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1 Einleitung

Mit der Einfihrung des Erneuerbare-Energien-Gesetzes (EEG) im April 2000 und deren
Novellierung in 2004 hat die Biogasbranche einen regelrechten Boom erlebt, wobei in
Deutschland seit Ende 2007 mehr als 3.700 Biogasanlagen mit einer Gesamtleistung von
rund 1.270 MW circa 6,4 Millionen Megawattstunden Strom pro Jahr erzeugen. Diese
Menge entspricht etwa 1,3 Prozent der gesamten Stromproduktion (ANONYM, 2007).
Dabei wurden bevorzugt sog. Kofermentationsanlagen installiert, die heute immer weniger
Gllle, stattdessen mehr und mehr Kofermentate verwerten. Unter Kofermentation versteht
man die gemeinsame Vergarung von Glille, Jauche oder Festmist zusammen mit Bio- und
Grlunabfallen, Speiseresten- und Lebensmittelabfallen sowie energiereichen Pflanzen

(nachwachsende Rohstoffe, NawaRos) und Pflanzenabfallen.

Die verschiedenen Abfallstoffe unterschiedlichster Herkunft und Zusammensetzung
kénnen eine Vielzahl von Erregern aus den Gruppen der Bakterien, Viren und Parasiten
enthalten mit zum Teil langen Uberlebenszeiten. Dies flihrt zu einem verstarkten seuchen-
und umwelthygienischen Risiko bei der Verwertung der Abfalle als Dinger in der
Landwirtschaft, sofern nicht gewahrleistet wird, dass durch eine verlassliche Behandlung
dieser Stoffe, wie z. B. der Pasteurisierung, der Kompostierung oder der
Anaerobbehandlung relevante Infektionserreger fir Mensch, Tier und Pflanze sicher
abgetotet werden (BOHM, 2003).

Wahrend sich bisherige Untersuchungen hauptsachlich auf die Tenazitat von
Salmonellen, Escherichia coli, Enterokokken sowie Entero- und Parvoviren in den
Verfahren der Kompostierung und der Anaerobbehandlung (Biogasanlagen) beschrankten
(RAPP, 1995; HOFERER, 2001; STOCKLEIN, 2005), erlangten Mikroorganismen, wie
z. B. Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis, insbesondere vor dem Hintergrund der
am 3. Oktober 2002 in Kraft getretenen Verordnung (EG) Nr. 1774/2002
(ANONYM, 2002a) zur Regelung von tierischen Nebenprodukten in Fachkreisen vermehrt
Interesse. Die Verordnung enthdlt strenge tierseuchen- und hygienerechtliche
Vorschriften flr die Abholung und Sammlung, Beférderung, Lagerung, Behandlung,
Verarbeitung und Verwendung oder Beseitigung samtlicher tierischer Nebenprodukte. Seit
dem 1. Mai 2003 gelten nun in der gesamten EU diese Vorschriften. National dient das
Tierische Nebenprodukte-Beseitigungsgesetz (TierNebG) vom 25. Januar 2004 der
Durchfiihrung der Verordnung (EG) Nr. 1774/2002.



Im Vorfeld der Umsetzung der oben genannten EU-Verordnung und der nationalen
Rechtsbereiche waren die wissenschaftliche Untersuchungen unter Verwendung bisher
nicht in biotechnologischen Behandlungsverfahren angewandten Priforganismen ein
wichtiger Aspekt der vorliegenden Arbeit. Dartuber hinaus sollte die Tenazitat der
Priforganismen in Kofermentationsanlagen im Zusammenhang der Novellierung der
Bioabfallverordnung (ANONYM, 1998) untersucht werden, um mdglicherweise

Alternativen zu den bisher vorgeschriebenen Priiforganismen zu erarbeiten.

Ziel dieser Arbeit war es daher, erganzend zu den bisherigen Untersuchungen in
Anaerobanlagen (Kofermentation) durch gezielte Untersuchungen seuchenhygienisch
relevanter Priforganismen in halbtechnischen Anlagen und in Praxisanlagen, Aussagen
zur Tenazitat der Priforganismen durch die Prozesseinflisse der anaeroben Behandlung
und der Hygienisierung bei unterschiedlichen Temperaturen und Aufenthaltszeiten geben
zu konnen. Daher wurden im Jahr 2002 vergleichende Untersuchungen zur Tenazitat von
Enterococcus faecalis, Salmonella Senftenberg, Campylobacter jejuni, Mycobacterium
avium ssp. paratuberculosis, Ascaris suum-Eier, Coliphage T1 und Coliphage
LSWildstamm* durchgeflhrt.

Bei der Uberpriifung der Inaktivierungsrate von Mikroorganismen durch die Prozesse der
anaeroben Fermentation sowie unterschiedlicher Hygienisierungsverfahren wurden
ausgewahlte Priforganismen mit Hilfe von Prifkérpern in die Anlagen eingebracht.

Parallel zu den Tenazitatsuntersuchungen mit den speziell entwickelten Prifkérpern
wurden mikrobiologische Untersuchungen des In- und Outputmaterials durchgefihrt.
Dabei wurden die Substrate aus unterschiedlichen Anlagen auf ihren Gehalt an
Salmonellen, Enterokokken und Gesamtcoliforme sowie Fakalcoliforme untersucht. Das
Ziel der In- und Outputuntersuchungen lag darin, die Effektivitat der in den untersuchten
Anlagen ablaufenden Prozesse der anaeroben Fermentation sowie der angewandten

Hygienisierungsverfahren zu Uberprufen.



2 Literatur

21 Gesetzliche Grundlagen

Im Bereich der Sekundarrohstoffverwertung verfolgt die Umweltpolitik von Bund und
Landern zwei Ziele: Auf der einen Seite die weitgehende und umweltgerechte Verwertung
von Bioabféllen, auf der anderen Seite den Auf- und Ausbau der Energiegewinnung aus
Biomasse als Element einer verantwortungsvollen, zukunftsorientierten Energiepolitik mit
der Maligabe einer sachgerechten Einbettung der Energiegewinnung aus Biomasse in
den Umwelt- und Naturschutz sowie unter der Pramisse verwaltungsrechtlicher Rahmen-
bedingungen (HOCHST, 2002). Im landwirtschaftlichen Bereich sind bei der Errichtung
von Biogasanlagen unter Berlcksichtigung der moglichen Auswirkungen auf die Umwelt
eine Vielzahl gesetzlicher Vorgaben sowie Sicherheitsanforderungen und die in den er-
forderlichen Genehmigungsbescheiden und Erlaubnissen festgelegten Regularien zu be-
achten. Von groRer Bedeutung sind daher die wasserrechtlichen Anforderungen an die
Errichtung der Lagerbehalter, Vorlage- und Garbehalter, Endlagerbehalter, Rohrleitungs-
systeme, Abtankflachen und Einrichtungen fir die unterschiedlichen Lager- und Behand-
lungsbereiche. Die Aufbringung der Endprodukte (Garprodukt / Kompost) auf land-
wirtschaftliche Nutzflachen wird hingegen durch die Bioabfallverordnung (BioAbfV) und
das einschlagige Dingemittelrecht bestimmt. Auch hier sind jedoch die wasserrechtlichen
Vorschriften zu beachten (ANONYM, 2002b). Um den Bau und Betrieb von Biogas-
anlagen zu steuern und zu Uberwachen, bzw. die Genehmigung und Uberwachung in
einen geordneten Rahmen zu stellen, gelten eine Vielzahl an Gesetzen und Vorschriften.
Erlauterung finden hier jedoch nur die Gesetze, die fur die beschriebenen Unter-

suchungen von Relevanz sind.

211 Kreislaufwirtschafts- und Abfallgesetz (KrW-/AbfG)

Gemall der Vorgabe des EU-Abfallrechts (ANONYM, 1991) hat das nach deutschem
Recht geltende Kreislaufwirtschafts- und Abfallgesetz (ANONYM, 1994) die Abfall-

nomenklatur des ,European Waste Catalogue-EWC* iibernommen.

Dieses bietet dadurch eine einheitliche Grundlage fiir die Bezeichnung von Abfallen in der

Europédischen Union. GemalR den Begriffsdefinitionen des EWC sind Speisereste



Nahrungsmittelabfalle tierischer und pflanzlicher Herkunft aus Einrichtungen der
Gemeinschaftsverpflegung und privater Haushalte. Uberlagerte Nahrungsmittel haben

das gesetzlich vorgeschriebene Verfallsdatum erreicht oder tberschritten.

21.2 Bioabfallverordnung (BioAbfV)

Die Bioabfallverordnung (ANONYM, 1998) ist eine Verordnung Uber die Verwertung von

Bioabfallen auf landwirtschaftlich, forstwirtschaftlich und gartnerisch genutzten Béden.

Im Einvernehmen mit dem Bundesministerium fir Ernahrung, Landwirtschaft und
Verbraucherschutz (BMVEL) und dem Bundesministerium flir Gesundheit (BMG) hat das
Bundesministerium fur Umwelt, Naturschutz und Reaktorsicherheit (BMU) am 21.
September 1998 auf Grund des § 8 Abs. 1 und 2 des Kreislaufwirtschafts- und
Abfallgesetzes (KrW-/AbfG) vom 27. September 1994 die so genannte
Bioabfallverordnung erlassen (BGBI. | S. 2705). Diese gilt fir unbehandelte und
behandelte Bioabfalle und Gemische, die zur Verwertung auf landwirtschaftlich,
forstwirtschaftlich oder gartnerisch genutzten Béden aufgebracht werden sollen oder zum
Zweck der Aufbringung abgegeben werden. Der Geltungsbereich erstreckt sich dartuber

hinaus auch auf die Behandlung und Untersuchung solcher Bioabfalle und Gemische.
Diese Verordnung gilt fur die folgenden Anwendungsbereiche:

- Offentlich-rechtliche Entsorgungstréger  und Dritte, = Verbande  oder
Selbstverwaltungskorperschaften der Wirtschaft, denen nach § 16 Abs. 2, § 17
Abs. 3 oder § 18 Abs. 2 des Kreislaufwirtschafts- und Abfallgesetzes Pflichten zur

Verwertung von Bioabféllen Ubertragen worden sind (Entsorgungstrager),

- Erzeuger oder Besitzer von Bioabfallen oder Gemischen, soweit sie diese Abfalle

nicht einem Entsorgungstrager Uberlassen,
- Denjenigen, der Bioabfalle behandelt (Bioabfallbehandler),
- Hersteller von Gemischen unter Verwendung von Bioabfallen (Gemischhersteller),

- Bewirtschafter von landwirtschaftlich, gartnerisch oder forstwirtschaftlich genutzten
Boden, auf denen unbehandelte oder behandelte Bioabfalle oder Gemische auf-

gebracht werden sollen oder aufgebracht werden.



Die Behandlung, welcher die Bioabfélle zugefuhrt werden, muss demnach die seuchen-
und phytohygienische Unbedenklichkeit gewahrleisten. Dies ist dann gegeben, wenn in
Vergarungsanlagen das Material so behandelt wird, dass eine Mindesttemperatur von
55 °C uber einen zusammenhangenden Zeitraum von 24 Stunden sowie eine
hydraulische Verweilzeit im Reaktor von mindestens 20 Tagen erreicht wird. Bestehen
niedrigere Betriebstemperaturen oder eine kirzere Einwirkungszeit, muss entweder eine
thermische Vorbehandlung der Inputmaterialien durch Erhitzung auf 70 °C fir eine Stunde
oder eine entsprechende Nachbehandlung der Produkte bzw. eine aerobe Nachrotte der
separierten Garrickstande (Kompostierung) durchgeflihrt werden. Inputmaterialien, die
noch nicht hygienisiert sind, sind dabei so aufzubewahren, dass sie nicht mit bereits ver-
gorenen, kompostierten oder erhitzten Materialien in BerUhrung kommen kdnnen

(,Schwarz-WeiR-Trennung®).

Die genannten Behandlungsprozesse missen entsprechend der Verordnung zudem mit
einer Uberwachungsmdglichkeit ausgestattet sein. So muss die Méglichkeit der Ein-

bringung und der Entnahme von Proben des Materials Gber Offnungen erfolgen.

Die Risiken einer Ubertragung von epidemiologisch relevanten Krankheitserregern sind
bei bestimmungsgemafler Anwendung von hygienisch unbedenklichen Produkten aus der
biologischen Abfallbehandlung minimiert. Falls der Anwendungszweck es erfordert, dass
auch Mikroorganismen hdéherer Chemo- und/oder Thermoresistenz inaktiviert sein
mussen, so muss dies durch eine validierte zusatzliche Behandlung erfolgen. Mit Hilfe von
direkten und indirekten Prozessprifungen und mit Produktprifungen wird die hygienische
Unbedenklichkeit von Produkten aus der biologischen Abfallbehandlung festgestellt. Erst
wenn alle Prufungsanforderungen erfullt sind, kdnnen die Produkte als hygienisch unbe-
denklich eingestuft werden. Haben Produkte die Prifungen nicht bestanden, missen sie

einer erneuten keimabtétenden Behandlung unterzogen werden.

Mit der direkten Prozessprifung wird durch Einbringen von Prif- oder Indikator-
organismen der Wirkungsgrad des Verfahrens aus hygienischer Sicht fir den gesamten
Verfahrensablauf ermittelt. Die direkte Prozessprifung erfolgt mit dem Priforganismus
Salmonella Senftenberg W775 H,S negativ. Eine direkte Prozessprifung ist innerhalb von
zwoOIf Monaten nach Inbetriebnahme einer neu errichteten Bioabfallbehandlungsanlage
durchzufiihren. Dies gilt entsprechend fir bereits geprifte Anlagen bei Einsatz neuer

Verfahren oder wesentlicher technischer Anderung der Verfahren oder Prozessfiihrung.



Mit der direkten Prozessprifung wird durch Einbringen von Test- oder Indikator-
organismen der Wirkungsgrad des Verfahrens aus hygienischer Sicht fir den gesamten
Verfahrensablauf ermittelt. Die Indikatororganismen werden dafiir in die flr die thermische
Inaktivierung der Priforganismen reprasentativen Prozessabschnitte und nach ent-
sprechend zeitlich angepasster Entnahme auf dberlebende bzw. infektionsfahige

Pruforganismen gepruft.

Geeignete Abfallbehandlungstechniken und die dazu notwendigen baulichen Voraus-
setzungen kdnnen das Gesundheitsrisiko im Umgang mit tierischen Abfallen wesentlich
reduzieren (BOHM, 1999; COLE et al., 1999). Zum Ausschluss der Beteiligung von
Biogasanlagen an der Verbreitung von Tierseuchengeschehen ist es daher notwendig,
alle erforderlichen Rahmenbedingungen beim Bau und Betrieb einer solchen Anlage zu
erfillen. Anaerob-Anlangen missen aus hygienischer Sicht folgende Bedingungen fir

eine direkte Prozessprufung erflllen:

- Zugangsoffnungen am Reaktor und/oder an der Vor- bzw. Nacherhitzungs-

einrichtung zum Einbringen der Prifkérperproben,

- Messfuhler fur Temperatur an den fur die thermische Inaktivierung der Prif-

organismen relevanten Anlagenteilen (Hygienisierung),
- pH-und Temperaturmessung im Bereich der Prifkérperproben,

- errechnete bzw. an der Anlage gemessene Angaben zur realen Verweilzeit der
Substratpartikel (BOHM, 1999).

Bei indirekten Prozessprifungen sind lediglich Uber den Temperaturverlauf an repra-
sentativen Stellen der Anlage, z.B. Kernzonen der Hygienisierungseinrichtung, bzw. des
Anaerobreaktors, und die Beschickungsintervalle der anaeroben Behandlungsanlagen

Aufzeichnungen zu fihren und funf Jahre aufzubewahren.

Die ,indirekte Prozessprifung® kommt dann zum Einsatz, wenn die oben genannten
Kriterien bei Anlagen nicht erflllt werden kénnen, welche sich schon im Betrieb befinden.
Als Ubergangslésung gibt es die erweiterte ,Input- / Outputkontrolle, d.h. das Material
wird sowohl vor als auch nach der Anlage zur Kennzeichnung des hygienischen
Wirkungsgrades monatlich durch ein Referenzlabor Gberprift. Nach der Novellierung der
Bioabfallverordnung gibt es diese Mdglichkeit nicht mehr (PHILIPP, 2005).



Die Produktprifungen (Endproduktkontrollen) im Rahmen der Fremduberwachung sollen
gewahrleisten, dass das Endprodukt hygienisch unbedenklich ist. In jeder
Kompostierungs- und Vergarungsanlage sind mindestens halbjahrliche bzw. vierteljahr-

liche Produktprifungen durchzufihren.

213 Verordnung (EG) Nr. 1774/2002

In Reaktion auf die Bovine Spongioforme Encephalopathie (BSE) - und Maul- und Klauen-
seuche (MKS) - Krise wurden auch flr risikofreie Rulckstande aus der
Lebensmittelbranche hohe hygienische Anforderungen an den Betrieb und die

Ausstattung von Kompostierungs- und Vergarungsanlagen bestimmt (ANONYM, 2002a).

Innerhalb der Europaischen Union werden mit dieser Verordnung hygiene- und tier-

seuchenrechtliche Vorschriften hinsichtlich
- Verarbeitung und Verwendung oder Beseitigung,
- Abholung und Sammlung sowie
- Beférderung, Lagerung und Behandlung

von tierischen Nebenprodukten erlassen.

Die Verordnung dient, wie die Bioabfall- (BioAbfV) und Dingemittelverordnung (DUMV),
dem Schutz und der Sicherheit der Gesundheit von Mensch und Tier im Umgang mit
tierischen Nebenprodukten, wobei Kiichen- und Speiseabfélle eine besondere Bedeutung
zugemessen werden: ,Kichen- und Speiseabfélle, die Erzeugnisse tierischen Ursprungs
enthalten, kénnen ebenfalls ein Kanal fur die Verbreitung von Seuchen sein. Kichen- und
Speiseabfalle, die innerhalb der Gemeinschaft anfallen, sollten nicht fir die Verfitterung

an Nutztiere, ausgenommen Pelztiere, verwendet werden.®

In Artikel 4 bis 6 erfolgen genaue Begriffsbestimmungen der tierischen Nebenprodukte mit

einer Einteilung in drei Kategorien:

1. Kategorie 1: TSE-verdachtige Tiere, spezifisches Risikomaterial (SRM), Gemische
von Kategorie 1 Materialien mit Materialien der Kategorien 2 und/oder 3.

2. Kategorie 2: andere tierische Nebenprodukte als Materialien der Kategorie 1, inkl.
Gullle und Magen- und Darminhalte, sowie Gemische von Materialien der

Kategorien 2 und 3.



3. Kategorie 3: Nebenprodukte gesunder Tiere, die zum menschlichen Verzehr

geschlachtet wurden, ehemalige Lebensmittel, Klichen- und Speiseabfalle u. a.

Gulle wird beispielsweise in Kategorie 2 eingeteilt und darf damit nur noch nach
Vorbehandlung unter Drucksterilisation in Biogas- und Kompostanlagen verwertet werden.

Dies flihrt zu einer Fiille an Ausnahme- und Ubergangsbestimmungen (KEHRES, 2003).

Die Verordnung enthalt weiterhin spezielle Vorschriften fir die Zulassung von Biogas- und

Kompostieranlagen im Anhang VI unter Kapitel Il, gedndert durch die Verordnung (EG)

Nr. 208/2006 der Kommission vom 7. Februar 2006 (ANONYM, 2006a).

Entsprechend Abschnitt A missen Biogasanlagen Uber nachfolgende Einrichtungen

verflgen:

1. unumgehbare Pasteurisierungs-/Entseuchungsabteilung mit

- Gerate zur Uberwachung der Temperaturentwicklung,

- Aufzeichnungsgeraten zur kontinuierlichen Aufzeichnung der oben genannten
Messergebnisse

- einem angemessenem Sicherheitssystem zur Vermeidung einer unzulénglichen
Erhitzung

2. geeignete Einrichtungen zur Reinigung und Desinfektion von Fahrzeugen und

Behaltern beim Verlassen der Biogasanlage.

In der Verordnung (EG) Nr. 208/2006 unter Abschnitt B, C und D wird zudem detailliert
auf die Hygienevorschriften, Verarbeitungsnormen und Fermentationsriickstande und
Kompost eingegangen:

1. Material der Kategorie 3, das in mit einer Pasteurisierungs-/Entseuchungsabteilung
ausgestatteten Biogasanlage als Rohmaterial verwendet wird, muss folgende
Mindestnormen erfullen:

- HochstteilchengroRe vor Eingang in die Abteilung: 12 mm,

- Mindesttemperatur des gesamten Materials in der Abteilung 70 °C und

- Mindestzeit in der Abteilung ohne Unterbrechung: 60 Minuten

2. Validierung des geplanten Verfahrens durch Messung der Verminderung der
Lebensfahigkeit/Infektiositat von:

- endogenen Indikatororganismen wahrend des Verfahrens, wobei der Indikator:

- im Rohmaterial standig in hoher Anzahl vorhanden ist,



- nicht weniger hitzeresistent gegenuber den letalen Aspekten des
Behandlungsverfahrens ist, jedoch auch nicht signifikant resistenter als die
Pathogenen, zu deren Uberwachung er verwendet wird,

- relativ leicht zu quantifizieren sowie relativ leicht zu ermitteln und zu bestatigen ist;
oder

- einem gut beschriebenen Testorganismus oder Virus wahrend der Exposition, der in
einen geeigneten Testkorper im Ausgangsmaterial eingebracht wird;

3. Mit der Validierung des in oben genannten geplanten Verfahrens muss nachgewiesen

werden, dass das Verfahren folgende Gesamtrisikominderungen erreicht:

- bei thermischen und chemischen Verfahren durch:

- Verminderung von 5 log10 von Enterococcus faecalis oder Salmonella Senftenberg
(775W, H,S negativ);

- Verminderung des Infektiositatstiters von thermoresistenten Viren, wie etwa
Parvovirus um mindestens 3 log10 immer dann, wenn sie als relevante Gefahr
ermittelt werden;

- bei chemischen Verfahren auch durch:

- Verminderung resistenter Parasiten wie etwa Eiern von Ascaris spp. um mindestens
99,9 % (3 log10) der lebensfahigen Stadien;

4. Reprasentative Proben von Fermentationsriickstdnden bzw. Kompost, die wahrend

oder unmittelbar nach der Verarbeitung aus der Biogas- oder Kompostieranlage zur

Uberwachung des Verfahrens entnommen werden, missen folgende Normen erflillen:

- Escherichiacolin=5,¢c=1,m=1000, M=5000in 1 g oder

- Enterococcaceae:n=5,c=1, m=1000,M=5000in1g; und

Reprasentative Proben von Fermentationsrickstanden bzw. Kompost, die wahrend oder

unmittelbar nach der Auslagerung aus der Biogas- oder Kompostieranlage enthommen

werden, mussen folgende Normen erfiillen:

Salmonella: in 25 g nicht nachweisbar: n =5; ¢ = 0; m = 0; M = 0 wobei
- n = Anzahl der zu untersuchenden Proben;

- m = Schwellenwert der Anzahl Bakterien; das Ergebnis gilt als zufriedenstellend,
wenn die Keimzahl in allen Proben m nicht Giberschreitet;
- M = Hoéchstwert der Anzahl Bakterien; das Ergebnis gilt als nicht zufriedenstellend,

wenn die Keimzahl in einer oder mehreren Proben gréRer oder gleich M ist;
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- ¢ = Anzahl der Proben, bei denen die Keimzahl zwischen m und M liegen kann,
wobei die Probe noch als zulassig gilt, wenn die Keimzahl in den anderen Proben

m oder weniger betragt.
Fermentationsrickstdnde oder Kompost, der die in diesem Kapitel genannten

Anforderungen nicht erflllt, ist erneut zu verarbeiten.

