus.
Die Uberlebensdauer der Pathogene lag zumeist unter den fiir Biogasanlagen angegebenen
theoretischen Substratverweilzeiten im Fermenter. Der grofite Teil der bisher untersuchten
Erreger starb innerhalb weniger Stunden bzw. Tage in Garsubstrat bzw. im Fermenter ab.
Dies galt insbesondere auch fur zwei untersuchte Quarantaneschadorganismen, namlich
die Kartoffelzystennematoden Globodera pallida und G. rostochiensis, sowie fir die in
der Dingemittelverordnung genannten Pilze Sclerotinia sclerotiorum und Rhizoctonia
solani. Als kritisch erwiesen sich indes die Quarantdneschaderreger Synchytrium
endobioticum, Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus und Ralstonia solanacearum
sowie Verticillium albo-atrum, Xanthomonas translucens pv. graminis und das Tabakmo-
saikvirus, die mehrere Wochen bis Monate tiberdauerten.
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Im Monitoring der Biogaspilotbetriebe konnten bislang weder in Substraten noch in Fer-
mentern oder Gérresten phytopathogene Pilze in nennenswertem Umfang nachgewiesen
werden.

Fazit

Die Vergarung im Biogasreaktor fiihrt zu einer Reduktion der Keimbelastung des Garsub-
strats. Die Gefahr, dass ein Schaderreger Uberlebt, hdngt vom Erreger selbst, den Fermen-
tationsbedingungen, der Temperaturfuhrung und Verweilzeit des Garsubstrats im Biogas-
reaktor ab: Je hoher die Temperatur und je langer die Verweilzeit, desto geringer das Risi-
ko der Uberdauerung. Eine Reihe von weit verbreiteten Schaderregern wird selbst bei
mesothermer Vergarung innerhalb weniger Stunden oder Tage abgetotet. Wenn praxisiib-
liche Verweilzeiten von wenigstens 30-40 Tagen bei Fermentertemperaturen von mindes-
tens 38 °C eingehalten werden, so besteht bei diesen Erregern kein phytosanitares Risiko.

Zu den uberdauerungsféahigen Keimen, die ein Phytohygienerisiko darstellen und bei de-
nen eine zusatzliche Hygienisierungsmanahme notwendig ist bzw. sein kann, zahlen
nach heutigem Wissen die Erreger der Hopfenwelke und der Bakteriellen Gréaserwelke wie
auch thermoresistente Viren. Sehr kritisch zu bewerten sind Partien, die mit Quaranténe-
schadorganismen kontaminiert sind, insbesondere weil fur diese Schaderreger ,,Nulltole-
ranz“ gilt. Die MalRnahmen fir die Entsorgung dieser Partien werden in jedem Fall vom
amtlichen Pflanzenschutzdienst vorgeschrieben und kontrolliert. Nach derzeitigem Kennt-
nisstand kann aus unserer Sicht fir die Erreger des Kartoffelkrebses, der Bakteriellen
Ringféule wie auch der Schleimkrankheit der Kartoffel die mesotherme Biogasfermentati-
on nicht als Malinahme zur Hygienisierung angesehen werden.

7 Summary

The biogas technology is of great ecological and economical importance by using renewa-
ble resources for energy production and by offering the chance for recycling biological re-
sidues and waste from agriculture, horticulture and industry. The possible disposal of
highly infected, non marketable field crops and plant material provides an additional ad-
vantage, if any spread of pathogens with the fermentation residue can be excluded. There-
fore the hygienisation potential of the biogas process was evaluated within this project to
assess the risk resulting from the deployment of fermentation residues and the possible
enrichment of pathogens on production sites. For this purpose, efficient methods to detect
the relevant pathogens and especially to prove their viability and pathogenicity in fermen-
tation substrates and residues were developed. The investigations comprised the quaran-
tine diseases of potato, like bacterial ring rot (Clavibacter michiganensis subsp. sepedoni-
cus), potato brown rot (Ralstonia solanacearum), potato wart disease (Synchytrium endo-
bioticum) and potato cyst nematodes (Globodera pallida, G. rostochiensis). Because of
increasing requests from practice, non-quarantine pathogens were included in our project.
These covered e. g. Verticillium wilt (V. dahliae, V. albo-atrum), Rhizoctonia solani, Scle-
rotinia sclerotiorum, the mycotoxin producing fungus Fusarium graminearum, the bacte-
rial wilt in forage grasses caused by Xanthomonas translucens pv. graminis, rhizomania
virus of sugar beet and the thermoresistant Tobacco mosaic virus. In addition, a monitor-
ing of three different Bavarian biogas plants was conducted from July 2007 to September
2008 to analyse substrates, contents of biogas fermenters and fermentation residues for
phytopathogenic fungi.

Our results demonstrate clearly that biogas fermentation contributes to hygienisation of
the input material even under mesophilic conditions (> 38 °C). Besides temperature and
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retention time of the input material in the fermenter, the surrounding milieu represents a
major impact factor for the survival of the pathogens in the biogas reactor. Pathogens situ-
ated in plant material showed a longer persistence compared to pathogens isolated from
surrounding host tissue. Chopping and shredding of infested plant material lead to en-
hanced pathogen inactivation. Ensilaging prior to biogas fermentation favoured the hygie-
nisation process. In most cases, the survival time of pathogens was shorter than the theo-
retical retention time for substrate in the fermenter. Most of the pathogens incubated in
fermentation substrate or in the fermenter died within a few hours or days. This was also
true for two quarantine pests, i.e. the potato cyst nematodes Globodera pallida and G.
rostochiensis, and even for the fungi Sclerotinia sclerotiorum and Rhizoctonia solani
which are listed in the “German Dlingemittelverordnung”. In contrast to this, Synchytrium
endobioticum, Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, Ralstonia solanacearum,
Xanthomonas translucens pv. graminis, Verticillium albo-atrum and Tobacco mosaic vi-
rus showed survival times exceeding several weeks or months.

Within the monitoring of biogas plants, phytopathogenic fungi could not be detected in
considerable amount, neither in substrates nor in fermenter contents or fermentation resi-
dues.

Conclusions

Biogas fermentation leads to a reduction of pathogen contamination of the input material.
The risk for pathogen survival depends from the pathogen itself, fermentation conditions
and temperature as well as substrate retention time in the fermenter: the higher tempera-
ture and the longer retention time, the lower the risk. A range of important pathogens is
inactivated even under mesothermal fermentation conditions within a few hours or days.
For these pathogens, keeping retention times being common practice, i.e. a minimum of
30-40 days at fermentation temperatures equal or higher than 38 °C there is no phytohy-
gienic risk.

Pathogens provoking a phytosanitary risk which require or may require further hygieniza-
tion measures are Verticillium wilt of hops, bacterial wilt of grasses and thermoresistant
viruses. A special risk is associated with plant material contaminated with quarantine or-
ganisms, especially because there is a “zero tolerance” for these pathogens. In all these
cases, disposal measures are regulated and controlled by the official plant health bodies.
At the moment for Synchytrium endobioticum, Clavibacter michiganensis subsp. sepe-
donicus and Ralstonia solanacearum, the causing agents of potato wart, bacterial ring and
brown rot of potato, mesothermal biogas fermentation is not to be considered as a hygieni-
sation measure.
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