Die Anzahl der aufgefiihrten Gesetze und Verordnungen, die bei einer Verwertung der
organischen Substanzen in einer Biogasanlage umgesetzt werden mussen, ist beachtlich.
Um die geforderten Auflagen einzuhalten, sind umfangreiche anlagenspezifische
Installationen wie die geforderte Hygienisierungseinrichtung sowie Mess-, Steuer- und
Regeltechnik erforderlich. Dies erhéht in jedem Fall die Investitionskosten beim Bau der

Biogasanlage.

Die einzuplanende Genehmigungsdauer einer neu zu errichtenden Anlage wird zudem
langer als bei einer Standard - Anlage zur ausschlieRBlichen Vergarung von landwirtschaft-

lichen Reststoffen und Kofermenten auf Basis nachwachsender Rohstoffe sein.

214 Tierische Nebenprodukte-Beseitigungsgesetz (TierNebG)

Da die EG Verordnung Nr. 1774/2002 unmittelbar anwendbares Gemeinschaftsrecht ist,
musste gleichlautendes oder entgegengesetztes nationales Recht aufgehoben werden; in
diesem Fall das deutsche Tierkdrperbeseitigungsgesetz, die Tierkdrperbeseitigungs-
anstalten-Verordnung sowie die Futtermittelherstellungs-Verordnung. Es bedurfte gleich-
zeitig erganzender nationaler Regelungen, da im EG-Recht bestimmte Tatbestande, wie
zum Beispiel die Zustandigkeiten oder die zur Beseitigung Verpflichteten, nicht geregelt
sind. Als Weiteres mussten die Regelungsspielrdume, die die EG-Verordnung den
Mitgliedsstaaten |asst, den nationalen Gegebenheiten entsprechend genutzt werden. Mit
dem Gesetz zur Durchfuhrung gemeinschaftsrechtlicher Vorschriften Uber die Ver-
arbeitung und Beseitigung von nicht flir den menschlichen Verzehr bestimmten tierischen
Nebenprodukten ist dies erfolgt (Artikel 1 des TierNebG).

Das Tierische Nebenprodukte-Beseitigungsgesetz bildet neben der Verordnung (EG) Nr.
1774/2002 (2.1.3) den rechtlichen Rahmen fiir die Kategorisierung der tierischen Neben-

produkte gemal ihrem potentiellen Risiko flir die Gesundheit von Mensch und Tier.
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Zur naheren Spezifizierung haben die Dienststellen der Europaischen Kommission nach-
folgende Verordnungen erarbeitet:
Verordnung (EG) Nr. 12/2005 (ANONYM, 2005a) vom 6. Januar 2005
(Ubergangsmafinahmen zum Verarbeitungsstandard fiir Material der Kategorie
3 und Gllle in Kompostierungs- und Biogasanlagen),
Verordnung (EG) Nr. 79/2005 (ANONYM, 2005b) vom 19. Januar 2005
(Ausnahmemdglichkeiten  fur die  Verfutterung von Milch - und
Milcherzeugnissen der Kategorie 3,
Verordnung (EG) Nr. 92/2005 (ANONYM, 2005c) vom 19. Januar 2005
(Durchfiihrungsverordnung zur Verfahrenssicherheit bei der Entsorgung von
tierischen Nebenprodukten der Kategorie 1, 2 und 3),
Verordnung (EG) Nr. 93/2005 (ANONYM, 2005d) vom 19. Januar 2005
(Durchfihrungsverordnung flir die Anforderungen zur Herstellung von
Fischmehl).

Weitere Bestimmungen sind in der auf der Basis des Tierische Nebenprodukte Gesetzes
erlassenen Verordnung zur Durchflihrung des Tierische Nebenprodukte- Beseitigungsge-
setzes (Tierische Nebenprodukte-Beseitigungsverordnung - TierNebV) enthalten. Ziel der
vorliegenden Verordnung ist es die Vorgaben der Verordnung (EG) Nr. 1774/2002 zu
konkretisieren, Ermachtigungen, die an den Mitgliedstaat adressiert sind, auszuschopfen
sowie den Geltungsbereich der Verordnung (EG) Nr. 1774/2002 zum nationalen Abfall-
recht abzugrenzen. DarUber hinaus dient sie naturgemafl der Durchfiuhrung von
Bestimmungen des Tierische Nebenprodukte- Beseitigungsgesetzes. Dementsprechend
stutzt sie sich auf Ermachtigungen des Tierische Nebenprodukte- Beseitigungsgesetzes,
des Dingemittelgesetzes, des Tierseuchengesetzes und des Kreislaufwirtschafts- und
Abfallgesetzes. Wichtig sind in diesem Zusammenhang die Bestimmungen des §3 der
TierNebV, der die Verwendung von Kiichen- und Speiseabfallen aus privaten Haushalten
regelt (Abgrenzung zwischen Abfallrecht und Tierkérperbeseitigungsrecht). Denn flr
Kichen- und Speiseabfalle der Kategorie 3, die in privaten Haushaltungen anfallen und
die in einer Biogas- oder Kompostierungsanlage behandelt werden, sind die Vorschriften
tiber die Uberlassung an den &ffentlich-rechtlichen Entsorgungstrager im Sinne des § 13
Abs. 1 und § 15 Abs. 1 Kreislaufwirtschafts- und Abfallgesetz sowie die
Bioabfallverordnung entsprechend anzuwenden. Biogas- und Kompostierungsanlagen, in

denen ausschliel3lich Kiichen- und Speiseabfalle eingesetzt werden, bedirfen nicht der
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Zulassung nach Artikel 15 Abs. 1 und 2 der Verordnung (EG) Nr. 1774/2002, also hier gilt
die Bioabfallverordnung. Allerdings gibt es fir bestimmte Falle tierseuchenrechtlich
bedingte Einschrankungen, denn immer dann, wenn diese Kiichen- und Speiseabfalle zur
Verarbeitung in eine Biogas- oder Kompostierungsanlage beférdert werden, die sich auf
einem Betrieb mit Nutztieren befindet ist folgendes zu beachten:

- Die Kuchen- und Speiseabfdlle missen vor dem Beférdern in den Betrieb
pasteurisiert werden.

- Die Biogas- oder Kompostierungsanlage muss sich zum Schutz vor der
Ubertragung von Seuchenerregern in ausreichenden Abstand von dem Bereich
befinden, in dem die Tiere gehalten werden.

- Die Biogas- und Kompostierungsanlage ist von Tieren, Tierfutter und Einstreu
vollstandig raumlich zu trennen, um sicherzustellen, dass die Nutztiere weder
unmittelbar noch mittelbar mit den genannten Abfallen in Bertihrung kommen.

- Die Verordnung enthalt dariber hinaus fir alle genannten tierischen
Nebenprodukte die unter die Verordnung (EG) Nr. 1774/2002 fallen differenzierte

Bestimmungen.

21.5 Dungemittelverordnung (DUMV)

Die DUingemittelverordnung (ANONYM, 2003) ist eine Verordnung Uber die Zulassung von

Dungemitteltypen sowie Anforderung an Dingemittel, Natur- und Hilfsstoffe.

Nach der Dungemittelverordnung dirfen Dingemittel und Stoffe, die organische Be-
standteile enthalten, nur dann in Verkehr gebracht werden, wenn sichergestellt ist, dass
sie bei der Ausbringung nicht fiir die Ubertragung von Krankheiten bei Mensch und Tier
verantwortlich gemacht werden kdénnen und keine Schaden an Pflanzen, Pflanzener-
zeugnissen und Béden verursachen. Durch die DUMV werden aktuelle Entwicklungen im
Hinblick auf die Zulassung von Dilngemitteltypen sowie erforderliche rechtliche
Prazisierungen einzelner Regelungen berlcksichtigt (PHILIPP, 2002). Ziel der
Verordnung ist unter anderem die Verwertung von Garresten aus Anaerobanlagen als

Dinger in der Landwirtschaft sicherzustellen.
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2.2 Anaerobe Fermentation

2.21 Definition

Organische Substanzen lassen sich mikrobiell sowohl aerob (mit Luftzufuhr) als auch
anaerob (ohne Luftzufuhr) abbauen. Aerobier wandeln ca. 50 % der abgebauten Trocken-
substanz in CO, und Wasser um. Die anderen 50 % des Substrates werden zum Aufbau
von Zellsubstanz genutzt. Im Anaerobprozess werden hierfur lediglich 4 % verwendet und
der Rest kann fir die Umwandlung in Biogas genutzt werden (BEHMEL und GLEIXNER,
1995). Bei der Entstehung von Biogas findet ein vierstufiger Abbauprozess organischer
Substanzen durch verschiedene Bakteriengruppen statt. Hierbei entstehen Methan, CO,
und Spurengase. Sowohl aus Eiweiflen, Fetten oder Kohlenhydraten kann Methan
gewonnen werden (SORLINI und BONFATI, 1989; WELLINGER et al., 1991; BEHMEL
und GLEIXNER, 1995 ). In der Natur entsteht Biogas an Orten, an denen sich organische
Stoffe hdufen und nicht genigend Sauerstoff fur den aeroben Abbau vorhanden ist
(WELLINGER et al., 1991).

222 Der Garprozess

Die Biogasproduktion wird als ein anaerober Prozess bezeichnet, weil hierbei eine mikro-
bielle Zersetzung der organischen Substanzen unter Luftausschluss stattfindet
(WELLINGER et al., 1991). Ein Gemisch verschiedener Mikroorganismen baut in
mehreren Stufen Biomasse zu Biogas um. Obwohl der Vergarungsprozess anaerob ist,
beinhaltet das mikrobielle System bis zu 50 % aerobe und fakultativ anaerobe Bakterien.
Bei so genannten Archebakterien handelt es sich um strikt anaerobe Bakterien, die sich
wegen deutlicher Eigenheiten im Zellwandaufbau und Stoffwechsel von den Ubrigen
Bakterien unterscheiden (HOBSON und SHAW, 1974; SPOELSTRA, 1983; WELLINGER
et al.,, 1991). Das Redoxpotential ist ausschlaggebend fir das Wachstum von
Anaerobbakterien. Es ist ein Mal fur die Tendenz von chemischen Verbindungen oder
Elementen, Elektronen abzugeben oder aufzunehmen. Es wird in mVolt angegeben.
Anaerobe Bakterien bendtigen ein sehr niedriges Redoxpotential fir ihr Wachstum.
Sauerstoff hingegen besitzt ein dulRerst hohes Redoxpotential (810 mV) (WELLINGER et
al., 1991).
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Die Biogasproduktion, bei der die organische Substanz von verschiedenen Bakterien-

gruppen zerlegt wird, verlauft in 4 Schritten:

1. Schritt: Hydrolyse

Hierbei werden EiweiRe, Fette und Kohlenhydrate durch Exoenzyme gespalten
(Hydrolysephase). Dieser erste Schritt stellt den geschwindigkeitsbestimmenden Teil des
Anaerobprozesses dar. Bei den Produkten, die hierbei entstehen, handelt es sich um

einfache Zweier- und Einerverbindungen (Dimere und Monomere).

2. Schritt: Versduerungsphase

In diesem Schritt werden die in Schritt 1 gebildeten Mono- bzw. Dimere von Bakterien
aufgenommen und weiter abgebaut. Bei den Produkten, die in diesem Abbauschritt an-
fallen, handelt es sich um Alkohol, Milchsaure und Karboxylsdure. Auferdem entsteht zu

einem kleineren Teil auch Kohlendioxid und Wasserstoff.

3. Schritt: acetogene Phase
In dieser Phase werden Butter- und Propionsaure von obligat protonenreduzierenden

Bakterien zu Essigsaure, Wasserstoff und Kohlendioxid abgebaut.

4. Schritt: methanogene Phase
Dies ist der entscheidende Schritt bei der Biogasproduktion, weil hier die eigentlichen

Methanbakterien aus Wasserstoff, Kohlenstoff und Essigsaure Methan bilden.

223 Verschiedene Anlagentypen

Die in Europa vorherrschenden Fermentertypen zur Anaerobvergarung der organischen
Substanzen sind vielféltig und mit verschiedensten Gullemischeinrichtungen versehen
(WELLINGER et al., 1991). Die Hauptunterscheidungsmerkmale der einzelnen Anlagen
sind die Temperatur, bei der die Vergarung durchgefuhrt wird, der Wassergehalt, die
Prozessfuhrung, die Betriebsweise und die Technik, mit der die Reaktordurchmischung

erfolgt (siehe Tabelle 1).

Ob es sich um eine Nass-, Trocken- oder Semi-Trocken-Vergarung handelt, ist abhangig
vom Wassergehalt im Fermenter. Bei der Nassvergarung wird durch Ruckfuhrung von

Prozesswasser eine Abfallmaische von bis zu 15 % Trockensubstanzgehalt (TS) her-
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gestellt, die noch pump- und rihrfahig ist. Betragt der Feststoffgehalt hingegen zwischen
20 % und 40 % TS, handelt es sich um eine Trockenvergarung. Hierbei kdnnen viele
Abfallstoffe unmittelbar mit ihrem Ausgangswassergehalt verarbeitet werden. Bei einem
TS, der oberhalb 40 % liegt, treten aufgrund von Wassermangel biologische Prozess-
stérungen auf. Semi-Trocken-Vergarung kommt wegen der erschwerten Handhabung

selten zum Einsatz.

Tabelle 1: Unterscheidungsmerkmale von Vergarungsverfahren (KERN, 1999;
WEILAND, 1999)

Verfahrensmerkmal Verfahrensvarianten

Wassergehalt im Nassvergarung | Semi-Trockenvergarung | Trockenvergarung

Methanreaktor <15% TS 15% <TS <20 % >20% TS
psychrophil mesophil thermophil
Temperatur
<25°C 33-37°C 55-60°C
zweistufig mit Feststoff- | zweistufig ohne Fest-
Prozessfiihrung einstufig separierung nach 1. | stoffseparierung nach
Stufe 1. Stufe
Repeated Fed Batch
Betriebsweise Batch _ kontinuierlich
(Sequencing Batch)
Durchmischung mechanisch hydraulisch pneumatisch
Inputmaterialien Monovergarung Kovergarung

Bezlglich der Betriebstemperatur von Vergarungsanlagen muss gesagt werden, dass
eine psychrophile Betriebsweise (<25°C) nur fur sehr einfache Reaktoren
(Speicheranlagen) in Frage kommt, da die Vergarung hier sehr langsam verlduft. Die
Abbaurate und die Gasausbeute sowie der Grad der Hygienisierung sind von der
Gartemperatur abhangig. Obwohl bei der thermophilen (55-60 °C) im Vergleich zur
mesophilen (33 - 37 °C) Betriebsweise eine Erhéhung der Abbaurate und somit eine
hoéhere Gasausbeute erreicht werden kann, muss berticksichtigt werden, dass ein héherer
Anteil des produzierten Biogases flir die Aufrechterhaltung der Betriebstemperatur
bendtigt wird. Somit sinkt die Nettoenergieausbeute (KERN, 1999; WEILAND, 1999).
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Verschiedene Bakteriengruppen sind Uber mehrere Abbauschritte an der Methangéarung
beteiligt. Deshalb kann die Methanisierung mit ein- oder zweistufiger Prozessfuhrung
durchgefuhrt werden. Bei zweistufiger Betriebsweise erfolgt die Beschickung der Methan-
stufe entweder mit oder ohne eine Zwischenabtrennung der nicht hydrolysierten Fest-
stoffe (WEILAND, 1999). Um eine gleichmaRige Gasproduktion und einen weitestgehend
automatisierten Anlagenbetrieb zu erzielen, wird in der Regel eine kontinuierliche
Prozessfiihrung angestrebt. Bei dieser Betriebsweise werden hohe Raum-Zeit-Ausbeuten
erzielt. Ein Nachteil hierbei sind mdgliche Kurzschlussstromungen, bei denen
Inputmaterial unmittelbar in den Reaktorablauf gelangen kann und somit die
hygienisierende Wirkung des Prozesses verloren geht. Bei thermophiler Betriebsweise ist
eine sichere Produkthygienisierung hingegen im diskontinuierlichen Verfahren mdglich.
Diese zeichnet sich durch seine verfahrenstechnische Einfachheit aus und ermdglicht
einen Betrieb mit definierter Verweilzeit ohne Kurzschlussstromungen (MARTENS et al.,
1999; WEILAND, 1999; WELLINGER et al., 1991).

Um unterschiedliche Phasen wie Sediment, Schwimmdecke und wassrige Gllle zu ver-
hindern, sollte die Fermentergulle stets fliel3fahig sein. Es soll méglichst eine homogene
Phase im Fermenter vorliegen, um auch den Bakterien viel Raum und Oberflachen von
abbaubaren Substanzen zu prasentieren. Man unterscheidet im Fermenter zwischen
einer aktiven Durchmischung mit Hilfe einer Rulhreinrichtung und einer passiven Um-
walzung durch thermische Konvektion (WELLINGER et al., 1991).

23 Ubertragung von Krankheitserregern durch Sekundirrohstoff-

diinger

Werden Wirtschaftsdiinger (fest oder fllissig) aus Bestanden mit klinisch gesunden Tieren
im eigenen Betrieb verwertet besteht kein erhdhtes epidemiologisches Risiko. Jedoch
kénnen sowohl Jauche und FlUssigmist als auch Festmist aus subklinisch erkrankten
Bestanden Krankheitserreger enthalten. Des Weiteren existieren Mikroorganismen, die fur
das Tier nicht pathogen sind, sehr wohl aber flir den Mensch, wie z.B.
enterohamorrhagische Escherichia coli Stamme. Hierzu ist jedoch anzumerken, dass
wegen des eingeschrankten Wirtsspektrums keine Ubertragung tber die Umwelt aus
Wirtschaftsdiingern belegt ist (BOHM, 2005).
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Bei der Uberbetrieblichen Verwendung von Gille und fur die Kofermentation besteht ein
beachtliches epidemiologisches Risiko zur Ubertragung von Krankheitserregern
(HILLIGER et al., 1991). Jedoch ist bei einer intakten Bodendeckschicht > 100 cm ein
Keimeintrag in das Grundwasser aus Wirtschaftsdingern nicht zu erwarten
(WEIGEL, 1995). Bei der Beurteilung der epidemiologischen Risiken muss bericksichtigt
werden, ob es sich um eine Kofermentationsanlage handelt, bei der das Gargut nur im
eigenen landwirtschaftlichen Betrieb verwendet wird, oder ob sie als Gullegemeinschafts-
anlage betrieben wird. PHILIPP et al. (1990) untersuchten das Vorkommen von
Salmonellen in Wirtschaftsdiingern und erzielten in bis zu 4% der untersuchten Proben

positive Ergebnisse.

Ein weiterer Aspekt beziglich der epidemiologischen Risiken kommt mit der Komponente
JAbfall“ dazu. ZESCHMAR-LAHL et al. (1994) wiesen in verschiedenen hauslichen
Abfallen  Mikroorganismen  (Stapylokokken,  Streptokokken, Enterobacteriaceen,
Enteroviren, Aspergillen, Ascariden) nach. Darunter befanden sich auch diverse
Zoonoseerreger, die sich unter den gegebenen Bedingungen im unbehandelten Material
wegen des gunstigen Nahrstoffangebotes sogar noch vermehren kénnen.

KOHLER (1993) belegte die Wichtigkeit der Zusammenhdnge des Eintrags von
Salmonellen Uber Abfall in die Biozénose, indem er im Zeitraum von 1989 bis 1992 die
Ubertragung von Salmonella Enteritidis von der Deponie Schéneiche bei Berlin auf die
Vogelpopulationen darstellte.

Am Institut fur Epidemiologie der Bundesforschungsanstalt fuir Virus-Krankheiten der Tiere
wurden die Ursachen der 1993 bis 1995 aufgetretenen Schweinepestausbriche in
Hausschweinebestanden untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass 24 % aller
Primarausbriche auf infizierte Kliichenabfalle zurlckzufiihren sind. Meistens handelte es
sich dabei um vereinzelte Ausbriiche nach zu geringer oder nicht stattgefundener
Erhitzung der Kichenabfalle. Zu gréReren Seuchenausbreitungen kam es seltener, so z.
B. 1997 in Nordrhein-Westfalen. Als Folge wurden die Hygienevorschriften verscharft und
die Speiserestaufbereitungsanlagen mit hohen Kosten nachgerustet. Die Schweinepest ist
vor allem wegen der hohen Uberlebensfahigkeit (Kiihifleisch 35 Tage, Gefrierfleisch 150
Tage) ihres Erregers in Kiichenabfallen gefiirchtet (BOHM, 1999).
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24 Substrate fiir Biogasanlagen

Es gibt eine breite Palette von biogenen Roh- und Reststoffen mit denen Biogasanlagen
betrieben werden kdnnen. Hierfur werden die Substrate entweder einzeln oder als Ge-
misch mit anderen Substraten als Kofermentate eingesetzt (SORLINI und BONFANTI,
1989; STRAUCH, 1997; WELLINGER et al., 1991).

Fur die Allgemeinheit liegen die Vorteile solcher Abfallverwertungsverfahren in einer
emissionsarmen und hygienischen Reststoffbehandlung und dem Gewinn erneuerbarer
Energien. Fur den Landwirt entstehen Vorteile aus den Entsorgungserlésen, dem
Energiegewinn durch die zusatzlichen Reststoffe und allgemein einer Gullebehandlung,
die positive Eigenschaften fur die Gulle bringt (PHILIPP und KUHN, 1998).

Mit welchem Inputmaterial beschickt wird, ist abhdngig von der Anlagentechnik. Man
unterscheidet zwischen Monovergarung und Kovergarung. Bei Monovergarungsverfahren
werden Abfallstoffe der verschiedenen Bereiche, wie GroRkuchen oder Grofimarkte,
Kommunen, Agrar- und Lebensmittelindustrie, einzeln oder in Mischung verarbeitet. Bei
der Kofermentation werden die Abfallstoffe immer gemeinsam mit einem Grundsubstrat
vergoren. Hierbei handelt es sich um Flissigmist oder vorbehandelten Festmist. Die Ko-
vergarung zahlt zur Gruppe der Nassvergarungsverfahren (KERN, 1999; WEILAND,
1999; WELLINGER et al., 1991; SCHOLWIN et al., 2004).

Abfalle, die aufgrund ihrer Zusammensetzung als Einzelstoff schlecht oder gar nicht ver-
garbar sind, kénnen jedoch in Kofermentationsanlagen verarbeitet werden. Meist handelt
es sich um ein Gemisch aus maximal 30 % aulerlandwirtschaftlichen Abfallen (z. B.

Speiseabfalle) und 70 % Rinder- bzw. Schweinegiille.

Es muld darauf geachtet werden, dass der Trockensubstanzgehalt des Gemisches 12 %
nicht Ubersteigt. Vergleicht man die Vergarung mit der Kompostierung so kann festgestellt
werden, dass bei der Vergarung eine gré3ere Auswahl an Inputmaterialien zur Verfigung
steht, die verarbeitet werden kdénnen (KERN, 1999; WEILAND, 1999). Im Anhang 1 der
Bioabfallverordnung sind Bioabfélle gelistet, die in landwirtschaftlichen Vergarungs-
anlagen als Kofermente zum Einsatz zugelassen sind. Es handelt sich hierbei z. B. um

Glycerin, Kuchen- und Speiseabfalle, Abfalle aus der Biotonne, pflanzliche und tierische
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Fette, Teigwaren, Kartoffelschalabfalle, Futtermittelabfalle, Getreideausputz, Obst- und
Gemuseabfalle, Grunschnitt und Landschaftspflegegrin (ANONYM, 1998).

Im August 2004 begann mit der Novellierung des Erneuerbare-Energien-Gesetzes (EEG)
(ANONYM, 2004a) ein neuer Boom in der Biogasbranche. Um Steigerungen der
Biogasertrage zu erlangen, nutzen moderne Anlagen heute immer weniger Gille,
stattdessen mehr und mehr Kofermentate wie nachwachsende Rohstoffe (NaWaRos)

oder Speisereste.

25 Indikatororganismen

Der Begriff ,Indikatororganismus*® wird fiir die im Zusammenhang mit der Prozesskontrolle
stehenden Untersuchungen verwendet. Zur Uberprifung der Hygienisierungswirkung
eines biologischen Prozesses werden bestimmte, weniger pathogene Keime in das
System eingebracht, nach einer festgelegten Zeit wieder entnommen und auf ihre
Reduktion bzw. vollige Inaktivierung untersucht. Diese Keime sollten bzgl. ihrer Tenazitat
den eigentlich zu untersuchenden Keimen Uberlegen sein. lhre Inaktivierung steht in
einem bekannten Verhaltnis zur Tenazitat der pathogenen Keime, deren Inaktivierung
Uber die Indikatororganismen (berprift werden soll (BRAUMILLER, 2000; STOCKLEIN,
2005). Indikatororganismen sollten nativ im zu untersuchenden Material vorkommen und
sich moglichst schnell und einfach sowohl qualitativ als auch quantitativ nachweisen
lassen (SOLDIERER, 1991).

Es wurde bisher im Anhang 2 der BioAbfV Salmonella Senftenberg W775 H,S negativ als
Priforganismus fur die direkte Prozesspriifung zur Uberpriifung der ,seuchenhygieni-
schen Wirksamkeit* von Verfahren zur Kompostierung oder Anaerobbehandlung ge-
fordert. Da es jedoch keinen uneingeschrankt universellen Priforganismus bzw.
Indikatororganismus gibt, wurden in der Vergangenheit mégliche Alternativorganismen auf
ihre Praxistauglichkeit und deren Einsatz in Anaerobanlagen hin Gberprift.

Im Vordergrund der vorliegenden Arbeit stand daher zunachst die vergleichende Unter-
suchung der Uberlebensfahigkeit ausgewahlter Mikroorganismengruppen in halb-

technischen sowie in Praxisanlagen.
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2.51. Salmonellen

Salmonellen sind 2 - 3 ym lange, plumpe, gramnegative, sporenlose, bewegliche, peritrich
begeilelte Stédbchen, die morphologisch untereinander und von anderen gramnegativen
Darmbakterien nicht zu unterscheiden sind. Die endglltige Zuordnung kann erst auf dem
Weg uber die Antigenanalyse erreicht werden. Maligeblich sind hierfir die bei Salmo-
nellen vorhandenen O- und H-Antigene. Ein zusatzliches Hullenantigen (K-Antigen),
welches die O-Agglutination stéren kann, weisen nur die menschenpathogenen Serovare
Salmonella Typhi und Salmonella Paratyphi C, bekannt unter der Bezeichnung Vi-
Antigen, auf (SELBITZ, 2002).

Zu einer Kontamination der Umwelt kommt es durch Salmonellen-Ausscheider bei Haus-
und Wildtieren. Eine weitere Kontaminationsquelle stellen stadtische und auch teilweise
industrielle Abwasser dar. Durch landwirtschaftliche Verwertung von Klarschlamm, Ab-
wasser oder Fakalien oder durch Uberflutung von Weideflaichen kommt es zur Konta-
mination des Bodens und damit auch der dort wachsenden Pflanzen mit nachfolgender
Infektion der ortlichen Fauna (Insekten, Vogel, Nagetiere) sowie der landwirtschaftlichen
Nutztiere (STRAUCH, 1987; BOHM, 1993; DEDIE et al.,1993; ISLAM et al., 2004).

Salmonellosen sind weltweit verbreitet und spielen vor allem in Landern mit intensiver
Tierhaltung eine wichtige Rolle. Neben den haufig vorkommenden latenten Infektionen tritt
die Salmonellose klinisch in Erscheinung als Enteritis verschiedener Auspragung, als

Septikdmie (besonders bei Jungtieren), als Abort und als Organerkrankung.

Die wirtschaftliche Bedeutung ist im Allgemeinen nicht so gro3, wie man bei dem Durch-
seuchungsgrad mancher Tierbestande und der Verbreitung der Erreger in der AuRenwelt
und in Futtermitteln annehmen méchte, sie kann jedoch in groRen Tierhaltungen schwer-
punktartig erhebliche Verluste durch akute Erkrankungen verursachen. Sekundare Ver-
luste konnen zum Beispiel durch fleischhygienerechtliche Beanstandungen auftreten
(SELBITZ, 2002).

Aufgrund ihres Vorkommens in Tierbestdnden und Lebensmitteln stellen Salmonellen ein
hohes Infektionsrisiko fir den Menschen dar. Dadurch ist die Salmonellose in Deutsch-

land immer noch die haufigste durch kontaminierte Lebensmittel verursachte Darmer-
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krankung des Menschen (BUROW, 1998; ERICHSEN und ULLMANN, 1994; GERICKE et
al., 1999; HARTUNG, 1993; MEYER et al., 1993; SCHROETER et al., 1991).

Klinisch und atiologisch lassen sich die Salmonellosen des Menschen in zwei Gruppen
einteilen:

Typhus, Paratyphus (Allgemeininfektion):

Inkubationszeit durchschnittlich 14 Tage, Infektionsdosis relativ gering (10° Keime/g).
Erreger: Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi A, B und C.

Gastroenteritische Salmonellosen (Brechdurchfall, im Dinndarm lokalisiert, ohne Septi-

kamie):
Inkubationszeit kurz (18 Stunden bis 3 Tage), Infektionsdosis grof3 (mindestens

10° Keime/g). Erreger: alle (ibrigen Salmonella-Serovare.

Die Infektion erfolgt fast ausschlieBlich auf oralem Wege (Nahrungsmittelinfektion). Bei
gastroenteritischen Salmonellosen treten nach kurzer Inkubationszeit (siehe oben)
Magen-Darm-Erscheinungen mit Erbrechen, Durchfall und hohem Fieber auf.

Die Erkrankung setzt im Gegensatz zum Typhus plotzlich ein und dauert meistens nur
wenige Tage. Das klinische Bild wird weitgehend von Intoxikationserscheinungen be-
herrscht. Die Letalitat ist bei unkompliziertem Verlauf gering, ausgenommen bei alten
Leuten und Kindern (SELBITZ, 2002).

Es wurden mit 13 verschiedenen Salmonellenserovare aus 9 verschiedenen Serovaren
von SOLDIERER und STRAUCH (1991) Untersuchungen durchgefihrt. Hierbei wurde die
Hitzeresistenz in Gllle Uberprift. Es konnte festgestellt werden, dass Salmonella
Senftenberg W775 im Vergleich zu den restlichen 12 Stdmmen wesentlich resistenter
gegeniber Hitze ist. Aufgrund dieser Eigenschaft eignet sich dieser Keim als
Priforganismus, da alle anderen Stamme bereits inaktiviert sind, bevor Salmonella
Senftenberg eliminiert werden kann. Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Tatsache, dass

dieser Stamm nicht infektios ist und somit unbedenklich fiir die Umwelt.
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252 Escherichia coli (Fékalcoliforme)

Escherichia coli ist ein plumpes gramnegatives, nicht sporenbildendes Stabchen mit
abgerundeten Enden, es ist 2-6 um lang und 1-1,5 pm breit. Die meisten Stamme
bilden eine Kapsel und sind durch peritriche Begeiltelung beweglich, auch unbewegliche
Stamme kommen vor. Escherichia coli stellt keine besonderen Anspriiche an das Substrat
und wachst auf allen gebrauchlichen Nahrbdéden bei einer Temperatur von 30 — 37 °C
(SELBITZ, 2002).

Der Gattung Escherichia gehért als wichtigster Vertreter die Spezies Escherichia coli an.
Escherichia coli wurde erstmals von dem Kinderarzt ESCHERICH im Jahre 1885 aus dem
Stuhl menschlicher Sauglinge nachgewiesen. Escherichia coli ist ein normaler Bewohner
des Dickdarms von Mensch und warmblitigen Tieren, mit Ausnahme von
Meerschweinchen und Chinchilla. Der Anteil von Escherichia coli an der aeroben und
anaeroben Gesamtdarmflora betragt im Zustand der Eubiose nicht mehr als 1 %, die
Keimzahl variiert bei den verschiedenen Tierarten zwischen > 10* KBE/g bis < 10° KBE/g
Darminhalt oder Kot. Escherichia coli reprasentiert gemeinsam mit den Enterokokken die
Begleitflora. Vor allem bei Jungtieren konnen jedoch enterotoxische oder
enterotoxdmische Enteropathien oder Septikdmien auftreten. Der Nachweis der
Mikroorganismen im Trinkwasser oder Nahrungsmitteln wird als Indikator fur fakale
Verunreinigung gewertet und gilt daher als MafRstab fur die Hygiene (SELBITZ, 2002).

Auch nach GEWECKE und KUNZEL (1989) besitzen Escherichia coli und Salmonellen
humanhygienisch als Indikatororganismen bei der Bioabfallkompostierung die grofite
Relevanz. Man begnugt sich haufig mit dem Nachweis coliformer Bakterien, da der exakte
Nachweis von Escherichia coli laut FARMER und BRENNER (1977) mit groRem Aufwand

verbunden ist.

2.5.3 Enterococcus faecalis

Dieser Gruppe im Darm von Menschen und Tieren vorkommender Bakterien wurde
innerhalb der Gattung Streptococcus lange eine gewisse Sonderstellung eingerdumt, bis

sie als eigene Gattung abgetrennt wurde (SELBITZ, 2002).
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Enterokokken findet man in Abwassern, im Kot von Mensch und Tier, in Futtermitteln und
auf Pflanzen. Diese Tatsache erschwert epidemiologische Untersuchungen bei Infek-
tionen von Mensch und Tier. Die Therapie von Enterokokkeninfektionen beim Menschen
gestaltet sich oftmals schwierig und stellt deshalb ein ernstzunehmendes Problem dar
(BLOBEL und SCHLIESSER, 1994; DEDIE et al., 1993; HAHN et al., 1970).

Der Ubertragungsweg ist aerogen, alimentér oder durch Wund- und Schmierinfektionen.
Innerhalb der Gattung Enterococcus bilden die Enterokokken (D-Streptokokken, Fakal-
streptokokken) eine Gruppe mehrerer Spezies, die sich durch ihre auffallenden biolo-
gischen Eigenschaften, ihren abweichenden Zellwandaufbau und ihr ubiquitdres Vor-
kommen von den anderen Streptokokken abheben. SCHLEIFER und KILPPER-BALZ
(1984) schlugen vor, Streptococcus faecalis und faecium dem Genus Enterococcus zuzu-
ordnen. Es wurden Stdmme aus Streichkase isoliert, was zur Einflihrung der serolo-
gischen Gruppe D durch Lancefield 1933 fuhrte (HAHN et al., 1970; SELBITZ, 1992).

Nach WESTPHAL und CHRISTENSEN (1983) werden sie als widerstandsfahiger gegen-
Uber mesophilen Temperaturen und hohen pH-Werten eingestuft als Salmonellen, coli-
formen Keimen, Pseudomonaden und Viren. Des Weiteren konnte in zahlreichen Labor-
untersuchungen die grole Thermoresistenz der Fakalstreptokokken nachgewiesen
werden. 30 minutiges Erhitzen bei 60 °C wurde ebenfalls Uberstanden (SELBITZ, 2002;
BLOBEL und SCHLIESSER, 1994; HOFERER, 2001).

Sowohl Enteritis, Pneumonie, Septikdmie, Urogenitalinfektionen, bakterielle Endokarditis
als auch Meningitis, Wund- und Hautinfektionen werden durch Fakalstreptokokken her-
vorgerufen. Bakterielle Endokarditiden werden bei Schweinen, Pferden, Meer-
schweinchen und Kaninchen beschrieben. Meist werden hierbei Enterococcus faecium,
Enterococcus faecalis und Enterococcus durans nachgewiesen (SELBITZ, 2002; DEDIE
et al., 1993; BLOBEL und SCHLIESSER, 1994).

254 Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis

JOHNE und FRONTHINGHAM beschrieben 1895 erstmals den Erreger bei einer Kuh mit
chronischer Enteritis. Die Autoren nahmen an, dass es sich bei dem beschriebenen Fall

um eine besondere Form der Darmtuberkulose handelt. EIf Jahre spater konnte jedoch
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die Eigenstandigkeit dieser Erkrankung erkannt werden (BANG, 1906). Man bezeichnete

das Krankheitsbild als ,Enteritis chronica bovis pseudotuberculosa“.

Mycobacterium parartuberculosis ist ein saurefestes, unbewegliches, schwach
grampositives Stabchen von 0,3-2 um Breite und 0,3-0,5 um Lange (BISPING und
AMTSBERG, 1988). Die Zellwand besteht aus einer aulieren Peptidglykanschicht, es folgt
eine Schicht mit langkettigen Fettsduren, die mit Arabinogalaktan gekoppelt sind. Eine
Schicht aus Peptidoglycolipiden schlie3t die Zellwand nach auf’en ab (CLARKE, 1997).
Das Lipoarabinomannan ist ein Glycolipid, welches in der Zellmembran verankert ist und
von dort aus in die Zellwand reicht (BRENNAN und NIKAIDO, 1995).

Das extrem langsame, mycobactinabhangige Wachstum ist charakteristisch fur
Mycobacterium paratuberculosis. Alle Mycobacterien mit  Ausnahme von
Mycobacterium leprae und Mycobacterium paratuberculosis kdnnen Mycobactin in vitro
synthetisieren. Bei Mycobactin handelt es sich um ein zellwandassoziiertes Siderophor.
Auf festen Nahrboden werden sichtbare Kolonien erst nach 8-12 Wochen erwartet
(LAMBRECHT et al., 1988). Das eidotterhaltige Medium nach Herrold (Herrold’s egg yolk
medium) wird als Standardnahrboden fur die Anzucht von Mycobacterium partuberculosis
angesehen (MERKAL et al., 1968).

Mycobacterium paratuberculosis wird in die Ordnung der Actinomycetales und in die
Familie der Mycobacteriaceae eingereiht. Aufgrund biochemischer Charakteristika wird
der Erreger als eine weitere Subspezies (ssp.) von Mycobacterium avium, neben
Mycobacterium avium ssp. silvaticum und Myctobacterium avium ssp. avium, klassifiziert
(Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis) (THOREL et al., 1990). In Europa wird, im
Gegensatz zu den USA, diese Klassifizierung bevorzugt. In den USA wird Mycobacterium

paratuberculosis als eigene Spezies angesehen (SWEENEY, 1996).

Die Infektion erfolgt oral. So gelangen die Erreger in den Darm, wo sie durch die M-Zellen
im Darmepithel der Peyer'schen Platten die Darmschleimhaut Gberwinden (CHIODINI et
al., 1984; MOMOTANI et al.,, 1988). Anschlielend erfolgt die Aufnahme in sub- und
intraepitheliale Makrophagen. Hier kdnnen die Erreger lange Uberleben und sich ver-
mehren. Zum Absterben der Makrophagen kommt es durch das intrazellulare Wachstum

von Mycobacterium paratuberculosis. Anschliefiend erfolgt eine weitere Phagozytose. Es
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kommt dadurch in diesem Bereich zu einer chronisch katarrhalischen Entziindung
begleitet von Hyperplasie (MERKAL et al., 1970). Die Infektion breitet sich im Dlinndarm
aus und befallt groRflachigere Regionen sowie angrenzende Kérperbereiche wie Leber,
Niere und Milz. Es kommt zu einer Enteropathie mit Proteinverlust und schlieRlich zur
Hypoproteinamie. Spater werden die Uberfillten epitheloiden Zellen ins Darmlumen
abgestreift und die Mycobakterien werden mit dem Kot ausgeschieden. Im Kot finden sich
Zellzahlen von 10° Zellen/g Kot bzw. 10" Zellen/Tag (CHIODINI et al., 1984).

Mit zwei bis funf Jahren hat die Paratuberkulose eine lange Inkubationszeit. Sie verlauft
meist subklinisch jedoch mit intermittierender Erregerausscheidung. Man kann drei
klinische Stadien unterscheiden:

1. Subklinisches Stadium ohne klinische Symptome und ohne Erregerausscheidung

2. Stadium der intermittierenden Erregerausscheidung mit dem Kot oder der Milch

3. Klinische Erkrankung mit zuerst intermittierenden, spater anhaltenden,

therapieresistenten Durchfallen mit fortschreitender Abmagerung.

Die Tiere zeigen jedoch ein ungestortes Allgemeinbefinden mit erhaltener Fresslust,
deshalb ist in diesem Stadium eine Verdachtsdiagnose leicht zu stellen (SWEENY et al.,
1992; TAYLOR et al., 1981).

Es handelt sich bei dem Erreger der Paratuberkulose um ein sehr resistentes Bakterium,
das in der AuRenwelt sehr lange Uberlebensfahig ist. In Mist und Giille betragt die Uber-
lebensdauer bis zu 9 Monaten (GAY und SHERMAN, 1992; JORGENSEN, 1977). Noch
nach 11 Monaten kann der Erreger im Weidekot infizierter Rinder nachgewiesen werden
(ROSENBERGER, 1978). Die Nachweisdauer noch lebender Mykobakterien betragt im
Boden 11 Monate und im Wasser 17 Monate (GAY und SHERMAN, 1992). Ein saurer pH-
Wert im Boden begiinstigt die Uberlebensdauer (RICHARDS, 1988). Jedoch ist noch nicht
abschlielend geklart, ob ein Zusammenhang zwischen saurem pH-Wert und einer
erhdohten Pravalenz fur Paratuberkulose besteht (JOHNSON-IFEARULUNDU und
KANEENE, 1997).

Mykobakterien konnen eine bis zu 47 Monate anhaltende Austrocknung uberleben, je-
doch genugt direkte Sonneneinstrahlung Gber 100 Stunden um den Erreger abzuttten
(GAY und SHERMAN, 1992). Es stehen nur wenige wirksame Desinfektionsmittel zur
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Verfugung. Wenn sich der Erreger im Kot befindet, kann nur durch eine Erhitzung des

Kotes bzw. der Gillle eine zuverlassige Desinfektion erreicht werden.

Im Vordergrund der Paratuberkulose steht die Erregerausscheidung mit dem Kot. Er-
krankte Rinder scheiden ca. 10® KBE/g Kot aus (CHIODINI und HERMON-TAYLOR,
1993). Auch subklinisch infizierte Tiere scheiden intermittierend Erreger mit dem Kot aus
(COLLINS, 1996). In dieser subklinischen Phase gestaltet sich der Erregernachweis durch
die kulturelle Anzucht schwierig, da die Anzahl der ausgeschiedenen Mykobakterien
gering ist (GAY und SHERMAN, 1992).Die Anzahl der mit dem Kot ausgeschiedenen
Erreger bewegt sich in dieser Phase zwischen 10" bis 10? Erreger/g Kot (WHITLOCK et
al., 1994).

Ein weiterer wichtiger Faktor bei der Erregeriubertragung ist die Ausscheidung der Myko-
bakterien Uber Kolostrum und Milch, weil etwa ein Drittel der klinisch erkrankten Kihe
Mycobacterium paratuberculosis mit der Milch ausscheiden (TAYLOR et al., 1981).
Untersuchungen ergaben, dass der Erreger Uber hamatogene und/oder tUber lymphogene
Infektionswege in das Euter und benachbarte Lymphknoten gelangt. Diese Tatsache
erfordert die Futterung von Kalbern mit Milchaustauscher beim Vorliegen von
Paratuberkulose im Betrieb, weil die Infektion der Tiere vor allem postnatal durch
Aufnahme der Erreger im Kalberalter (ber erregerhaltiges Kolostrum oder
kotverschmierte Zitzen erfolgt. Es steht fest, dass Tiere, die mit dem Kot Erreger
ausscheiden, Weiden, Wasserstellen und Futter kontaminieren und dass auch der
Landwirt selbst als Vektor fungiert, indem er die Umgebung der Kalber mit Mycobacterium
paratuberculosis kontaminiert (SWEENEY, 1996). Des Weiteren spielt auch die
intrauterine Infektion ein Rolle (SEITZ et al., 1989).

255 Bacillus globigii

Der Gattung Bacillus gehéren 34 Arten stabchenférmiger, grampositiver Mikroorganismen
an, die strikt aerob oder fakultativ anaerob wachsen und jeweils eine Endospore bilden.
Nur eine Art ist fir Tier und Mensch primar pathogen, namlich Bacillus anthracis, der
Erreger des Milzbrandes. Zusammen mit anaeroben Sporenbildnern beteiligen sie sich in
vielfaltiger Weise an der Umsetzung der organischen Substanz, besonders in den

obersten Bodenschichten. Einige Keime zeigen antagonistische Wirkung gegenuber
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anderen Mikroorganismen. Deswegen werden sie zur Gewinnung bestimmter Antibiotika
verwendet (SELBITZ, 2002).

Bazillen sind oft in groRer Zahl in Futtermitteln enthalten. Unter glinstigen Bedingungen
(Temperatur, Feuchtigkeit) keimen sie aus, kdnnen durch Zersetzung von Eiweil Verderb
verursachen und durch Anhaufung toxisch wirkender Stoffwechselprodukte nach der
Verfutterung an landwirtschaftliche Nutztiere Leistungsdepressionen und Erkrankungen
herbeifihren. Allerdings verursachen Bacillus subtilis oder Bacillus licheniformis, wenn
Uberhaupt, nur Mastitiden mit mildem Verlauf. Selektierte Stamme von ihnen werden als
Bioregulatoren der Darmflora mit Erfolg eingesetzt (SELBITZ, 2002).

Die Universitat von Kalifornien flihrte 1998 in Los Alamos Versuche mit Bacillus globigii
durch. Man machte sich hierbei zu Nutze, dass es sich um einen apathogenen Keim
handelt, der leicht anzuzichten ist und sich unverwechselbar in orangenen Kolonien auf
den Agarplatten darstellt. Hierbei wurden Versuche zur Verbreitung durch die Luft durch-
gefuhrt und konnte dadurch Rickschlisse auf das Verhalten von Bacillus anthracis

ziehen.

2.5.6 Campylobacter jejuni

Es handelt sich hierbei um schlanke, nicht sporenbildende, schraubig gedrehte Stabchen.
Sie fuhren charakteristische korkenzieherartige Bewegungen aus und sind gramnegativ.
Mit Hilfe von Geileln sind sie aktiv beweglich. Sie sind anspruchsvoll und bendtigen
mikroaerophile Bedingungen fur ihr Wachstum (SELBITZ, 2002). Zur Infektion kommt es
durch kontaminiertes Geflligel- aber auch Schweinefleisch, durch Milch und Trinkwasser
(WHO, 1986).

Voégel stellen das natirlich Reservoir von Campylobacter dar und kénnen deshalb

ubiquitar in der Umwelt, besonders im Wasser, angetroffen werden (SELBITZ, 2002).

Campylobacter zahlen zu den bedeutendsten Erregern bakterieller Durchfallerkrankungen
und sind hinsichtlich der Haufigkeit ihres Auftretens und ékonomischen Bedeutung den
Salmonellosen gleichzusetzen (SKIRROW und BLASER, 1992). Campylobacter jejuni
wird als Erreger der Campylobacter-Enteritis des Rindes angesehen. Es handelt sich
hierbei um eine hochkontagitse Erkrankung mit profusem Durchfall, hoher Morbiditat aber

nur geringer Mortalitat. Die Krankheit tritt im Winter bei Stallhaltung auf. Der Erreger wird
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sowohl mit dem Kot kranker und duRerlich gesund erscheinender Tiere ausgeschieden
und im Stall verbreitet. Die Ansteckung erfolgt durch Aufnahme von verunreinigtem Futter
und Wasser (SELBITZ, 2002). Campylobacter ist auch oftmals die Abortursache bei

Rindern und Schweinen.

257 Phage T1

Schon 1917 fand F. D’HERELLE eine ,Mikrobe®, die Kulturen von Dysenterie-Shigellen
lysierte, Chamberland-Porzellanfilter passierte und noch in millionenfacher Verdinnung
Lécher in einem Bakterienrasen verursachte. Aus dem Auftreten solcher ,Plaques®
schloss D’HERELLE auf eine mikrobielle und nicht auf eine chemische Ursache. Die Be-
schreibung D’HERELLE’S gipfelte in dem Satz: ,Die Anti-Dysenterie-Mikrobe ist ein
obligater Bakteriophage.“ Phagen sind Bakterienviren. Viren sind obligate ,intrazellulare
Parasiten, die entweder DNA oder RNA als genetisches Material enthalten. Sie sind von
den Stoffwechselleistungen der infizierten Zellen abhangig, um sich zu vermehren und
neue infektiose Viruspartikel bilden zu kénnen. Bakterienviren erfiillen alle Kriterien dieser
Virusdefinition. Sie unterscheiden sich von allen anderen Viren durch ihren Wirtsbereich.
Sie infizieren allein Bakterien und vermehren sich natirlicherweise nur in diesen.

Anders als ihre Wirtszellen, die durch Verdopplung ihrer Bestandteile wachsen und sich
dann zweiteilen, gibt es bei Bakterienviren keine Grélkenzunahme der Partikel. Die Infek-
tion des Bakteriums durch ein Bakterienvirus erfolgt in der Regel so, dass das Kapsid
aulen verbleibt und meist nur die Virusnukleinsaure in die Zelle gelangt. Wahrend ihrer
Vermehrung sind Bakterienviren abhangig von Stoffwechselprodukten (z. B. Amino-
sauren, Nukleotiden) als Ausgangsstoffe, aber auch von tRNAs, Ribosomen und
Enzymen ihres Wirts. Das unterscheidet sie auch von den kleinsten zellularen
Organismen wie Mykoplasmen oder anderen intrazellularen Parasiten, wie Rickettsien
und Chlamydien, die alle sowohl RNA als auch DNA enthalten, wachsen und sich durch
Zweiteilung vermehren (KLAUS et al., 1992).

Obwohl der T1-Phage nach der Nummerierung durch M. DELBRUCK der erste Vertreter
der T-Phagen ist, liegt Uber dieses Virus ein ahnlich geringer Wissensstand vor wie Uber
Phage T5. Nur wenige Gruppen haben sich mit dem Studium dieser Phagen befasst, und
moglicherweise existiert vor Phage T1 eine gewisse ,Furcht®, da dieser Phage angeblich

sehr leicht die Laboratorien kontaminieren soll (KLAUS et al., 1992).
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Der T1 Phage ist weder mit TS5 Phage noch mit anderen Vertretern der T-Phagen ver-
wandt. Morphologisch ist das Virion nicht vom Phagen A zu unterscheiden. Der iko-
saedrische Kopf hat Abmessungen von 55 x 60 nm, der flexible, nichtkontraktile Schwanz
ist 150 nm lang. Die Infektion permissiver Zellen unter Standardbedingungen flihrt nach
einer Latenzzeit von nur 15-20 Minuten zu einem Ertrag von 60-100 Nachkommen/Zelle.
Neben vielen Escherichia coli-Stammen kénnen auch verschiedene Stamme von Shigella
als Wirte dienen (KLAUS et al., 1992).

2.5.8 Ascaris suum

Der Schweinespulwurm, Ascaris suum, gehort zur Klasse der Nematoden. Er kommt im
Dinndarm von Schweinen vor. Die Weibchen legen taglich 0,2 — 2 Mio. Eier ab. Diese
sind 65 — 85 pm x 40 — 60 um grof3, braun und dickschalig und gelangen mit dem Kot in
die AuRenwelt (BOCH und SUPPERER, 1992).

Unter optimalen Laborbedingungen sind die Eier frihestens nach 24 Tagen infektiés, im
Freien hingegen erst nach 30 bis 40 Tagen. Der neue Wirt infiziert sich oral. Wenige
Stunden nach der oralen Aufnahme schlipfen die Larven im Magen und bohren sich
durch die Darmwand in die Mesenterialvenen ein und gelangen so nach ca. sechs
Stunden in die Leber. Uber eine Zeitdauer von 4 bis 6 Tagen findet eine Wanderung der
Larve im Leberparenchym statt. Hierbei entstehen Narben, die sich durch Verkalkung bei
der Schlachtung als die so genannten ,milk spots“ darstellen. Nach dieser Wanderung
gelangen die Larven durch die Lebervene, Hohlvene und das rechte Herz in die Lunge. Im
Bereich der Lungenkapillaren bohren sie sich nach ihrer Entwicklung zur Larve IV in die
Alveolen ein. Von hier gelangen sie passiv Uber Bronchien und Trachea zum Pharynx,
werden abgeschluckt, siedeln sich im Dinndarm an und hauten sich hier zum adulten
Wurm (BOCH und SUPPERER, 1992). Adulte Wirmer verursachen Enteritiden und

Anamien.

Ihre dreischichtige Schale macht die Askarideneier in der Aufienwelt sehr wider-
standsfahig gegeniber vielen Umwelteinflissen. lhre hohe Chemoresistenz verleiht den
Eiern die innere Schicht (75 % Lipid und 25 % Protein). Auch 10 %-iges Formalin kénnen
sie dadurch Uberleben. In Gille bleiben Askarideneier bei 8 — 18 °C ca. 65— 85 Tage
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lebensfahig. Wohingegen sie sehr empfindlich auf Austrocknung reagieren. Bei 55 —
56 °C findet innerhalb von 10 Minuten eine Inaktivierung statt (SCHNIEDER, 2000).

Eine pH-Wert-Erhéhung auf >12 reicht kurzfristig alleine nicht aus um Spulwurmeier zu
inaktivieren (STRAUCH und BERG, 1980). Es wird zusatzlich eine Temperaturerh6hung
bendtigt. In Rindergllle konnten Tenazitdten von 50 Tagen (LOCHER, 1954), von 85
Tagen (LIEBMANN, 1967) und von 88 Tagen (ENIGK et al., 1975) nachgewiesen werden.

HERTWIG (2004) fand in seinen seuchenhygienischen Untersuchungen bei der Trock-
nung und Pelletierung von Klarschlamm heraus, dass bei der solaren Trocknung von
Klarschlamm, auf Uber 94% Trockensubstanzgehalt, eine vollstandige Inaktivierung von
Spulwurmeiern stattfindet, wo hingegen bei einer Trocknung mit Standardtrocknungs-
regime bis zu einem Trockensubstanzgehalt von 75% eine anschlieRende Nachlagerung

Uber 6 Wochen erforderlich ist.

SCHIRM (2005) entwickelte eine Methode zur Bioabfallhygienisierung mit Branntkalk. Mit
dieser Methode konnte die Entwicklungsfahigkeit von Askarideneiern mit einer Kalkmenge
von 0,45 kg pro kg Trockensubstanz und einer Lagerung des Substratgemisches von zwei

Monaten in Klarschlamm ausreichend reduziert werden.

2.6 Bestimmung der realen Aufenthaltszeit in Anaerobreaktoren

In der Vergangenheit wurden am Institut fir Umwelt- und Tierhygiene der Universitat
Hohenheim verschiedene Moglichkeiten untersucht, wie man die reale Aufenthaltszeit des
Beschickungsmaterials in Anaerobreaktoren bestimmen kann. Zur Beurteilung der
hygienisierenden Wirkungsweise von kontinuierlichen anaeroben Behandlungsverfahren
ist die Kenntnis der Mindestverweilzeit (realen Aufenthaltszeit) der zu behandelnden
Abfalle in Fermentern von groRer Bedeutung und daher unverzichtbar. Es sollte eine
Méglichkeit erarbeitet werden, in der man dem Inputmaterial eine Substanz bzw.
Gegenstande beimischt, die dann nach einer gewissen Zeit am Output wieder
nachgewiesen werden kénnen und dadurch eine klare Aussage Uber die Verweildauer
des Materials im Reaktor gemacht werden kann. Es wurden Varianten mit zerschnittenen

Strohhalmen untersucht, erganzt durch Trinkhalme mit verschiedenen Farben, des
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Weiteren auch Blahton in verschiedenen GroRen und unterschiedlichem spezifischem
Gewicht. Auch chemische Tracer wurden in Erwagung gezogen (BOHM et al., 2002).

Als biologische Tracer standen Sporen von Bacillus globigii zur Diskussion. Sporen dieses
.Prufbakteriums” kommen natirlicherweise nicht in den biologischen Substraten vor, sie
sind apathogen fur Mensch und Tier, verhalten sich im Faulraummilieu so wie andere
Bakterien auch, allerdings mit dem Vorteil, dass sie die Ublichen Prozesseinwirkungen in
Anaerobanlagen Uberstehen und problemlos nachweisbar sind. Eine Sporensuspension
von Bacillus globigii sollte wahrend eines Beschickungsintervalls mit Substrat in den
Fermenter zugegeben werden. Dabei ist darauf zu achten, dass geniigend Sporen-
suspension beigemischt wird, um im Austrag (Outputmaterial) die Sporenbildner unter
Bericksichtigung der Verdunnung im Fermenter noch nachweisen zu konnen.

Mit biologischen Tracern wie Bacillus globigii, wird die Moglichkeit des naturlichen
Verhaltens (Adsorption an Partikeln, frei schwebend in der Flissigphase) von
Mikroorganismen in Anaerobanlagen simuliert, wobei damit die Aufenthaltszeit von
seuchenhygienisch relevanten Bakterien und auch Viren widergespiegelt werden kann.
Als unabdingbare Voraussetzung fur die Anwendung eines biologischen Tracers muss
dessen Stabilitdt stehen (daher Sporenbildner, der die Prozesseinflisse sowohl im
thermophilen Temperaturbereich der Anaerobanlagen als auch die Pasteurisierung
Ubersteht) sowie dessen native Abwesenheit in den zu behandelnden biologischen
Abfallen.

Bei Verfahren, die nicht nach dem Prinzip des ,batch-Betriebes* arbeiten, d. h. mehr oder
weniger kontinuierlich beschickt werden, ist zur sicheren Beurteilung der seuchen- und
phytohygienischen Wirksamkeit von Behandlungsanlagen die ermittelte Angabe zur
kirzesten Aufenthaltszeit von FlUssigkeiten oder der Festphase in den Anlagen in
Abhangigkeit der jeweils angewandten Inputmaterialien eine unabdingbare Forderung,
weil sonst die fir eine Inaktivierung der Krankheitserreger relevante Einwirkungsdauer
von Temperatur und keimabtétenden Kofaktoren zur Beurteilung des Prozesses fehlt.

Die Mindestverweilzeit (reale Aufenthaltszeit) ergibt sich aus der Zeitspanne zwischen der
Zugabe der Bacillus globigii Sporensuspension und der letzten Probe ohne Befund vor

dem erstmaligen Nachweis des biologischen Tracers im Austrag des Fermenters.
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3 Material und Methoden

Die seuchenhygienisch-mikrobiologischen Untersuchungen wurden in den verschiedenen
Labor- und Praxisanlagen im Jahr 2002 durchgefiihrt. Das Ziel der durchgefiihrten
Untersuchungen war es, die Tenazitdt der Pruforganismen durch die physikalischen
Einflussfaktoren wahrend der anaeroben Vergarung und der Pasteurisierung testen zu
kénnen.

Die genaue Beschreibung der zu untersuchenden Anlagen sowie durchgefiihrten

Untersuchungen befinden sich in den folgenden Kapiteln 3.1; 3.2; 3.3 und 3.4.

31 Untersuchungen an halbtechnischen Anlagen und an einer

Pasteurisierungseinheit (PE)

Far die Untersuchungen im halbtechnischen Mafistab wurden zwei Versuchsansatze ge-
wahlt, die den jeweiligen unter praktischen Bedingungen gebrauchlichen Verfahrensablauf
reflektieren. Mesophil betriebene Reaktoren werden haufig in Kombination mit einer
Vorpasteurisierung betrieben, thermophil gefahrene Anlagen mit einer ausreichend langen
realen Aufenthaltszeit fur das Substrat kénnen nach den derzeitigen rechtlichen
Regelungen auf eine Pasteurisierungsstufe verzichten. Beim ersten Ansatz wurden die
Untersuchungen an einer anaeroben Laborvergarungsanlage durchgefuhrt, im zweiten

Ansatz an einer Pasteurisierungseinheit.

3141 Anaerobe Vergdrungsanlage

Der fir die Untersuchungen verwendete einstufige Biogasreaktor wurde von der Landes-
anstalt fur Landwirtschaftliches Maschinen- und Bauwesen der Universitdt Hohenheim
konstruiert und gebaut.

Dabei handelt es sich um einen liegenden Reaktor im halbtechnischen Mal3stab mit einer
Hbéhe von 60 cm, einer Lange von 160 cm und einem Faulraumvolumen von ca. 400 I. Zur
Isolation befindet sich zwischen dem Reaktor und dem auf3eren Holzmantel eine Warme-
dammeschicht (Abbildung 1, 2 und 3).
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Prufkorper-
rohren

Einfall-
stutzen

Faulraum

Abbildung 1: Seitenansicht der Biogasanlage im halbtechnischen Mafl3stab

(ohne Holzmantel)

Am vorderen Ende befindet sich ein Einflill-, am hinteren Ende ein Auslaufstutzen, fir das
frische bzw. vergorene Substrat. Am hinteren Ende gewahrt eine Plexiglas-Scheibe Ein-
blick auf das Reaktorinnere, mit Ruhrwerk, flissiger Phase und der dariiber stehenden
Gasblase. Die Temperaturregulation findet Uber einen Wasserkreislauf statt, der, aus-
gehend von einem Bad-/ Umwalzthermostat Uber einen Zulaufschlauch den inneren
Reaktorzylinder erreicht. Auf diesen wurde Uber eine groRere Flache eine Heizspirale
aufgeschweildt, Uber die durch das erwarmte Wasser das Reaktorinnere auf die ge-
wiinschte Temperatur gebracht wird. Uber einen Ablaufschlauch am Ende des Heiz-
mantels erreicht das Wasser wieder das Thermostatbecken und schlief3t somit den
Kreislauf (Abbildung 3).

Das Ruhrwerk wird Uber eine Zeitschaltuhr betrieben und kann beliebig eingestellt
werden. An der Oberseite ist der Reaktor mit vier Réhren (Durchmesser jeweils ca. 6 cm)
versehen, die das Einbringen von Prufkdrpern ermdglichen. Durch groRe Bohrungen am
unteren Ende der Réhren wird ein optimaler Kontakt der Prifkorper mit dem Reaktorinhalt
gewahrleistet. Oberhalb des Einflllstutzens befindet sich ein Gasstutzen, der Uber einen
Silikonschlauch mit einem Gaszahler verbunden ist, an dem kontinuierlich die produzierte

Gasmenge abgelesen werden kann.
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Prifkoérperréhren

Holzmantel

Einflllstutzen

Ruhrwerk-Achse

Gasstutzen

Abbildung 2: Frontalansicht der Biogasanlage (Holzmantel im Bau)

Das Gesamtvolumen des Reaktors setzt sich aus einer flissigen Phase (ca. 400 I) und
der darliber stehenden Gasphase (ca. 50 I) zusammen. Die Anlage wird mindestens
finfmal wochentlich mit einer Gesamtsubstratmenge (Input-Giille) von je 10 | beschickt.
Fir den hier durchgefihrten Versuch wurden zwei dieser Anlagen betrieben. Die eine im

mesophilen Temperaturbereich von 35 °C, die andere thermophil bei 55 °C.

Temperciue -
ond pH = Warl =

Abbildung 3: Schema der Biogasanlage,
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3.1.2 Pasteurisierungseinheit (PE)

Auch die Pasteurisierungseinheit wurde von der Landesanstalt flir Landwirtschaftliches
Maschinen- und Bauwesen der Universitdt Hohenheim konstruiert und gebaut. Hierbei
handelt es sich um ein aufrecht stehendes Gerat, mit einer Hohe von 55 cm, einem
Innendurchmesser von 40 cm und einem Fassungsvermogen von ca. 50 |. Eine doppelte

Edelstahlwand dient der Warmeisolierung.

Die Beschickung ist von oben mdglich, ein Auslaufstutzen (ca. 10 cm Durchmesser) kann
nach unten mechanisch gedéffnet und geschlossen werden. Die PE kann an ihrer
Oberseite mit einem aufschraubbaren Edelstahldeckel verschlossen werden.

Ein Rihrwerk befindet sich in der Mitte des Gerates, zur besseren Untermischung bei
Substratgemischen ist am oberen Rand eine ins Innere ragende Stahlplatte verschweil3t.
Die Temperaturregulation erfolgt Uber einen Wasserkreislauf, der ausgehend von einem
Bad-/Umwalzthermostat Uber einen Zulaufschlauch den inneren Zylinder erreicht. Eine
Heizringleitung liegt zwischen innerer und &ulerer Edelstahlwand. Uber einen Ablauf-
schlauch am Ende des Heizmantels erreicht das Wasser wieder das Thermostatbecken;
der Kreislauf ist geschlossen. Durch eine Zeitschaltuhr wird der Motor gesteuert, der Uber
einen Keilriemen das Ruhrwerk betreibt. An der zentralen Achse des Ruhrwerkes sind
zwei, einander gegenuberliegende und gut perforierte Stahlkérbe mit einer Seitenlange
von 10,5 x 5,5 cm angebracht, in denen je zwei, mit Prifkérpern bestlickte Lanzen in der

Anlage fixiert werden kénnen.

Fir jeden Versuch wird die PE mit dem jeweiligen Substrat neu befiillt. Wahrend der
Versuche wurde das Rihrwerk alle zwei Minuten flr zwei Minuten in Bewegung gesetzt.
Um eine bessere Durchmischung des Substrats (besonders zu Versuchsbeginn) zu er-
reichen, kann das Ruhrwerk auch manuell beliebig lange betatigt werden. Wahrend der
einzelnen Versuchsdurchgange konnte mit einem digitalen Temperaturfihler, der durch
eine Aufbohrung im Deckel der Anlage eingefliihrt werden kann, regelmafig bis

kontinuierlich die Temperatur im Substratinneren kontrolliert werden.
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31.3 Versuchsdurchfiihrung im halbtechnischen MaRstab

Vor der Beprobung der sieben grof3technischen Anlagen A - G, wurden Versuche an den
beiden Anaerobanlagen und der Pasteurisierungseinheit im Labor durchgefuhrt (siehe
Punkte 4.1 und 4.1.3.1 bis 4.1.3.5).

Das Substrat zur Beschickung der Modellanlagen war Rindergille, die vom
universitatseigenen Versuchsbetrieb bezogen wurde. Zur ersten Beflllung und Animpfung
des Anaerobreaktors wurden 400 | Anaerobgulle eines Milchviehbetriebs verwendet.
Beschickt wurde taglich mit 10 — 20 Liter.

Da zwei Anaerobanlagen im Labormallstab zur Verfligung standen, konnten Versuche
parallel im mesophilen und thermophilen Bereich durchgefiihrt werden. Das Wasserbad
der einen Anlage wurde hierflir mit 38 - 39 °C betrieben, das der anderen mit 57 - 58 °C.
Auf diese Weise wurde eine konstante Substrattemperatur von 35 °C bzw. im einen

Reaktor und 55 °C im anderen Reaktor erreicht.

Laborversuche im Temperaturbereich von 70 - 90 °C wurden mit Hilfe der Pasteurisie-
rungseinheit durchgefuhrt. Hierzu wurde das Wasserbad bei 80 - 100 °C betrieben, um so
eine konstante Substrattemperatur zu erreichen. Als Substrat verwendete man dasselbe
Inputmaterial wie fir die Anaerobanlage.

Die ausgewahlten Mikroorganismen wurden in speziellen Prufkorper (siehe Punkt 3.3), die

an Lochblechen mit Kabelbindern befestigt wurden, in die Anlagen eingebracht.

Je nach Bakterienart und deren Widerstandsfahigkeit wurde im Vorfeld deren
Aufenthaltszeit in den Reaktoren gewahlt. Wenn man also davon ausgehen konnte, dass
es sich um einen weniger resistenten Priforganismus handelt, wahlte man die
Prozessaufenthaltszeit entsprechend kiirzer (1 Stunde; 3 Stunden; 21 Stunden; 24
Stunden; 48 Stunden).

Ein weiteres Kriterium fir die Aufenthaltszeit war auch die Betriebsweise der Labor-
anlagen. Im mesophilen Temperaturbereich wurden entsprechend langere Zeiten gewahlt
als im thermophilen. In der Pasteurisierungseinheit waren die Aufenthaltszeiten aufgrund
der sehr hohen Betriebstemperaturen (70-90 °C) am kirzesten (10 Minuten; 20 Minuten;
30 Minuten; 60 Minuten).
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Neben den Tenazitdtsversuchen sollte die Fragestellung bezuglich der realen Auf-
enthaltszeit (Mindestverweilzeit) des Substrates im Reaktor tUberprift werden. Hierzu
wurde Bacillus globigii-Sporensuspension direkt mit dem Inputmaterial in den
Thermophilreaktor eingebracht und nach bestimmten Zeiteinheiten (sofort; 20 Minuten; 30
Minuten; 40 Minuten; 24 Stunden; 48 Stunden; 7 Tage) Outputproben enthommen und
auf Bacillus globigii Sporen untersucht. Beim ersten Versuchsdurchgang wahlte man eine
groRere Sporenmenge (150 ml mit einer Konzentration von 10® Sporen /ml). Der zweite
Durchgang fand im Mesophilreaktor statt. Dabei wurden dieselben Zeiteinheiten wie im
Thermophilreaktor gewahlt, nur die Menge an Sporensuspension, die mit dem
Inputmaterial eingebracht wurde, wurde auf 10 ml mit einer Konzentration von 10°

Sporen/ml verringert.

314 Im halbtechnischen MaRstab verwendete Priiforganismen

Als Auswahlkriterium fir die einzelnen Priforganismen standen deren seuchen-
hygienische Relevanz und deren Resistenz gegenuber wechselnden Umweltbedingungen
im Vordergrund.
In den Laboranlagen wurden folgende Priforganismen verwendet:
Salmonella Senftenberg W775 H,S positiv, DSM 10062, SIT100
Salmonella Senftenberg H,S negativ, DSM 10062, SIT 112
Enterococcus faecalis, DSM 2570
Campylobacter jejuni, DSM 4688, SIT 98
Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis, DSM 44133
Coliphage ,Wildstamm*
Escherichia coli als Wirtsstamm fur Coliphage Wildstamm, DSM 12242
Coliphage T1, DSM 5801
Escherichia coli als Wirtsstamm fiir Coliphage T1, DSM 613
Bacillus globigii-Sporen

Ascaris suum-Eier
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3.2 Untersuchungen an Praxisanlagen

Es wurden im Vorfeld seitens des Kuratorium flr Technik und Bauwesen in der Land-
wirtschaft eV. (KTBL) 6 landwirtschaftliche Vergarungsanlagen ausgewahlt, die
gemeinsam von der INFU mbH Geschaftsbereich PlanCoTec (Quelle fiir die folgende Be-
schreibung der Anlagen A-F), dem Institut fir Umwelt- und Tierhygiene und dem Institut

fur Phytomedizin der Universitadt Hohenheim beprobt wurden.

Es wurden zusatzlich von den beiden Hohenheimer Instituten zwei weitere Anlagen unter-

sucht. Die Anlagen werden mit A bis H bezeichnet.

Als ,Inputstoffe* werden im folgenden Text diejenigen Rohsubstrate bezeichnet, mit denen
die Anlagen beschickt werden. Sie variieren je nach Bauart und Betriebsweise der
Anlagen.

Als ,Outputstoffe” werden im nachfolgenden Text diejenigen Stoffe bezeichnet, die den
Garprozess durchlaufen haben und am Austrag entnommen werden. Diese variieren

ebenfalls in Abhangigkeit von der Bauart und Beriebsweise der Anlagen.

3.21 Anlage A

Beim Verfahren der Anlage A (Abb.4) handelt es sich um eine einstufige, mesophile Nass-
vergarung. Die festen ,Inputstoffe® (Festmist und Fette flr Futtermittel) werden ein bis
zweimal taglich im Aufnahmebunker mit Rindergllle vermischt und mittels einer Schnecke
in den Fermenter eingebracht. Der in den Boden eingelassene Betonfermenter hat einen
Durchmesser von 10,0 m und eine Tiefe von 4,0 m. Bei einem Flillstand von 3,3 m (70 cm

Gasraum) ergibt sich ein Nutzvolumen von ca. 259 m°.

Der Uberlauf des Fermenters lauft ohne Pumpeneinsatz durch ein unterirdisches Rohr
direkt ins Nachlagerbecken, welches iiber eine Kapazitat von 300 m® verfiigt. Auf dem
Fermenterdach befindet sich ein Container mit einem Blockheizkraftwerk, das das ent-
stehende Biogas in elektrische Energie und Warme umwandelt. Die Betriebstemperatur
des Fermenters schwankt zwischen 42 — 47 °C. Aufgeheizt wird dieser Uber insgesamt

800 m lange Heizschlangen, die frei im Fermenter installiert sind. Die
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Temperatursteuerung erfolgt Uber einen mechanischen Thermostat, der die
Vorlufttemperatur der Heizschlange regelt.

Das Garsubstrat wird Uber ein von oben in den Fermenter schrag einlaufendes Ruhrwerk
durchmischt, das intervallweise jede Stunde fuir 5 Minuten lauft. Es werden taglich ca.
480 m® Gas mit einem Methangehalt von ca. 52 % erzeugt. Die Erfassung der Gasmenge
erfolgt mittels Gaszahler.

Abbildung 4: Fermenter und Blockheizkraftwerk (BHKW) der Anlage A
(Foto: Klages, KTBL, 2003)

3.2.2 Anlage B

Die Anlage B wird als einstufiges, mesophiles (45 — 49 °C) Nassverfahren betrieben. Im
Aufnahmebunker wird zweimal taglich eine Mischung aus Festmist, eingeweichte
Backwaren und Regenwasser angerihrt und mittels einer Schnecke in den Fermenter

eingebracht. Der zum Teil in den Boden eingelassene Betonfermenter hat einen
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Durchmesser von 11,0 m und eine Tiefe von 4,0 m. Bei einem Fullstand von 3,6 m (40 cm
Gasraum) ergibt sich ein Nutzvolumen von ca. 342 m®. Auf dem Fermenterdach befindet
sich ein Container mit einem Blockheizkraftwerk, das mit dem entstehenden Biogas

betrieben wird.

Der Fermenter bzw. dessen Inhalt wird durch Heizschlangen in der Fermenterwand er-
warmt. Die Heizschlangen werden mit der Abwarme des Blockheizkraftwerkes betrieben
und manuell gesteuert. Ein Thermometer ist in einem Abstand von ca. 20 cm zur

nachsten Heizschlange unmittelbar in der Fermenterwand eingebaut.

Die Durchmischung des Fermenterinhaltes erfolgt mit einem Tauchmotor-Rihrquirl,
welcher in Héhe und Richtung verstellbar ist. Bei voller Auslastung werden ca. 600 m®
Gas pro Tag gebildet. Ein Gasmengenzahler ist zwar vorhanden, wird aber zur Ver-

meidung von Korrosion nur kurzzeitig in Betrieb genommen.

3.2.3 Anlage C

Die Anlage C (Abb.5) arbeitet nach dem Verfahren der zweistufigen mesophilen
Nassvergarung mit einer vorgeschalteten Hygienisierungsstufe. Als ,Inputstoffe® werden
neben der im Betrieb anfallenden Rindergllle zusatzlich ca. 4,5 t pro Tag Bioabfalle aus
der getrennten Sammlung verarbeitet. Nach Vorsortierung und grober Zerkleinerung
durch eine Schneckenmulhle werden die Bioabfalle mit Garsubstrat aus dem zweiten
Fermenter angemaischt und in den Hygienisierungstank gepumpt. Dieser weist ein
Volumen von ca.20 m® auf. Da der Tank nicht vollstandig gefiillt wird und nach dem
Entleeren jeweils ein Rest im Tank verbleibt, werden pro Durchgang etwa 9 m?®
hygienisiert. Bei zwei Durchgingen pro Tag werden somit téglich 18 m*® behandelt. Nach
dem Befiillen des Hygienisierungsbehalters wird das Material (iber einen Zeitraum von ca.
4 bis 5 Stunden auf 70 °C aufgeheizt und dabei standig mit einem Rihrwerk durchmischt.

Nach Erreichen der Solltemperatur verbleibt die Maische fir ca. 1 Stunde im Tank.

AnschlielRend wird das Material in den ersten Fermenter gepumpt. Die Rindergille wird
unbehandelt dazugeben. Der erste Fermenter verfligt nach Angaben des Betreibers liber

ein Nutzvolumen von 433 m® verfiigt. Nach einer mittleren hydraulischen Verweilzeit von
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24 Tagen gelangt der Uberlauf des ersten Fermenters in den dahinter liegenden zweiten
Fermenter. Aufgrund des groReren Nutzvolumens von 804 m?® betragt die mittlere
hydraulische Verweilzeit im zweiten Fermenter 45 Tage. Der Austrag aus den einzelnen
Systemeinheiten erfolgt durch einen natiirlichen Uberlauf. Aus Fermenter 2 flieRt das
Substrat in einen Nachlagerbehalter, welcher eine Kapazitat von 804 m?® aufweist und
ebenfalls mit einer Betondecke versehen ist.

Beide Fermenter verfligen eine Warmedammung und werden mittels Heizschlangen unter
Nutzung der Abwarme aus dem Blockheizkraftwerk auf einer Betriebstemperatur von
47 °C gehalten. Die Durchmischung erfolgt mit Hilfe von verstellbaren Tauchmotor-
Ruhrquirlen.

Zur Messung der Temperatur sind Digitalthermometer vorhanden, allerdings ohne eine
automatische Temperaturaufzeichnung. Es werden téglich ca. 700 m®> Gas mit einem

Methangehalt von ca. 55 % produziert.

Abbildung 5: Ansicht Fermenter 1 auf Fermenter 2 der Anlage C
(Foto: Klages, KTBL, 2003)
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3.24 Anlage D

Die Anlage D (Abb.6) wird als zweistufige, mesophile Nassvergarung betrieben. Neben
der Schweineglille, die direkt aus dem Stall in den ersten Fermenter gepumpt wird,
werden auch feste Stoffe, wie Putenmist, Maissilage, Gemise- und Getreideabfalle
verwertet. Diese werden in einem Aufnahmebunker vermischt und mittels einer Schnecke
in halbstiindigen Intervallen in den ersten Fermenter befordert. Dieser verflgt Uber ein
Nutzvolumen von 599 m® und wird mit einer Betriebstemperatur von 43 °C betrieben. Bei
einer Einspeisung von ca. 20 m® Inputmaterialien pro Tag betrégt die mittlere hydraulische
Verweilzeit im Fermenter 1 30 Tage. Uber einen natirlichen Uberlauf gelangt das
Garsubstrat in den zweiten Fermenter, der ebenfalls bei 43 °C betrieben wird. Bei einem
Nutzvolumen von 816 m?® betragt die hydraulische Verweilzeit im Fermenter 2 41 Tage.
Der Uberlauf flieBt in den Nachlagerbehélter, welcher liber eine Kapazitit von 750 m*
verfigt und nicht abgedeckt ist. Zum Erreichen der Betriebstemperatur sind beide
Fermenter mit einer Heizung versehen, die mittels der Abwarme aus dem

Blockheizkraftwerk betrieben wird.

Beide Fermenter verfligen Uber verstellbare Tauchmotor-Rihrquirle und sind mit einer
Folienabdeckung ausgestattet, die gleichzeitig auch als Gasspeicher dient. Es werden in
der Anlage pro Tag ca. 880 m® Gas mit einem Methangehalt von ca. 49,4 % produziert.
Die Gasmenge wird kontinuierlich Uber einen Zahler erfasst. Eine regelmaflige Messung

des Methangehalts erfolgt nicht.
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Abbildung 6: Anlage D, Fermenter mit Schauglas (Foto: Klages, KTBL, 2003)

3.25 Anlage E

Bei der zweistufigen Anlage E (Abb.7) wird eine mesophile Trockenvergarung mit einer
thermophilen Nassvergarung kombiniert. Nach dem ersten Fermenter durchlauft das Gar-

substrat eine Hygienisierungsstufe.

Die Inputmaterialien (Bioabfalle und Schweinegtille) werden auf einer betonierten Flache
neben dem Fermenter grob miteinender vermischt und weisen dann einen
Trockenmassegehalt von 20 % bis 30 % auf. Sie werden mittels einer Schnecke seitlich

an einem Ende in den ersten, liegenden Fermenter eingebracht. Die Schweinegtlle wird
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direkt in den Fermenter gepumpt. Wahrend des Garprozesses durchwandern die
Garstoffe den Fermenter und werden an der gegenuberliegenden Seite wieder

ausgetragen.

Der Fermenter verfligt Uber eine zentrisch angeordnete, horizontal verlaufende Rihr-
achse, die im Abstand von 1,0 m Rihrarme aufweist. Der Fermenter 1 ist komplett mit
Material gefiillt und weist ein Nutzvolumen von 200 m® auf. Die hydraulische Verweilzeit
betragt ca. 21 Tage.

Zum Erreichen der Betriebstemperatur von 44 °C ist der Fermenter mit einer Heizung
ausgestattet, die Uber ein Blockheizkraftwerk betrieben wird. Der Trockenmassegehalt
des Materials nimmt durch organischen Abbau soweit ab, dass das Substrat beim Austrag
aus Fermenter 1 pumpfahig ist. Im Anschluss wird das Garsubstrat durch einen speziellen
Hygienisierungstank (,ThermDes“) gepumpt. Dieser weist ein Volumen von 8 m* auf und
wird kontinuierlich von Material durchflossen. In der ,ThermDes" wird das Substrat auf
eine Temperatur von 70 °C aufgeheizt und verweilt nach Angaben der Betreiber
rechnerisch fir mindestens 1 Stunde bei dieser Temperatur. Die Heizwdrme wird vom

Blockheizkraftwerk der Anlage bezogen.

Nach der Hygienisierung gelangt das Garsubstrat in den zweiten Fermenter, der im Nass-
verfahren bei einer Betriebstemperatur von 55 °C betrieben wird. Er verfigt Gber eine
Warmedammung und wird nicht beheizt. Die Betriebstemperatur wird daher nur Gber das
erhitzte Substrat aus dem ,ThermDes" erreicht. Der Fermenter 2 verflgt Uber ein Nutz-
volumen von 327 m®, die mittlere hydraulische Verweilzeit betragt 30 Tage. Die
Durchmischung erfolgt mit einem verstellbaren Tauchmotor-Ruhrquirl und der Reaktor
weist eine Folienabdeckung auf. Der Uberlauf des Fermenters gelangt schlieBlich in den

Nachlagerbehélter, der eine Kapazitat von ca. 300 m® aufweist.

Es werden taglich ca. 520 m*® Gas mit einem Methangehalt von durchschnittlich 49,8 %
produziert. Gasmenge und -qualitdt werden regelmafig mit geeigneten Messein-

richtungen erfasst.



45

Abbildung 7: Anlage E, Gesamtansicht

(Foto: Klages, KTBL, 2003)

3.2.6 Anlage F

Zwei baugleiche Fermenter parallel nebeneinander betrieben, charakterisieren die Anlage
F. Fermenter 1 arbeitet mit einer Betriebstemperatur von ca. 42 °C im mesopilen Bereich,
Fermenter 2 wird thermophil mit einer Temperatur von ca. 55 °C gefahren. Beide Fer-
menter verfigen Uber eine feste Betonabdeckung mit einem von oben schrag in die
Fermenter laufendem Riihrwerk. Das Nutzvolumen betragt jeweils 675 m®, auRerdem sind
sie mit einer FulBboden- und einer Wandheizung zur Erreichung der Betriebstemperatur

ausgestattet.
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Die ,Inputmaterialien* werden in zwei Vorlagetanks von jeweils 150 m® gesammelt und ge-
mischt, wobei in einem Vorlagetank Fettabscheiderinhalte und Kartoffelschalabfalle und in
dem anderen Tank Maissilage, Stroh und Garsubstrat aus dem Nachlager gemischt
werden. Das Nachlager ist mit einer Folienabdeckung zur Restgaserfassung ausgestattet
und verfiigt Giber eine Speicherkapazitat von ca. 2.000 m°.

Sowohl Befullung als auch Entleerung der beiden Fermenter und des Nachlagers erfolgen
Uber eine zentrale Pumpe. Das Nachlager dient auch als Gasspeicher, mit dem Gas

werden zwei Motoren zur Stromerzeugung (Blockheitzkraftwerke) betrieben .

3.2.7 Anlage G

Die mesophile Anlage G (38 — 40 °C) besteht aus einer Pasteurisierungseinheit und drei
liegenden Rohrfermentern, die parallel betrieben werden.

Die Anlage wird ausschlieB3lich mit Speiseabfallen betrieben.

3.2.71 Patsteurisierungseinheit (PE) der Anlage G

Die Hygienisierungsanlage besteht im Wesentlichen aus 3 Behaltern (Abb. 8) mit
folgenden Funktionen:

- Behalter 1 ist ein Warmwasserspeicherbehalter mit eingebauter Edelstahlrohrwen-
del zur Aufheizung des Substrates.

- Behalter 2 ist der Wiegebehalter — Hygienisierungsbehalter

- Behalter 3 ist ein Behalter mit eingebauter Edelstahlrohrwendel zur Ruckkuhlung
des Substrates.
Diese Behalter sind durch ein sinnvolles System von Rohren, Pumpen und Ventilen mit-

einander verbunden. Die nachfolgende Funktionsbeschreibung bezieht sich auf die
Abbildung 8. In der Grundposition ist der Behalter 2 mit Wasser von ca. 90 °C gefillit.
Dieses Wasser wird vom Blockheizkraftwerk (BHKW) tber einen Warmetauscher standig
auf Temperatur gehalten. Uber ein eingebautes Thermometer ist die Temperatur
erkennbar. Die Anlage wird von einem Prozessrechner gesteuert. Uber eine
Vorprogrammierung werden alle notwendigen Daten fir den automatischen Ablauf
eingegeben. Mittels Startbefehl geht die Anlage in Betrieb. Zunachst wird Uber eine

Beschickungspumpe aus dem Vorlagebehalter eine vorgewahlte Menge in Behalter 1
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gepumpt. Der Inhalt wird elektronisch gewogen. Nach Erreichen der Fullmenge von
4.000 | oder auch friiher beginnt der Heizprozess und nach Erreichen von 70 °C, die
Hygienisierung. Dazu wird mittels Beschickungspumpe Substrat durch die
Edelstahlrohrwendel des Behalters 2 gepumpt und dabei erwarmt es sich. Der Vorgang
lauft so lange bis der Temperaturfiihler den eingestellten Wert von 70 °C erreicht. Nun
schaltet eine Sicherheitsschaltung ein und halt die erreichte Temperatur flr 30 oder 60
Minuten konstant auf 70 °C. Nach 30 bzw. 60 Minuten Heizdauer 6ffnet ein Ablassventil
und eine Pumpe pumpt das Substrat in Behalter 3. In diesem Behalter liegt eine
Rohrwendel, welche von Kaltwasser durchstromt wird und die Warme abfihrt.

Nachdem die Kihltemperatur von ca. 40 °C erreicht ist, wird der Behalterinhalt mittels
einer Pumpe in ein Vorratslager leergepumpt. Von dort werden die Reaktoren beschickt.
Der Vorgang wiederholt sich kontinuierlich. Die Flll- und Entleerungsvorgange werden
von einem Prozessrechner durch vorgegebene Befehle Uberwacht. AuRerdem steuert er
die Temperatur.

Kldiranlage
— 5l & -
Ablaufwasser Kiihlung
Substrat <
Riickkiihlbehiilter

>

Hygienisierer

>

Beschickungsgrube

Vorgrube

Wasch-
Wasser

)

Hochtemperatur-
Verteiler

Wiege-Misch-Behiilter

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Hygienisierungseinheit der Anlage G
(Darstellung vom Betreiber zur Verfugung gestellt)
3.2.7.2 Rohrfermenter der Anlage G
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Die vier Rohreaktoren sind 25 m lang, haben einen Durchmesser von 3 m und ein
Volumen von 156 m® In zwei von vier Reaktoren sind fiir die Probeentnahme im
vorderen, mittleren und hinteren Bereich drei Tauchréhren eingebaut. In die vordere
Tauchréhre wurde die Bacillus globigii-Sporensuspension eingebracht. Auf Gestangen
waren pH- und Temperatursensoren eingebracht. Uber eine automatische
Messwerterfassung konnten die Daten abgelesen werden. Die Probenentnahme fir die
Versuche zur Bestimmung der realen Aufenthaltszeit im Reaktor fand am Ende des

Rohrfermenters statt, da an dieser Stelle ein Ablasshahn angebracht ist.

3.28 Anlage H

Bei der Anlage H handelt es sich um eine einstufige Vergarungsanlage flir Bioabfalle.die
als Trockenvergarung betrieben wird.

In der Anlage werden Bioabfalle aus der braunen Tonne zu Kompost und Biogas
verarbeitet. Die Anlage kann 36.000 t Bioabfall pro Jahr verwerten und produziert ca.
15.000 t Kompost (getrockneter, entwasserter Garrest) und 4 Mio. m* Biogas mit einem
Methangasgehalt von ca. 60 %. Das Biogas wird in Gasmotoren verbrannt, wobei 8.000

MWh Strom erzeugt und ins Netz eingespeist werden.

Der Bioabfall wird von den Sammelfahrzeugen nach der Verwiegung Uber eine
Fahrzeugschleuse in den Mullbunker gekippt. Ein automatischer Kran entnimmt das
Material und gibt es einer Dosiervorrichtung auf. In der Aufbereitung wird der Bioabfall
gesiebt, von Stérstoffen befreit, zerkleinert und anschlieRend in den Garreaktor gepumpt.
Im Reaktor wird der Bioabfall innerhalb von 20 Tagen anaerob abgebaut. Der Garrest wird
entwassert, ca. 24 Stunden beluftet und abgesiebt. Das Abwasser wird in der eigenen
Klaranlage gereinigt und in die Kanalisation eingeleitet. Das Biogas wird dem
Gasspeicher zugefiihrt und mittels Gasmotoren verstromt. Um Geruchsemissionen zu
vermeiden, wird die komplette Anlage mit einer Unterdruckliftung entliftet. Die erfasste

Abluft wird der Abluftreinigung zugefihrt.
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3.2.9 Gesamtiibersicht zu den beprobten Anlagen A bis H
Tabelle 2: Gesamtibersicht zu den beprobten Anlagen A bis H
Nutzvolumen
. . . H=Hygienisierungstank | Gasmenge (G)
Betrieb Inputmaterial
etriebsweise nputmateria F=Fermenter Methangehalt (M)
L=Lager
instufi Festmist
Anlage A 22: Ir?n R(ie:dr:rlsuue F 259 cbm G 480 cbm
g P 9 L 300 cbm M 52%
nass Fette
T Stu -
einstufig | Festmlét G 600 cbm
Anlage B | thermophil Nassteig F 342 cbm ,
M keine Angabe
nass Regenwasser
zweistufi H 9 cbm
Aniage C | oo h"g Bioabfalle F, 433 cbm G 700 cbm
9 o P Rindergiille F, 804 cbm M 55%
L 804 cbm
Put ist
zweistufig u.en.mls Fy 599 cbm
, Maissilage G 880 cbm
Anlage D | mesophil . F, 816 cbm
nass Gemiise- und L 750 cbm M 49,4%
Getreideabfalle
zweistufig
Fermenter 1 festes Input
mesophil i P H 8 cbm
material (z.B. G 520 cbm
Anlage E | trocken . . F; 200 cbm
Bioabfalle) M 49,8%
Fermenter 2 ) N F, 327 cbm
. Schweinegllle
thermophil
nass
Zweistufig Fettabscheider
Fermenter 1 :sfg:)ll;felschal- F, 675 cbm
Anlage F | mesophil Maissilage F, 675 cbm keine Angabe
Fermenter 2 Stroh 9 L 2000 cbm
th hil
ermopht Garsubstrat
Zweistufig
Hygienisierun
Yo g . H 400 cbm
Anlage G | 70 °C Speiseabfalle ) keine Angabe
F1-3 je 156 cbm
F1-3 mesophil
nass
] ] ) } G 4Mio cbm
Einstufig Bioabfalle aus der
Anlage H . pro Jahr
Trockenvergarug | braunen Tonne

M 60%
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3.210 Versuchsdurchfiihrung in den Praxisanlagen

Nachdem im Labormafstab Erkenntnisse hinsichtlich der Tenazitat der ausgewahlten
Priforganismen und der Praktikabilitat der Prifkdrper gesammelt werden konnten, be-
gann die Beprobung der Praxisanlagen. Das Einbringen und Bergen der Prifkorper (siehe
3.3) sowie das Entnehmen von Produktproben erfolgte durch die Firma INFU mbH
Geschaftsbereich PlanCoTec. Hierfir wurden spezielle Behalter aus Lochblechen mit
aufschraubbarem Deckel entwickelt, um die Prifkorper einzulegen. AnschlieRend wurden
die Gefalie an einer Kette in das Substrat der Fermenter eingebracht.

Bei der Probenentnahme und Einbringung der Prifkérper mit den enthaltenen
Priforganismen an der jeweiligen Anlage musste auf den Anlagenbetreiber Riicksicht
genommen werden. Deshalb konnten teilweise nicht aus jedem Fermenter Proben
gezogen werden, wenn z. B. das Nachlager kurz vorher entleert wurdeund dadurch kein

Material zur Verfigung stand.

Fir die Untersuchungen mit den Prufkdrpern wurde in den Anlagen A, C, D und E eine
Aufenthaltsdauer von 24 Stunden und in der Anlage B (Pasteurisierungseinheit 70 °C) 10,
20, 30 und 60 Minuten gewahlt.

Die Anlagen F und G wurden zusatzlich zur urspriinglichen Fragestellung beprobt, um
weitere Fragen, die im wissenschaftlichen Interesse standen, beantworten zu kénnen.

In der thermophilen Anlage F wurden Tenazitdtsuntersuchungen mit den Prifkérpern
nach einer Aufenthaltszeit von 24 Stunden sowie mikrobiologische Untersuchungen der
Input- und Outputproben durchgefihrt.

In der Anlage G sollte gezeigt werden, wie sich die Tenazitat verschiedener Mikro-
organismen in der Aufheizphase der Pasteurisierungseinheit darstellt. Hierzu wurde in
Abstanden von 4 Minuten die erreichte Temperatur notiert und jeweils bei 50 °C, 60 °C
und 70 °C (sofort und nach 30 Minuten) Prifkdrper entnommen. Diese Untersuchungen
wurden in finf unabhangigen Versuchen an flinf verschiedenen Tagen durchgefiihrt.

In der Anlage H lag der Schwerpunkt in der Bestimmung der ,realen Aufenthaltszeit®
(Mindestverweilzeit) des Materials im Reaktor. Zusatlich wurde auch eine ,Input-Output

Analyse* durchgeflihrt und die Tenazitat des Bakteriophage T1 bestimmt.
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In den Anlagen A und G wurden ebenfalls Untersuchungen zur Bestimmung der ,realen
Aufenthaltszeit* (Mindestverweilzeit) des Substrates im Reaktor durchgefihrt.

Das Einbringen der Bacillus globigii-Sporen wurde vom Institut fur Umwelt- und
Tierhygiene der Universitdt Hohenheim durchgefuhrt. Die Probennahmen am Output

Ubernahmen die Anlagenbetreiber nach genauer Anweisung.

Um die bendtigte Menge an Bacillus globigii-Sporensuspension bestimmen zu kénnen,
wurden die Erkenntnisse aus den Laboruntersuchungen auf die grofdtechnischen Anlagen
Ubertragen. Fir die Anlagen A und G wurden ca. 40 | einer Sporensuspension mit einer
Konzentration von 10° Sporen pro ml und fiir die Anlage H ca. 200 | mit einer

Konzentration von 10’ Sporen pro ml verwendet.

Zur Bestimmung der Mindestaufenthaltszeit wurden aus der Anlage A taglich
,Outputproben® entnommen sowie qualitativ und quantitativ auf Bacillus globigii-Sporen
untersucht. Bis zum 15. Tag wurde taglich eine Probe entnommen, danach nochmals am
19. und 44. Tag. Bei der Anlage G fand die Probenentnahme am 1. Tag in Abstdnden von
2 Stunden statt und ab dem 2. bis zum 5. Tag jeweils vormittags und nachmittags jeweils
eine Probenahme. An der Anlage H wurden vom 1. bis zum 15. Tag taglich 4 bis 5 Proben

entnommen.

Zusatzlich wurden an den 8 Praxisanlagen (A - H) ,Input-Output-Kontrollen® durchgefiihrt.
Hierzu wurde Material aus den einzelnen Fermentern sowie das Beschickungsmaterial
auf den Gehalt an Salmonellen, Fakalstreptokokken, und Gesamtcoliforme bzw.
Fakalcoliforme untersucht. AuRerdem fand eine Bestimmung des pH-Wertes statt.

Auch die Entnahme der In- und Outputproben Gbernahm die Firma INFU mbH Geschafts-
bereich PlanCoTec. Ein grol3es Problem stellten dabei die norddeutschen Anlagen dar, da
man auf den Postweg angewiesen war und es teilweise zu unerwarteten Verspatungen
kam. Daher ist nicht ganz auszuschliel3en, dass die erhaltenen Ergebnisse zum Teil nicht

die tatsachliche mikrobiologische Situation der beprobten Anlage widerspiegeln.
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3.2.11 In den Praxisanlagen verwendete Priiforganismen

In den Praxisanlagen wurden folgende Pruforganismen verwendet:

Salmonella Senftenberg W775 H,S positiv, DSM 10062, SIT100
Salmonella Senftenberg W775 H,S negativ, DSM 10062, SIT 112
Enterococcus faecalis, DSM 2570

Coliphage ,Wildstamm®*

Somatischer Coliphage T1, DSM 5801

Bacillus globigii-Sporen

Als Wirtsstamme zur Vermehrung und zur Durchfihrung des Plaque Tests wurden
folgende Stamme verwendet:
Escherichia coli als Wirtsstamm fiir Coliphage ,Wildstamm®, DSM 12242
Escherichia coli als Wirtsstamm fiir Coliphage T1, DSM 613

Die ausgewahlten Mikroorganismen wurden zu Beginn eines jeden Versuchs in Form
einer Bakteriensuspension zusammen mit zuvor erhitztem Fermentersubstrat (70 °C/3 h)
als ,Substrat-Mikroorganismengemisch® in die Prifkérper eingebracht. Die Erhitzung des
Beschickungssubstrates fur die Prufkdrper wurde durchgefuhrt, um sicherzustellen, dass
auch tatsachlich der eingebrachte Enterococcus faecalis nachgewiesen wurde, und nicht
eventuell andere, nativ in Gillle oder biologischen Abféllen vorkommende Fakalstrepto-
kokken. Um in solchen Fallen Enterococcus faecalis sicher von Enterococcus faecium
unterscheiden zu kénnen, hatten finanziell aufwendige molekularbiologische Nachweis-
bzw. Differenzierungsmethoden zur Anwendung kommen muissen, was im Rahmen des
Projektes nicht méglich war. Die Ascaris suum-Eier wurden ohne Fermentersubstrat mit
Hilfe von Gazesackchen geschitzt durch die entspechenden Prifkérper in die Fermenter

eingebracht.

Die so vorbereiteten Prifkérper wurden dann dem Pasteurisierungs- oder Faulprozess
der Anlagen zugeflihrt. Sowohl in den halbtechnischen als auch den grof3technischen
Anlagen wurden regelmaflig In- und Outputkontrollen durchgefiihrt, um Aussagen Uber
die nativen Mikroorganismen des Substrates machen zu kénnen. Hierzu wurde der Gehalt
an Salmonellen, Fakalstreptokokken und Geamtcoliformen bzw. Fakalcoliformen

bestimmt.
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3.3 Verwendete Prufkorper

Fir die Untersuchungen wurden Prifkérper vom Typ 1 verwendet. Diese werden auch als
,Volumenkeimtrager* (RAPP, 1995) oder ,Diffusionsprifkérper® bezeichnet. Die
Prifkérper dienen dazu, die zu untersuchenden Testbakterien dauerhaft zu fixieren, und
weisen hinsichtlich der zu untersuchenden Testkeime ein inertes Verhalten auf. Sie
ermoglichen es eine praxisrelevante Aussage Uber das Inaktivierungsgeschehen von
Mikroorganismen in den untersuchten Substraten zu treffen ohne dass das behandelte
Substrat kontaminiert wird, aber die exponierten Mikroorganismen trotzdem, ahnlich wie
unter nattrlichen Verhaltnissen, in einer entsprechenden Matrix verteilt sind. Sie kénnen
mehrfach verwendet werden. Diese Prifkorper wurden fir die Exposition der bakteriellen
Testorganismen verwendet und auch mit Eiern von Ascaris suum in Gaze-Sackchen
beschickt.

Die Prufkérper (Abb. 9 und 10) wurden von der technischen Zentrale der Universitat
Hohenheim nach Vorlage hergestellt. Der Aufbau und die entsprechenden

Teilekomponenten sind in der nachfolgenden Abbildung dargestellit.
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Abbildung 9:  Schematischer Aufbau des Prifkorpers Typ 1 (RAPP, 1995)

Zum Beflllen werden die Prifkérper auf einer Seite zugeschraubt, dabei ist darauf zu
achten, dass der Membranfilter (in diesem Versuch eine Polycarbonate-Track-Etch-
Membrane, Porengrofie 0,2 um) nicht zerreiflt und der Dichtungsring gut sitzt. Beflillt wird
zuerst mit Gllle oder bei den Untersuchungen in der Anlage G mit Speiseabfallen, dann
mit jeweils 1 ml Suspension mit Salmonella Senftenberg H,S negativ, Salmonella
Senftenberg H,S positiv, Campylobacter jejuni, Coliphage und Enterococcus faecalis.
Wird der Prufkdrper zuerst mit Gille/Speiseabfallen befiillt, ist die Gefahr nicht so groR,

dass Material herauslauft. Danach wird der Prufkorper oben zugeschraubt.
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Um die Begleitflora zu inaktivieren, waren beide Substrate vor der Beflllung im
Wasserbad bei 70 °C 60 Minuten erhitzt.

Abbildung 10: Prifkorper Typ 1 (RAPP, 1995)

Anders als bei den bakteriellen Priufkeimen wurden die Askarideneier ohne
Substratzugabe in die Prifkérper vom Typ 1 eingebracht, allerdings wurden sie vorher in
Gazesackchen eingeschweilt (siehe Abbildung 11). Dazu wird ein Bogen Seidengaze’ in
ca. 10 cm? groRe Blatter geschnitten. Ein Blatt wird in der Mitte gefaltet. Mit einem
Folienschweillgerat werden die Rander verschweilt. Eine gute Schweilnaht ist
durchgehend geschlossen und darf sich bei leichtem Ziehen nicht l6sen (SCHWARZ,
2003).

Durch weitere SchweilRndhte im Abstand von 3 cm ergeben sich aus einem Blatt drei
Prifkorpertaschen, die einzeln ausgeschnitten werden. Jede Schweilinaht ist durch
ziehen auf Festigkeit zu prifen. Die Askarideneier werden in die Gazesackchen pipettiert
und diese werden mit Kabelbindern verschlossen.

Die Priifkdrper werden an Lochblechen mit Kabelbindern befestigt und tiber Offnungen in

den Reaktor eingehangt.

' Sefar AG, Hinterbissaustr. 25 PF, CH-9410 Heiden
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1. Gazeblatt 2. Falten 3. Schweil’en 4.Schneiden

(10 cm?)
-/ ]
-
Schnittlinie / Schweillnaht

Abbildung 11: Herstellung von Gaze-Sackchen

/1N

Lange 5 cm, Breite 2,5 cm

3.4 Mikrobiologisch-parasitologische Untersuchungsmethoden

3.41 Herstellung einer Mikroorganismensuspension

Bei einer Mikroorganismensuspension handelt es sich um ein flissiges Medium, in dem
die ausgewanhlten Bakterien enthalten sind. Fir die Uberpriifung der Inaktivierung von
Mikroorganismen durch die Prozesseinflisse in der Pasteurisierung bzw. im Garbehalter
ist es nétig, eine moglichst hohe Konzentration der jeweiligen Mikroorganismen in der
Suspension zu erhalten.

Es sollte mindestens eine Konzentration von 10°® KBE/ml Substrat der jeweiligen Mikro-
organismen vorhanden sein, um die Inaktivierungskinetik Uber einen Bereich von
mindestens 5 Zehnerpotenzen erfassen zu koénnen. Wird eine Inaktivierung bzw.
Reduzierung um mindestens 5 Zehnerpotenzen erreicht, geht man generell von einer

ausreichenden Desinfektions- bzw. Hygienisierungswirkung aus.

Salmonella Senftenberg

Zu Versuchsbeginn wurde mit einer abgeflammten Platindse eine Kolonie der Stamm-

kultur, die auf Standard-lI-Agar als Reinkultur im Kuihlschrank aufbewahrt wird, abge-
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nommen und in Standard-I-Nahrbouillon verbracht. Nach 24 Stunden Bebritung bei 37 °C
auf dem Schittler wurde mit dem Koch’schen Oberflachen-Verfahren die Keimdichte

bestimmt.

Enterococcus faecalis

Zu Versuchsbeginn wurde mit einer abgeflammten Platindse eine Kolonie der Stamm-
kultur, die auf Standard-I-Agar als Reinkultur im Kihlschrank aufbewahrt wird, abge-
nommen und in Standard-I-Nahrbouillon verbracht. Nach 24 Stunden Bebritung bei 37 °C
auf dem Schuttler wurde mit dem Koch’schen Oberflachen-Verfahren die Keimdichte

bestimmt.

Campylobacter jejuni

Die Reinkultur wird im Kiihischrank auf Blutagar aufbewahrt. Hiervon wird mit einer Ose
eine Kolonie abgenommen und in Preston-Bouillon verbracht. Anschliefend wird diese
48 Stunden mikroaerophil bei 42 °C bebritet und mit dem MPN-Verfahren die Keimdichte

bestimmt.

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis

Mycobakterien sind empfindlich und lassen sich nicht im Kuhlschrank bei 4 °C Uber
langere Zeit aufbewahren. Daher muss 8 Wochen vor Versuchsbeginn aus der Glycerin-
stammkultur, die bei - 80 °C eingefroren ist, auf das schrag gegossene Herold's Egg Yolk
Medium mit Mycobactin Uberimpft werden. Nach einer Bebritungsdauer von mindestens
8 Wochen aerob bei 37 °C kdnnen die gewachsenen Kolonien mit physiologischer Koch-
salzlésung abgeschwemmt werden. Auf diese Weise wird die Mikroorganismensuspen-

sion erhalten.

Zur Konzentrationsbestimmung wird eine dekadische Verdinnungsreihe in NaCl angelegt
und von jeder Verdiinnungsstufe wird je eine Ose entnommen und auf Herold's Egg Yolk
Medium Uberimpft. Nach wiederum mindestens 8 Wochen Bebritungsdauer aerob bei
37 °C kann man anhand der gewachsenen Kolonien eine halbquantitative Konzentra-

tionsbestimmung durchfihren.
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Coliphage T1
48 Stunden vor Versuchsbeginn wird mit einer Ose eine Kolonie aus einer Reinkultur von

Escherichia coli, die auf Standard-I-Agar bei 4 °C im Kuhlschrank aufbewahrt wird, ent-
nommen, in TSB-Bouillon Uberimpft und 24 Stunden aerob bei 37 °C auf dem Schdttler
bebritet. Nun entnimmt man eine Ose aus der T1-Glycerinstammekultur, die bei - 80 °C
gelagert wird und Uberimpft in die Escherichia coli-Keimsuspension. Danach wird erneut
24 Stunden aerob bei 37 °C auf dem Schdttler bebritet. Um eine reine Coliphagen-Keim-
suspension zu erhalten, wird die Suspension bei 4000 U/min 20 Minuten lang zentrifugiert
und der Uberstand abpipettiert. Dieser Uberstand kann bei - 80 °C eingefroren werden.
Man sollte daher zu Versuchsbeginn abschatzen, wieviel ml Keimsuspension bendtigt
werden. Dadurch ergibt sich eine grof3e Zeitersparnis, weil man nur einmal den Aufwand
der Keimsuspensionsherstellung hat.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgt Gber den Plaque-Test.

Coliphage ,Wildstamm"

Der ,Wildstamm® wurde aus einer Beschickungsgulle fur die Laboranlagen gewonnen.
Das Inputmaterial wurde auf Coliphagen untersucht. Man erhielt mit Hilfe des
Plattenausgussverfahrens Phagen-Plaques auf dem TSB-Agar. Die Herstellung der
Keimsuspension erfolgt im Prinzip wie bei der T1 Phage. Der Unterschied besteht darin,
dass ein anderer Escherichia coli-Stamm verwendet wird und man ein Plaque ausstanzt,
in das man dann in die E.coli-Suspension gibt und aerob 24 Stunden bei 37 °C bebrtet,
da keine Stammkultur zur Verfugung steht.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgt ebenfalls tiber den Plaque-Test.

Askarideneier

Fur die Gewinnung von Spulwurmeiern ist es notwendig an einem Schlachthof
Dinndarme frisch geschlachteter Schweine auf das Vorkommen adulter Wirmer zu
palpieren. Es werden nur die weiblichen Spulwirmer benétigt, die sich von den
mannlichen eindeutig in ihrer Grofe unterscheiden. Nur weibliche Spulwirmer mit einer
Mindestlange von 15 cm haben in der Regel entwicklungsfahige Eier in ihrem Uterus.
Sofern die Moglichkeit der sofortigen Praparation nicht gegeben ist, kbnnen die Wirmer
wenige Tage in etwas Wasser gekuhlt (+4 - 6 °C) aufbewahrt werden. Es sollte jedoch
nicht zu lange gewartet werden, da sonst Zersetzungsprozesse beginnen, die die

Uteruspraparation erschweren.
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Zu Beginn der Praparation wird ein Spulwurm langs geteilt (Abb.12). Den Uterus erkennt
man daran, dass er sich als starker doppelter weiller Strang darstellt. Man sucht die
Bifurcation des Uterus, die sich im ersten Drittel des Spulwurmes befindet und setzt den
Uterus in einer Lange von ca. 3 cm ab. Nun nimmt man eine mit Trinkwasser gefillte
Petrischale und streicht mit einer stumpfen Pinzette in diese die Eier aus dem Uterus
heraus. Bei zu starker Kontamination mit Uterusresten kann die Suspension durch eine
Seidengaze filtriert werden. Die so gewonnene Suspension wird in eine entsprechend
grolte Schottflasche gegeben. Danach wird die Suspension 24 Stunden bei 4 °C ge-
schittelt, um eine gleichmaRige Verteilung zu erreichen. Zur Konzentrationsbestimmung
wird ein Mikroliter der Eisuspension auf einen Objekttrager pipettiert, ausgezahlt und an-
schlielend auf einen Milliliter umgerechnet. Optimal ist eine Konzentration von
1 Mio. Eier/ml. Die Erfahrung hat jedoch gezeigt, dass auch 200.000 Eier/ml ausreichend
sind.

Die Eisuspension wird frisch hergestellt und kann gekihlt bei 4 °C bis zu einem Jahr

aufbewahrt werden.

Abbildung 12: Spulwurmpraparation zur Gewinnung von Eiern von Ascaris suum
(SCHWARZ, 2003)
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Bacillus globigii-Sporen

Eine Stammkulturen-Sporensuspension wird mit Wasser auf die bendtigte Menge ver-
dinnt. Nun werden Hefeextrakt-Agar (MYA)-Platten mit der Impfsuspension geflutet, so
dass die gesamte Oberflache des Agars benetzt wird. Der (iberschiissige Uberstand wird
abpipettiert. Auch die Anzahl der MYA-Platten richtet sich nach der bendtigten Menge an

Bacillus globigii-Sporensuspension.

Die Platten werden 3 Tage aerob bei 37 °C bebrlitet. Danach wird der Zustand der Kultur
unter einem Mikroskop beurteilt und die Bebritung weitere 7 bis 10 Tage aerob bei 30 °C
fortgesetzt. Danach werden die Kulturen mit Wasser abgeschwemmt. Die Konzentration
der so erhaltenen Suspension wird mit Hilfe des Koch’schen Oberflachenverfahrens

bestimmt.

342 Herstellen einer Verdiinnungsreihe

Der erste Schritt zur Quantifizierung von Mikroorganismen mit kulturellen Verfahren ist die
Herstellung einer Verdiinnungsreihe. Hierzu werden, falls nicht anders angegeben, 20 g
des zu untersuchenden Substrates in 180 ml einer 0,9 %igen Natrium-Chlorid-Lésung

(NaCl)? eingewogen und iiber Nacht im Kiihiraum bei 4°C auf den Schiittler® verbracht.

Aus dieser Vorverdiinnung (107') erfolgt der Ansatz einer dekadischen Verdiinnungsreihe,
d.h. es wird 1 ml aus der Vorverdinnung entnommen, in 9 ml 0,9 %ige NaCl pipettiert und
auf dem Reagenzglasschiittler vermischt. Aus dieser Verdiinnungsstufe 2 (10?) wird
wiederum 1 ml in 9 ml 0,9 %ige NaCl pipettiert (Erreichen der Verdiinnungsstufe 3 (107%)).
Die Probe wird soweit herunterverdiinnt, bis die gewlnschte Endverdinnungsstufe

erreicht ist.

2 Merck, D-64271 Darmstadt, Art.-Nr. 1.06400.9025
"Lab. Shaker, Adolf-Kiihner AG, Basel, Switzerland
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343 Most Probable Number (MPN) — Verfahren

Dem MPN-Verfahren ist das Herstellen einer Verdinnungsreihe vorgeschaltet,

1 g des zu untersuchenden Materials wird in 9 ml sterile 0,9 %ige Kochsalzlésung
abgewogen und gut geschittelt. Damit ist die erste Verdinnungsstufe einer dekadischen
Verdunnungsreihe angelegt worden. Es folgen weitere 1:10-Verdlinnungen bis zur
erwarteten Keimzahl.

Danach werden aus jeder der Verdlinnungsstufen je 1 ml in drei parallele Réhrchen
Uberimpft, die jene Anreicherungsbouillon enthalt, die dem jeweiligen nachzuweisenden
Bakterium entspricht. Nach dem Aufschitteln werden die Réhrchen verschlossen und je
nach Bakterienart aerob bei 37 °C oder mikroaerophil bei 43 °C bebritet.

Daran schlieRt sich die Uberimpfung auf einen oder mehrere Selektivnahrbéden an. Man
teilt die Platte in drei gleich groRe Teile, taucht die ausgeglilhte und abgekiihlte Ose
nacheinander in jedes der Parallelréhrchen und streicht auf je einem Drittel der Platte aus.
Nun werden die Agarplatten aerob bei 37 °C oder mikroaerophil bei 43 °C bebriitet. Meist
kann man nach der Bebritung anhand eines Farbumschlages bzw. Kolonienwachstums
erkennen, welche Drittel positiv bzw. negativ zu bewerten sind. Man erhalt auf diese
Weise einen dreistelligen MPN-Code der anhand der korrigierten Tabelle nach DE MAN
(1983) ausgewertet werden kann. Das MPN-Verfahren ermdglicht die direkte Zahlung der

.Lebendkeimzahl“ auch dann wenn nur eine geringe Keimzahl vorliegt.

3.4.4 Koch’sches Oberflachenverfahren

Bei diesem Verfahren wird im Vorfeld eine dekadische Verdlnnungsreihe angefertigt. An-
schlieRend werden aus jeder Verdinnungsstufe jeweils 0,1 ml enthommen und auf
Standard-I-Agar Uberfihrt. Mit einem abgeflammten und abgekihlten Drahtspatel werden
diese gleichmaRig auf der Platte verteilt. Nun werden die Platten aerob bei 37 °C 24
Stunden bebritet. Am nachsten Tag werden die gewachsenen Kolonien pro

Verdinnungsstufe ausgezahlt und die Konzentration angegeben.
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3.45 Plaque Test

Dieses Verfahren findet Anwendung beim Nachweis von Coliphagen und basierte auf der
von APHA (1998) empfohlenen Nachweismethode fur Isolierung und Identifizierung von
Coliphagen aus Wasser und Abwasser.

Am Vortag wird eine Keimsuspension des entsprechenden Wirtsstammes hergestellt
(siehe 3.4.6.7). Der in Réhrchen gegossene TSB-Nahragar wird im Dampftopf verfllssigt
und im Wasserbad bei 50 °C flissig gehalten. Es wird eine Verdiinnungsreihe von der zu
untersuchenden Probe hergestellt und bis zur erwarteten Konzentration weiterverdiannt.
Nun werden in zwei parallele Agarréhrchen je 1 ml aus der jeweiligen Verdiinnungsstufe,
1 ml der zugehorigen Wirtsstammsuspension und 0,8 ml 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid
(TPTC) pipettiert. Das Gemisch wird geschuttelt und jeweils in eine Petrischale gegossen,
die gemafl der entsprechenden Verdinnungsstufe beschriftet wurde. Der Ansatz wird
aerob 24 Stunden bei 37 °C bebritet.

Das Wachstum des Wirtsstammes dokumentiert sich durch die Rosafarbung des Agars
durch Umschlag des Indikators. In diesem roten Agar lassen sich die ungefarbten Plaques
gut erkennen. Diese kommen dadurch zustande, dass die Coliphagen den Wirtsstamm
zerstdren Die Plaques werden ausgezahlt und der Mittelwert von den zwei Platten pro
Verdinnungsstufe wird bestimmt. Das Ergebnis wird in PFU = plaque forming units in 1 ml

Probe angegeben.

3.4.6 Nachweis ausgewahlter Mikroorganismen

3.4.6.1 Nachweis von Salmonellen

Benoétigte Materialien:

e Gepuffertes Peptonwasser*
e Novobiocin
e Rappaport-Vassiliadis-Selektivbouillon®

e Xylose-Lysin-Desoxycholat (XLD)-Agar®

* Oxoid GmbH, D-46483 Wesel, Art.-Nr. CM 509
® Becton Dickinson Deutschland GmbH, D-69006 Heidelberg, Art.-Nr. 1858-17
® Becton Dickinson Deutschland GmbH, D-69006 Heidelberg, Art.-Nr. 0788-17
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e Brillantgriin-Phenolrot-Lactose-Saccharose (BPLS)-Agar’

Qualitativer Nachweis:

Um zu Uberprifen, ob in den In- und Outputproben native Salmonellen vorhanden sind,
werden 50 g der zu untersuchenden Probe in 450 ml gepuffertes Peptonwasser einge-
wogen. Zur Hemmung der Begleitflora wird 0,18 ml des Antibiotikum Novobiocin zugeflugt
und die Mischung Uber Nacht aerob bei 37 °C auf dem Schuttler (Pilot-Shaker, Adolf-

Kihner AG Basel, Switzerland) geschwenkt.

Aus den Volumenprifkdrpern kann nur ca. 10 g Substrat gewonnen werden, welches in
90 ml gepuffertes Peptonwasser eingewogen wird (Inkubationszeit 37 °C, 24 Stunden).
Danach werden 0,1 ml des Voranreicherungssubstrates in 10 ml Parallelansatze der
Salmonellenanreicherungsbouillon nach Rappaport-Vassiliadis tUberimpft und 24 Stunden
bei 37 °C und 43 °C bebritet. Diese Methode soll dem Wachstumsoptimum der

verschiedenen Salmonellenarten entsprechen.

Aus dieser Selektivanreicherung wird jeweils ein Dreidésenausstrich auf Brillantgrin-
Phenolrot-Lactose-Saccharose (BPLS)-Agar und Xylose-Lysin-Desoxycholat (XLD)-Agar
angefertigt. Die so beimpften Platten werden aerob 24 Stunden bei 37 °C bebriitet.

Salmonellen wachsen auf BPLS-Agar in blalirosafarbenen, durchsichtigen Kolonien. Im
Nahrboden ist Lactose enthalten, deren Abbau zu Saure durch einen Farbumschlag des

pH-Indikators Phenolrot nach gelb angezeigt wird.

Die gramnegative Begleitflora wird auf XLD-Agar durch Natriumdesoxycholat und Citrat
gehemmt. Durch die Prifung von Xylose-Lactose- und Saccharosefermentation wird die
daraus resultierende Saurebildung am Nahrboden durch einen Farbumschlag des Indi-
kators von Phenolrot nach Gelb angezeigt. Thiosulfat und Eisen-llI-Citrat zeigen die
Schwefelwasserstoffbildung durch die Ausféllung von schwarzem Eisensulfid in den
schwarzen Kolonien an, woran auch Salmonellen zu erkennen sind. Besteht aufgrund der
gewachsenen Kolonien Salmonellenverdacht, wird mit der Ose eine verdachtige Kolonie
abgenommen und auf Standard-l-Agar ein Dreidsenausstrich angefertigt, der daraufhin

aerob 24 Stunden bei 37 °C bebritet wird. Auf diese Weise erhalt man eine Reinkultur,

" Becton Dickinson Deutschland GmbH, D-69006 Heidelberg, Art.-Nr. 1880-17



64

von der man mit der Ose eine Kolonie abnimmt und diese mittels der Objekttrager-

agglutination® mit speziellen Antiseren tberpriift.

Quantitativer Nachweis:

Es wurde das MPN-Verfahren angewendet. Dazu wird von der zu untersuchenden Probe
eine dekadische Verdinnungsreihe in steriler Kochsalzlésung angelegt. Aus diesen Ver-
dinnungsstufen wird jeweils dreimal 1 ml aus jeder Verdunnungsstufe in je 9 ml ge-
puffertes Peptonwasser pipettiert. Daran schliel3t sich eine 24 stiindige Bebritung bei
37 °C an. Im Anschluss an diese Voranreicherung wird je 0,1 ml in drei parallelen An-
satzen in Roéhrchen mit je 10 ml Rappaport-Vassiliadis-Selektivbouillon tGberimpft. Nach
einer Inkubationszeit von 24 Stunden bei 37 °C werden Salmonellen auf XLD- bzw. BPLS-

Agar nachgewiesen (siehe oben).

3.4.6.2 Nachweis von Gesamtcoliformen und Fakalcoliformen

(Escherichia coli)

Benoétigte Materialien:

e Flourocult-Laurylsulfat-Bouillon®
e Kovacz Indolreagenz'®
¢ Natriumhydroxid-Lésung

e Wood'sche Lampe

Auch dieser Nachweis erfolgt nach dem Prinzip der MPN-Technik. Es werden Ver-
dinnungsreihen der zu untersuchenden Probe in physiologischer Kochsalzlésung her-
gestellt und je Verdinnungsstufe 1 ml in drei parallele Réhrchen mit Flourocult-Lauryl-
sulfat-Bouillon pipettiert. Diese enthalten Durham-Rdéhrchen, mit Hilfe derer die Gas-
produktion angezeigt werden kann. Anschliellend wird 48 Stunden aerob bei 37 °C be-

brutet. Nach dieser Inkubationszeit werden die Réhrchen auf Gasbildung hin Uberpruft.

® DADE Behring Vertriebs GmbH u. Co, D-65835 Liederbach, Art.-Nr. ORMT 191 ¢30 (Polyvalent
1) und ORMU 191 ¢c30 (Polyvalent 2); SIFIN, D-13088 Berlin, Anitsalmonella O19; Becton
Dickinson Deutschland GmbH, D-69006 Heidelberg, Art.-Nr. 2814-47; 2659-47; 2816-47; 2817-47;
2818-47; 2952-47 (Salmonella-Testsera-Anti O 2; 4; 7; 8; 9; 10)

® Merck, D-64271 Darmstadt, Art.-Nr. 1.12588.0100

"% Merck, D-64271 Darmstadt, Art.-Nr. 1.09293.0100
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Positiv werden jene bewertet, deren Durham-Rd&hrchen zu mindestens einem Drittel mit

Gas gefllt sind. Die Konzentrationsbestimmung erfolgt mit der MPN-Technik.

Die positive Gasbildung gibt nur Auskunft dartber, dass es sich um Gesamtcoliforme
handelt. Um die Konzentration an Fakalcoliformen, respektive an Escherichia coli zu
bestimmen, werden in alle gaspositiven Réhrchen je 0,5 ml NaOH-LAsung pipettiert und
anschliefend unter der Wood'schen Lampe die Floureszenz Uberprift, die sich hellblau
darstellt. In jedes Rdhrchen, das sowohl positive Gasbildung als auch Floureszenz zeigt,
wird nun 0,1 ml Kovacz-Indolreagenz gegeben. Positive Rdhrchen erkennt man an einem

kirschroten Ring auf der Flissigkeitssaule.

Bei denjenigen, bei denen alle drei Kriterien (Gasbildung, Floureszenz und Indolreaktion)

positiv waren, handelt es sich um Fakalcoliforme, bzw. prasumptive Escherichia coli.

3.4.6.3 Nachweis von Enterokokken

Bendtigte Materialien:
e Azid-Dextrose (AD)-Bouillon™
e Kanamycin-Asculin-Agar (KAA)'?

Der quantitative Nachweis von Enterokokken erfolgt ebenfalls mit der MPN-Technik. Es
wird mit der Herstellung einer Verdinnungsreihe in physiologischer Kochsalzlésung
begonnen. Fir die Anreicherung werden jeweils 1 ml jeder Verdiinnungsstufe in drei
parallele Réhrchen mit 9 ml Azid-Dextrose-Bouillon tUberimpft. Anschlieliend wird 48
Stunden aerob bei 37 °C inkubiert. Anhand der Tribung in den Rdhrchen wird beurteilt,
welche Verdiunnungsstufen auf Kanamycin-Asculin-Agar (berimpft werden sollen. Ist
mindestens eines der drei Réhrchen getribt, wird diese Stufe Uberimpft. Hierzu werden
die Agar-Platten gedrittelt und je eine Ose pro Réhrchen ausgestrichen. Die Platten

werden anschlieRend 48 Stunden aerob bei 37 °C bebrtet.

Fakalstreptokokken bilden auf Kanamycin-Asculin-Agar mit Eisen-lll-lonen einen dunkel-

grinen bis schwarzen Komplex, der einen dunklen Hof um die Kolonien bildet. Jedes

" Merck, D-64271 Darmstadt, Art.-Nr. 1.01590.0500
2 Merck, D-64271 Darmstadt, Art.-Nr. 1.05222.0500
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Drittel der Platte, welches diese Kolonien zeigt, kann als positiv bewertet und nach dem

MPN-Verfahren ausgewertet werden.

3.4.64 Nachweis von Campylobacter jejuni

Benotigte Materialien:

e Preston Bouillon™

e Campylobacter-Selektiv-Agar'

e Blutagar®™

e GasPak-Topfe'®

e AnaeroCult C"'

e Api Campy'®

e Cellulose Nitrat Filter (PorengréRe 0,45 um)™®

Da aus den Prifkdrpern nur eine Menge von ca. 10 ml gewonnen werden kann, wird
diese in 90 ml NaCl eingewogen und direkt im Verhaltnis 1:10 weiter verdinnt. In Fall von
Campylobacter jejuni wird auf die Vorverdinnung Uber Nacht bei 4 °C verzichtet, da
dieses Bakterium streng mikroaerophil wachst. Die mikroaerophilen Bedingungen, d. h.
mit einem Sauerstoffanteil von ca. 5 Vol% und einem Kohlendioxidanteil von ca. 10 Vol%,
werden auf chemischem Wege in Gas-Pak-Anaerobiertopfen gewahrleistet. Aufgrund des
hohen Anspruchs des Bakteriums an das Kulturmedium sollten sowohl Nahrbouillon als
auch Agarplatten immer frisch hergestellt werden (SCHULZE, 1996).

Aus den angefertigten Verdlinnungsstufen werden jeweils 1 ml in 3 Parallelansatze mit je
9 ml Preston-Bouillon Gberimpft und mikroaerophil bei 42 °C fiir 48 Stunden inkubiert. Die

Cellulose-Nitrate-Filter werden gedrittelt und auf die Campylobacter-Selektiv-Agarplatte

¥ Nahrbouillon Nr. 2, Oxoid GmbH, D-46483 Wesel, Art. Nr. CM 67; Preston Campylobacter
Selective Supplement, Oxoid GmbH, D-46483 Wesel, Art. Nr. SR 117 E; Campylobacter Growth
Supplement, Oxoid GmbH, D-46483 Wesel, Art. Nr. SR 084 E; Laked Horse Blood, Oxoid GmbH,
D-46483 Wesel, Art. Nr. 9918324 C

" Merck, D-64271 Darmstadt, Art. Nr. 1.02248; Campylobacter Selective Supplement, Merck, D-
64271 Darmstadt, Art. Nr. 1.02249

' Merck, D-64271 Darmstadt, Art.-Nr. 1.10455

'® Becton Dickinson GmbH, D-69006 Heidelberg, Art.-Nr. 60628

' Merck, D-64271 Darmstadt, Art.-Nr. 1.16275

'® bioMérieux GmbH, D-72602 Niirtingen, Art.-Nr. 07038 B 20 800

"% Sartorius AG, D-37070 Géttingen, Art.-Nr. 13806-47-ACN
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aufgelegt. Nun werden je 0,1 ml aus jedem Ansatz der Voranreicherung auf je ein Drittel

des Filters pipettiert. Anschlieliend wird 2 Stunden mikroaerophil bei 42 °C bebritet.

Danach werden die Filter mit einer ausgegliihten abgekiihlten Pinzette vom Agar entfernt
und die Platten 48 Stunden mikroaerophil bei 42 °C bebritet (STELZER, 1991). Die Filter-
methode hat den Vorteil, dass Campylobacter jejuni, im Gegensatz zu der eventuellen
Begleitflora, in der Lage ist den Filter durch schraubenartige Bewegungen zu durch-
dringen. Kolonien, die nach 2 Tagen gewachsen sind, gelten deshalb als Campylobacter
verdachtig. Fir die Verifizierung werden die verdachtigen Kolonien auf Blutagar Uberimpft
und 48 Stunden bei 42 °C bebritet. Weiterhin kann man mit dem APl CAMPY-System
und/oder dem Hellfeld-Durchlicht-Verfahren untersuchen (PALUSZAK, 2000).

Fur die quantitative Analyse wird auch hier mit dem MPN-Verfahren vorgegangen. Eine
Kolonie unter dem Filter ist bereits als Nachweis flir Campylobacter jejuni aus dem

untersuchten Réhrchen der jeweiligen Verdinnungsstufe als positiv zu bewerten.

3.4.6.5 Nachweis von Bacillus globigii

In den Versuchen zur Bestimmung der Mindestaufenthaltszeit des Substrates im Reaktor
werden Sporen von Bacillus globigii als biologischer ,Tracer” verwendet. Sporen dieses
~Prufbakteriums® kommen naturlicherweise nicht in den biologischen Substraten vor, sie
sind apathogen fir Mensch und Tier, Uberstehen die Prozesseinwirkungen in
Anaerobanlagen und sind wegen ihrer Eigenpigmentierung problemlos visuell

nachweisbar.

Benotigte Materialien:

e Trypton-Glucose-Bouillon (TGB)
Zur Herstellung der Impfkultur von Bacillus globigii-Sporen:
Hefeextrakt: 2,5 g
Trypton: 5,0 g
Glucose: 1,0 g
Wasser (destilliert): 1.000 ml
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o Hefeextrakt-Agar (MYA)
Zur Herstellung von Bacillus globigii-Sporen:
Pepton aus Fleisch: 10,0 g
Hefeextrakt: 2,0 g
MnSO,, H,0O: 0,04 g
Agar: 15 g
Wasser (destilliert): 1.000 ml

e Zentrifuge mit einer Beschleunigung von 10.000 g

Probenherstellung:

Trypton-Glucose-Bouillon (TGB):
Die Bouillon wird in Portionen von je 10 bzw. 100 ml in Prufréhrchen gegeben. Es wird im
Autoklaven sterilisiert. Nach der Sterilisation muss der pH-Wert des Mediums 7,2 (£ 0,2)

gemessen bei 20 °C betragen.

3.4.6.6 Nachweis von Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis

Benotigte Materialien:

e Herold's Egg Yolk Medium

Da aus den Probenpriifkdrpern des Typ 1 nur ca. 10 ml Material riickgewonnen werden
kann, werden diese in 90 ml sterile Kochsalzlésung eingewogen. Aufgrund der
Empfindlichkeit des Bakteriums wird auf das Schitteln 24 Stunden bei 4 °C verzichtet und
direkt eine Verdlnnungsreihe angefertigt. Aus jeder Verdinnungsstufe der zu
erwartenden Keimzahl wird mit einer abgeflammten abgekiihlten Ose eingetaucht und auf
den ebenfalls im Réhrchen gegossenen Herold” Egg Yolk Medium- Agar ausgestrichen.
AnschlieBend werden die Rohrchen fest mit Deckeln verschlossen, um eine
Kontamination wahrend der langen Bebritungsdauer zu verhindern. Nun werden die
Roéhrchen auf einen speziellen Reagenzglasstander verbracht, der ein Kippen mdéglich
macht. In dieser Position verbleiben sie 4 Tage bei 37 °C. Nach dieser Zeit werden die
Roéhrchen aufgerichtet und weitere 8 Wochen bei 37 °C inkubiert. Bei der Auswertung
erkennt man positive Roéhrchen an einem Farbumschlag des Nahrbodens, dem ein

Indikator beigegeben ist, von grin nach gelb und an den typischen milchig-weil3en
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Kolonien. Eine Konzentrationsbestimmung kann nur anndherungsweise gemacht werden,
da in diesem Fall weder das MPN-Verfahren noch das Koch’sche Oberflachenverfahren
angewendet werden kann. Zeigt z. B. die vierte Verdinnungsstufe noch ein positives
Ergebnis, die fiinfte hingegen nicht mehr, liegt eine Konzentration von mindestens 10*
KBE/ml vor.

3.46.7 Nachweis von Coliphagen

Benotigte Materialen:
o Wirtsstamm fiir Coliphage ,Wildstamm?®, Escherichia coli, DSM 12242
o Wirtsstamm fiir Coliphage T1, Escherichia coli, DSM 613

e 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid®

o Trypticase-Soja-Agar (TSA) je 10 ml gegossen in grol3e Reagenzglaser

Am Tag vor der Probenaufarbeitung muss eine Keimsuspension des entsprechenden
Wirtsstammes hergestellt werden. Da aus den Prifkdrpern nur eine Menge von 10 g ge-
wonnen werden kann, werden diese in 90 ml sterile Kochsalzlésung eingewogen und eine
Verdunnungsreihe hergestellt. Nun findet die Methode des unter Punkt 3.4.5

beschriebenen Plaque-Test Anwendung.

3.4.6.8 Nachweis von Askarideneiern

Benotigte Materialien:
e Schutzbrille

e Mundschutz
e Latexhandschuhe
e Schere

o Plastikpetrischalen

Ein wesentlicher Vorteil bei der Aufarbeitung der Proben ist die Tatsache, dass Askariden-
eier in Leitungswasser lange Uberlebensfahig sind. Man kann daher die Gazesackchen zu

den verschiedenen Probenahmezeiten aus den ,Rapp-Prifkérpern® entfernen und bis zur

20 Merck, D-64271 Darmstadt, Art.-Nr. 8380
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Aufarbeitung bei 4 °C im Kihlraum in Leitungswasser aufbewahren. Auflerdem wird ein
Sackchen im Kihlraum als Kontrolle gelagert, um bei der Auswertung kein verfalschtes

Ergebnis zu erhalten.

Bei der Rickgewinnung wird das Gazesackchen vorsichtig unterhalb des Kabelbinders
und an einer Seite aufgeschnitten. Es wird nun mit Leitungswasser sorgsam in die
Petrischale abgeschwemmt. Anschlie®end wird 20 Tage bei 30 °C bebritet. Um eine
Austrocknung zu vermeiden, missen die Schalen regelmafig kontrolliert und gegebenen-
falls Leitungswasser nachgefillt werden. Um flir die Auswertung des jeweiligen Ver-
suches ein Vergleichsergebnis der normalen Entwicklung zu erhalten, wird mit der im
Kihlraum gelagerten Laborkontrolle gleich verfahren. Nach Ablauf der Bebriitung werden
pro Petrischale je 100 Eier bei 100-facher VergroRerung unter dem Mikroskop auf ihre
Entwicklungsfahigkeit hin tberprift. Die so ermittelte Embryonierungsrate wird mit der mit-

gefuhrten Laborkontrollprobe, die als 100 % angenommen wird, verglichen.

3.5 Durchfiihrung einer ,,direkten Prozesspriifung*

Bei dieser Prufung werden Pruforganismen an fur die Einbringung und Entnahme der
Proben geeigneten Offnungen in den Géarbehalter eingebracht. Entweder werden sie an
Lochblechen befestigt oder in speziellen Behaltnissen in die Anlagen eingebracht. Die
Pruforganismen sollten mindestens fur die technisch vorgegebene oder nachgewiesene
Mindestverweilzeit in den Fermenter eingebracht und nach der Entnahme auf deren

Uberlebensfahigkeit untersucht werden.
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4. Ergebnisse

41 Ergebnisse an den halbtechnischen Anlagen und an einer

Pasteurisierungseinheit (PE)

411 Ergebnisse der ,,Input-Output Analyse*

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in den Tabellen 3-5 im Uberbick dargestellt.

Um Informationen Uber den Bakterienstatus unterschiedlichster Substrate vor und nach
der Vergarung zu erhalten, wurden regelmafig sowohl das Beschickungsmaterial als
auch das anaerob thermophil bzw. mesophil behandelte Endprodukt auf den Gehalt an
ausgewahlten Mikroorganismen untersucht, diese sind in der Regel native Salmonellen,

Fakalstreptokokken und Gesamtcoliforme bzw. Fakalkcoliforme.

In keiner der 14 untersuchten Inputproben konnten native Salmonellen nachgewiesen
werden.

In einem Fall (P6) lagen die Gesamt- bzw. -F&kalcoliformen unter der Nachweisgrenze
und einmal bei 10" KBE/g. Ansonsten bewegte sich ihre Konzentration im Bereich
zwischen 10°und 10* KBE/g.

Die Konzentration der Fakalstreptokokken bewegte sich im Bereich 10* bis 10° KBE/g.
Nur in einem Fall lag die Konzentration bei 10° KBE/g (P6) (siehe Tabelle 3).
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Tabelle 3: Ergebnis der Untersuchung des Beschickungsmaterial (Input) der Labor-

anlagen (Angaben in KBE/g)

Probennahme GCF FCF FKS Salmonellen
P1 2,3x10° 2.3x10° 43 x10* n. n.
P2 43x10° 2,3x10° 4.3 x10* n. n.
P3 43x10° 43x10° 43x10* n. n.
P4 43x10° 2,3x10° 9,3 x 10* n. n.
P5 9,2x 10’ 9,2x 10" 2,4 x 10* n. n.
P6 n. n. n. n. 9,3x10° n. n.
P7 2.4 x10* 9,2 x10° 2,4 x10° n. n.
P8 2.4 x10° 2.4 x10° 2.4 x 10° n. n.
P9 4,3 x10* 2,4 x 10* 4.3x10° n. n.
P10 2.4 x10* 2.4 x10* 1,5 x 10° n. n.
P11 9,3x 10° 43x10° 2,4 x10° n. n.
P12 2,3x10* 1,5 x 10* 2,4x10° n. n.
P13 2,4x10° 2,4 x10° 9,3 x 10* n. n.
P14 9,3x10° 43x10° 9,3 x 10* n. n.

GCF: Gesamtcoliforme

FCF: Fakalcoliforme

FKS: Fakalstreptokokken

n. n.: nicht nachweisbar

KBE: koloniebildende Einheiten

Im Outputmaterial der mesophil gefaulten Substrate (35°C) konnten keine nativen
Salmonellen nachgewiesen werden.

Gesamt- bzw. Fakalcoliforme lagen in 2 Fallen unter der Nachweisgrenze und bewegten
sich sonst im Bereich von 10° KBE/g bis 10? KBE/g. Gegeniiber dem Inputmaterial fand
eine Reduktion in der Anzahl dieser Mikroorganismen von ca. 2 Zehnerpotenzen statt.
Fakalstreptokokken lagen in nur einem Fall bei 102 KBE/g, ansonsten bewegten sie sich
im Bereich von 10° KBE/g bis 10* KBE/g. Gegeniiber den Gehalten im unbehandelten In-
put war damit die Keimzahl in der Regel in den Outputproben nur um eine Zehnerpotenz
reduziert (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Ergebnis des Bakterienstatus nach der anaeroben mesophilen (35 °C)

Faulung (Output) in Laboranlagen (Angaben in KBE/g)

Probennahme GCF FCF FKS Salmonellen
P1 1,5x 10" 1,5 x 10" 2.4 x10* n. n.
P2 2,3x 10’ 1,5 x 10" 2,3x 10* n. n.
P3 9,3x 10’ 4,3x 10 2.4 x10* n. n.
P4 9,3 x 10? 9,3 x 10" 2,3 x10* n. n.
P5 n. n. n. n. 2,3x10° n.n.
P6 3,6 x10° 3,6 x 10° 2,4 x10° n. n.
P7 4,3 x 102 2,3 x10? 43x10° n. n.
P8 9,3x 10’ 9,3x 10’ 9,3 x 10? n. n.
P9 4,3 x 10° 2,3 x 102 1,5 x 10* n. n.
P10 n. n. n. n. 7,5x10° n. n.
P11 3,6 x 10’ 2.3x 10" 43x10° n. n.
P12 3,8x 10’ 3,6x 10 9,3x 10° n. n.
P13 9,3x 10’ 9,3x 10’ 1,5 x 10* n. n.
P14 3,6 x10° 3,6 x 10° 43x10° n. n.

GCF: Gesamtcoliforme

FCF: Fakalcoliforme

FKS: Fakalstreptokokken

n. n.: nicht nachweisbar

KBE: koloniebildende Einheiten

Im Outputmaterial der thermophil gefaulten Substrate (55°C) konnten in keiner Probe
Salmonellen, Gesamt- bzw. Fakalcoliforme nachgewiesen werden.

Fakalstreptokokken lagen in 5 Proben unter der Nachweisgrenze. Ansonsten bewegten
sie sich im Bereich von 10° KBE/g bis 10> KBE/g. Gegeniiber den Gehalten in den
mesophil gefaulten Garresten (Tabelle 4) war damit eine deutliche und weitergehende

Reduktion bei den untersuchten Mikroorganismen erkennbar (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Ergebnis des Bakterienstatus nach der anaeroben thermophilen (55 °C)

Faulung (Output) in den Laboranlagen (Angaben in KBE/g)

Probennahme GCF FCF FKS Salmonellen
P1 n. n. n. n. 9,3 x 102 n. n.
P2 n.n. n. n. n. n. n.n.
P3 n. n. n. n. 9,2 x10° n. n.
P4 n.n. n. n. n. n. n.n.
P5 n. n. n. n. 2,3x 10" n.n.
P6 n.n. n. n. n. n. n.n.
P7 n. n. n. n. 3,6 x10° n. n.
P8 n. n. n. n. 3,6 x 10° n. n.
P9 n. n. n. n. 2,3x 10’ n. n.
P10 n.n. n. n. n. n. n.n.
P11 n. n. n. n. 1,5 x 10" n. n.
P12 n. n. n. n. 3,6 x 10° n. n.
P13 n.n. n.n. n.n. n.n.
P14 n. n. n.n. 7.4 x10° n. n.

GCF: Gesamtcoliforme

FCF: Fakalcoliforme

FKS: Fakalstreptokokken

n. n.: nicht nachweisbar

KBE: koloniebildende Einheiten

41.2 Tenazititsversuche mit Priiforganismen in Laboranlagen

Die Priforganismen wurden mit Hilfe der Prifkérper Typ1 (siehe Punkt 3.3) in die Anlagen
eingebracht, und mit Kabelbindern an Lochblechen befestigt. Es wurden verschiedene
Zeiteinheiten gewahlt, Uber die ausgewahlte Priforganismen dem Faulprozess ausgesetzt
wurden (1, 3 und 24 Stunden). Diese Untersuchungen wurden an vier aufeinander

folgenden Tagen im Parallelansatz (Probe A und B) wiederholt (siehe Tabelle 6).
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41.21 Priiforganismus: Salmonella Senftenberg

Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Tabelle 6 und 7 dargestellt.

Die Daten machen deutlich, dass schon nach einer Stunde
Temperaturbereich Salmonella Senftenberg vollstandig inaktiviert wird. Das bedeutet,

dass innerhalb dieser Zeitspanne Salmonella Senftenberg W775 H,S™ und H,S™ um

sieben Zehnerpotenzen reduziert wurden.

Tabelle 6: Ergebnisse der Tenazitat von Salmonella Senftenberg in den Priufkérpern A

und B* nach 1, 3 und 24 Stunden Kontaktzeit in der Laboranlage (55 °C) an je

4 Folgetagen (Angaben in KBE/g)

im

Tag der Parallelansatz der Errechnete

Probennahme Prufkorper Keimzahl
1 A n.n.
) B n.n.
Entnahme der > A n.n.
Prifkorper A und B ' B n.n.
nach 1 Stunde aus dem 3 A n.n.
Thermophilreaktor ' B n.n.
A n.n.
4. B n.n.
1 A n.n.
' B n.n.
Entnahme der 5 A n. n.
Prifkorper A und B ' B n.n.

nach 3 Stunden aus 3 A 9,2 x 10°
dem Thermophilreaktor ' B n.n.
4 A n.n.
) B n.n.
1 A n.n.
' B n.n.
Entnahme der ° A n.n.
Prifkorper A und B ' B n.n.
nach 24 Stunden aus 3 A n.n.
dem Thermophilreaktor ) B n. n.
4 A n.n.
' B n.n.

*: Konzentration in der Nullprobe 10" KBE/ml

KBE: koloniebildende Einheiten

n. n.: nicht nachweisbar

thermophilen
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Tabelle 7 zeigt, dass im mesophilen Temperaturbereich keine bzw. lediglich eine

Reduktion von Salmonella Senftenberg um eine Zehnerpotenz stattfand.

Tabelle 7: Ergebnisse nach 24 Stunden Kontaktzeit von Salmonellen® im mesophil

betriebenen (35 °C) Reaktor (Angaben in KBE/g)

Tag der Probenansatz Errechnete Keimzahl Durchgchnlttllche
Probenentnahme Keimzahl
. A 2,4 x 107
' B 2,4 x 107
A 2,4 x107
2 B 2,1 x10°
1 X 1,2 x 107
5 A 9,3 x 10°
' B 2,1 x10°
; A 9,3 x 10°
' B 2,1 x10°

*: Konzentration in der Nullprobe 107 KBE/ml

KBE: koloniebildende Einheiten

41.2.2 Priiforganismus: Campylobacter jejuni

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Tabelle 8 und 9 dargestellt.

Die Daten in Tabelle 8 machen deutlich, dass schon nach einer Stunde im thermophilen
Temperaturbereich Campylobacter jejuni vollstandig inaktiviert wird. Somit wurde
Campylobacter jejuni innerhalb einer Stunde bei 55 °C im anaeroben Faulraummilieu der

Laboranlage um mindestens 5 Zehnerpotenzen reduziert.
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Tabelle 8: Ergebnisse der Tenazitat von Campylobacter jejuni in den Prifkdérpern A und
B* nach 1, 3 und 24 Stunden Kontaktzeit in der Laboranlage (55 °C) an je 4
Folgetagen (Angaben in KBE/Q)

ol dler Brlher e Parallelansatz der Errechnete
9 Prifkorper Keimzahl
A n. n.
1 B n.n
Entnahme der A n. .
Prifkorper A und B 2. B :
n.n
nach 1 Stunde aus
A n.n
dem 3. B
Thermophilreaktor n.n
4 A n.n
' B n.n
A n.n
1 B n.n
Entnahme der A n. .
Prifkorper A und B 2. B :
n.n
nach 3 Stunden aus
A n.n
dem 3. B
Thermophilreaktor n.n
4 A n.n
' B n.n
A n.n
1 B n.n
Entnahme der A n. o
Prifkérper A und B 2. 5 n. o
nach 24 Stunden aus :
A n.n
dem 3. 5
Thermophilreaktor n.n
A n.n
4.
B n.n

*: Konzentration in der Nullprobe 10° KBE/ml

KBE: Koloniebildende Einheiten

n. n.: nicht nachweisbar

Wie aus Tabelle 9 ersichtlich wird, findet im mesophilen Temperaturbereich (35 °C) bei
einer Aufenthaltszeit von 3 Stunden lediglich eine Reduktion des Priforganismus
Campylobacter jejuni um eine Zehnerpotenz statt.

Bei einer Aufenthaltszeit von 24 Stunden konnte das Bakterium zwar an einem
Versuchstag eliminiert, an den 3 folgenden Versuchstagen allerdings nur um zwei

Zehnerpotenzen reduziert werden.
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Tabelle 9: Ergebnisse der Tenazitdt von Campylobacter jejuni in den Prifkérpern A
und B* nach 3 und 24 Stunden Kontaktzeit in der Laboranlage (35 °C) an je 4
Folgetagen (Angaben in KBE/Q)

Taq der Probennahme Parallelansatz der Errechnete
J Prufkorper Keimzahl
] A 2,3x10*
' B 2,3x10*
Entnahme 2 A 2,3 x 10°
derPrifkorper A und B B 2,3 x 10*
nach 3 Stunden aus A 23 x10*
. 3. J
dem Mesophilreaktor B 2.3 x 10°
A 2,3x10*
4. 2
B 2,3x10

1 A n.n.

' B n. n.
Entnahme der 2 A 2,3 x 10°
Priifkdrper A und B ' B 2,3x10°
nach 24 Stunden aus A 23x10°
dem Mesophilreaktor 3. B 2.4 x 10°
4 A 1,5 x 10°
' B 9,2 x 10°

*: Konzentration in der Nullprobe 10° KBE/ml

KBE: koloniebildende Einheiten

n. n.: nicht nachweisbar

41.2.3 Priiforganismus: Enterococcus faecalis

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in den Tabellen 10 und 11 dargestellt.

Die Tabelle 10 verdeutlicht, dass der Priforganismus Enterococcus faecalis im
thermophilen Temperaturbereich (55 °C) bei einer Aufenthaltszeit von einer Stunde im
Laborreaktor um drei Zehnerpotenzen reduziert werden konnte. Ab einer Aufenthaltszeit
von drei Stunden wurde der Priforganismus vollstandig eliminiert und damit um

mindestens sieben Zehnerpotenzen reduziert.
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Bei mesophiler Betriebsweise (35 °C) der Laboranlage und einer Aufenthaltszeit von 24
Stunden konnte der Priuforganismus Enterococcus faecalis um ein bis zwei

Zehnerpotenzen reduziert werden (siehe Tabelle 11).

Tabelle 10:  Ergebnisse der Tenazitat von Enterococcus faecalis in den Prufkdrpern A
und B* nach 1, 3 und 24 Stunden Kontaktzeit in der Laboranlage (55 °C)
an je 4 Folgetagen (Angaben in KBE/Q)

Taa der Probennahme Parallelansatz der Errechnete
9 Prifkorper Keimzahl
1 A 2,3 x 10*
' B 4,3 x 10*
Entnahme der 5 A 2,3x10*
Prifkorper A und B : B 23x10*
nach 1 Stunde aus 2
dem 3 A 2,3x10
Thermophilreaktor ' B 2,3x 10*
A A 2,3 x 10
' B 2,3 x 10
1 A n. n.
' B n. n.
Entnahme der A n. n.
Priifkérper A und B 2. 5 o
nach 3 Stunden aus —
dem 3 A n. n.
Thermophilreaktor ' B n.n.
A n. n.
4.
B n. n.
1 A n. n.
' B n. n.
Entnahme der A n. n.
Priifkérper A und B 2. B on
nach 24 Stunden aus —
Thermophilreaktor ' B n.n.
A . n.
4. n-n
B n. n.

*: Konzentration in der Nullprobe 10" KBE/ml

KBE: koloniebildende Einheiten

n. n.: nicht nachweisbar
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Tabelle 11: Ergebnisse der Tenazitat von Enterococcus faecalis in den Prifkérpern A
und B* nach 24 Stunden Kontaktzeit in der Laboranlage (35 °C) an je 4
Folgetagen (Angaben in KBE/g)

Taq der Probennahme Parallelansatz der Errechnete
9 Prifkorper Keimzahl
] A 2,3x10°
' B 2,3x10%
Entnahme der o) A 2,3x10°
Priifkdrper A und B B 2,3 x 10*
nach 24 Stunden aus A 24 x 107
. 3. )
dem Mesophilreaktor B 2.3 x 10°
A 1,5x 10’
4, 5
B 9,2x10

*: Konzentration in der Nullprobe 10" KBE/ml

KBE: koloniebildende Einheiten

n. n.: nicht nachweisbar

41.2.4 Priiforganismus: Coliphage “Wildstamm”

Die Ergebnisse der Tenazitatsprifungen sind in Tabelle 12 und 13 dargestellt.

Die Daten der nachfolgenden Tabelle 12 dokumentieren, dass Coliphage ,Wildstamm® im
thermophilen Temperaturbereich (55 °C) nach einer Stunde im Laborreaktor nicht
reduziert wird. Nach drei Stunden fand lediglich eine Verminderung der Anzahl um eine
Zehnerpotenz statt. Auch eine Aufenthaltszeit von 24 Stunden reichte nicht aus, um den

Coliphagen ,Wildstamm® zu inaktivieren. Er wurde nur um zwei Zehnerpotenzen reduziert.
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Tabelle 12:  Ergebnisse der Tenazitat des Coliphagen ,Wildstamm* in den Prifkérpern
A und B* nach 1, 3 und 24 Stunden Kontaktzeit in der Laboranlage (55 °C)
an je 4 Folgetagen (Angaben in PFU/g)

Tag der Probennahme Parallelansatz der Errechnete
9 Prifkérper Keimzahl
] A 1,2x10°
' B 8,0 x 10°
Entnahme der A 6,8 x 10*
Prifkérper A und B B 9.0 x 10°
nach 1 Stunde aus s
dem 3 A 3,0x10
Thermophilreaktor ' B 2,4 x10°
A 7,0 x 10*
4- 5
B 1,5x10
1 A 3,1x10*
' B 8,0 x 10°
Entnahme der A 3,8 x 10*
Priifkérper A und B 2. 2
nach 3 Stunden aus B 25X 104
dem 3 A 3,0x10
Thermophilreaktor ' B 3,6 x 10*
A 2,8 x 10*
4. 4
B 2,0x10
1 A 1,2 x 10°
' B 3,1x10°
Entnahme der A 24 x10°
Priifkdrper A und B 2. B 11x10°
nach 24 Stunden aus ’ 3
dem 3 A 1,5x10
Thermophilreaktor ' B 3,0x10°
A A 2,0x10°
' B 1,8 x 10°

*: Konzentration in der Nullprobe 10° KBE/ml

PFU: plaque forming units

n. n.: nicht nachweisbar
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Die thermophile Betriebsweise des Laborreaktors reichte nicht aus, um den
Pruforganismus Coliphage ,Wildstamm® zu eliminieren (Tabelle 12), im mesophilen
Temperaturbereich (35 °C) wurde sogar eine Vermehrung um ein bis zwei
Zehnerpotenzen gegenuiber der Nullprobe festgestellt (Tabelle13).

Es muss jedoch angemerkt werden, dass in der Laborphase der bis dato unbekannte
Coliphage ,Wildstamm® noch zusammen mit seinem Wirtsstamm Escherichia coli in die
Prifkérper eingebracht wurde, was moglicherweise der Grund fur die Zunahme im
mesophilen Temperaturbereich war. In spateren Versuchen mit dem definierten
Coliphagen T1, der ohne Wirtsstamm eingebracht wurde, fand auch bei mesophilen

Temperaturen im anaeroben Milieu keine Zunahme statt.

Tabelle 13: Ergebnisse der Tenazitat des Coliphagen ,Wildstamm®in den Prifkorpern A
und B* nach 3 und 24 Stunden Kontaktzeit in der Laboranlage (35 °C) an je
4 Folgetagen (Angaben in PFU/q)

Taq der Probennahme Parallelansatz der Errechnete

9 Prifkérper Keimzahl
] A 1,5 x 10’
' B 7,0 x 10’
Entnahme der 9 A 2,3x 10’
Priifkérper A und B B 1,5 x 10’
nach 3 Stunden aus A 2.0x 107
dem Mesophilreaktor 3. 5 2.4 x 107
A 2,5 x10’
4. 7

B 4,0x10
] A 2,0x 10’
' B 7,0 x 107
Entnahme der 2 A 4,2 x 10
Priifkdrper A und B B 3,0 x 10°
nach 24 Stunden aus A 4.1x107

. 3. )

dem Mesophilreaktor B 7.5x 10°
A 8,0 x 10°
4. -

B 4,0x10

*: Konzentration in der Nullprobe 10° KBE/ml

PFU: plaque forming units
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413 Tenazititsversuche mit Priiforganismen in einer

Pasteurisierungseinheit (PE)

Es wurden jeweils vier Versuchsdurchgange an der Pasteurisierungseinheit (ca. 60 |
Inhalt) mit je zwei Parallelen pro Priforganismus (Mycobacterium avium Ssp.
paratuberculosis, Ascaris suum-Eier, Enterococcus faecalis, Coliphage T1 und Coliphage
LSWildstamm*) durchgefihrt.

41.31 Priiforganismus: Enterococcus faecalis

Die Ergebnisse der Tenazitatsprifung sind in Tabelle 14 dargestellt.

Die Daten verdeutlichen, dass der Priuforganismus Enterococcus faecalis nach 10
Minuten Aufenthaltszeit in der Pasteurisierungseinheit bei einer Betriebstemperatur von
70 °C lediglich eine Reduktion von einer Zehnerpotenz erfahrt, wohingegen bei derselben
Aufenthaltszeit jedoch bei 80 °C der Pruforganismus um drei Zehnerpotenzen reduziert
werden konnte.

Bei Verlangerung der Aufenthaltszeit, findet schon nach 20 Minuten bei 70 °C eine
Reduktion um 2zwei bis drei Zehnerpotenzen statt. Nach 30 Minuten konnte die
Konzentration um sechs Zehnerpotenzen verringert werden und ab 60 Minuten
Kontaktzeit bei 70 °C konnte Enterococcus faecalis eliminiert werden. Aufgrund der
weitgehenden Reduktion von Enterococcus faecalis nach 30 und 60 Minuten Kontaktzeit
bei 70 °C bzw. nach 10 min bei 80 °C wurden die Kontaktzeiten 20, 30 und 60 Minuten bei
80 °C nicht durchgefihrt.



84

Tabelle 14: Ergebnisse der Tenazitat von Enterococcus faecalis in den Priufkérpern A

und B*

nach

10, 20, 30 wund 60 Minuten

Kontaktzeit

in der

Pasteurisierungseinheit bei 70 °C und nach 10 Minuten bei 80 °C an je 4

Folgetagen (Angaben in KBE/g)

Tag der Parallel- | Entnahme | Entnahme | Entnahme | Entnahme
Proben- | ansatz der nach 10 nach 20 nach 30 nach 60
nahme | Prufkérper | Minuten Minuten Minuten Minuten
] A 43x10° | 23x10* | 9,2x10' n. n.
' B 1,5x10%° | 1,5x10* | 3,3x10' n.n.
Betriebs- ) A 9,3x10° | 4,3x10* | 9,3x 10’ n. n.
temperatur ' B 36x10° | 93x10° | 2.6x 10’ n.n.
des Labor- 5 . ;
pasteurs 3 A 4,3x10 1,5x 10 1,9 x 10 n. n.
70 °C ' B 36x10% | 3,3x10* | 9,3x10° n. n.
A A 33x10° | 43x10* | 2,0x10 n. n.
' B 1,4x10% | 9,3x10° | 9,3x10° n. n.
] A 2.3 x10* n. d. n. d. n. d.
' B 2.3 x10* n. d. n. d. n. d.
Betriebs- ) A 2,3x10% n. d. n. d. n. d.
temperatur ' B 2.3 x 10" n. d. n. d. n. d.
des Labor- 7
80 °C ' B 2,3x 10* n. d. n. d. n. d.
A A 2,3x10* n. d. n. d. n. d.
' B 2.3 x10* n. d. n. d. n. d.

*: Konzentration in der Nullprobe 1,5 x 10" KBE/ml

PK: Prifkorper
KBE: koloniebildende Einheiten

n. n.: nicht nachweisbar
n. d.: nicht durchgefihrt

4.1.3.2

Priiforganismus: Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis

Die Ergebnisse sind in Tabelle 15 dargestellt.

Die Werte dokumentieren,

dass der

Priforganismus Mycobacterium avium ssp.

paratuberculosis in der Pasteurisierungseinheit sowohl bei einer Betriebstemperatur von

90 °C und 30 bzw. 60 Minuten Aufenthaltszeit als auch schon bei

einer
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Betriebstemperatur von 70 °C und 30 bzw. 60 Minuten Aufenthaltszeit vollstandig

eliminiert bzw. inaktiviert wird.

Tabelle 15: Ergebnisse der Tenazitat von Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis in
den Priifkérpern A und B* nach 30 und 60 Minuten Kontaktzeit in der
Pasteurisierungseinheit (70 °C und 90 °C) an je 4 Folgetagen (Angaben in

KBE/qg)
Tag der Parallelansatz der Errechnete Keimzahl
Probennahme Prifkérper nach 30 nach 60
Minuten Minuten
1 A n.n. n.n.
' B n. n. n.n
A n.n. n.n
Betriebstemperatur 2. B o -
des Laborpasteurs L :
70 °C 3 A n.n. n.n
' B n. n. n.n
A . n. }
4 n.n n.n
B n.n. n.n
1 A n.n. n.n
' B n. n. n.n
A n.n. n.n
Betriebstemperatur 2. B - o
des Laborpasteurs e :
90 °C 3 A n. n. n.n
' B n. n. n.n
A n.n. n.n
4.
B n.n. n.n

*: Konzentration in der Nullprobe 10° KBE/ml

KBE: koloniebildende Einheiten

n. n.: nicht nachweisbar
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41.3.3 Priiforganismus: Coliphage T1

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in der Tabelle 16 dargestellit.

Es wird deutlich, dass der Priforganismus Coliphage T1 sowohl nach 10 und 20 Minuten
bei einer Betriebstemperatur der Pasteurisierungseinheit von 70 °C, als auch nach 10
Minuten bei einer Betriebstemperatur von 80 °C lediglich eine Reduktion um eine Zehner-
potenz erfahrt. Nach 30 Minuten bei 70 °C findet eine Reduktion um zwei Zehnerpotenzen
statt.

Tabelle 16: Ergebnisse der Tenazitit von Coliphage T1 in den Prifkdrpern A und B*

nach 10, 20, 30 und 60 Minuten Kontaktzeit bei einer Betriebstemperatur der
Pasteurisierungseinheit von 70 °C und nach 10 und 20 Minuten bei einer

Betriebstemperatur von 80 °C an je 4 Folgetagen (Angaben in PFU/g)

Tag der Parallel- | Entnahme | Entnahme | Entnahme | Entnahme
Proben- |ansatzder| nach 10 nach 20 nach 60 nach 90
nahme | Prifkérper | Minuten Minuten Minuten Minuten
A 38x10* | 2,3x10* | 9,0x 10 n. n.
1. B 43x10* | 1,5x10* | 1,8x 10 n. n.
Betriebs- ) A 6,0x10* | 1,1x10* n. n. n. n.
e T ' B 58x10* | 43x10* | n.n. n. n.
pasteurs 3 A 1,9x10* | 1,5x10* | 1,7 x 10 n.n.
70 °C ' B 3,7x10* | 1,3x10* n. n. n.n.
4 A 3,3x10* | 2,0x10* | 1,2x10? n. n.
' B 23x10* | 1,6 x10* | 1,6 x 102 n. n.
] A 3,8 x10* n. n. n. d. n. d.
' B 3,4 x10* n. n. n. d. n. d.
Betriebs- ) A 2,9x10* n. n. n. d. n. d.
temperatur ' B 33 x 10 n. n. n. d. n. d.
des Labor- 7
80 °C ' B 1,4 x 10* n. n. n. d. n. d.
A A 3,0 x 10* n. n. n. d. n. d.
' B 1,9 x 10* n. n. n. d. n. d.

*: Konzentration in der Nullprobe 5,1 x 10° KBE/ml
PFU: plaque forming units

n. n.: nicht nachweisbar

n. d.: nicht durchgefiihrt
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Ab 60 Minuten konnte der Priforganismus bei 70 °C teilweise bis unter die
Nachweisgrenze reduziert werden. Die Aufenthaltszeit wurde deshalb auf 90 Minuten
verlangert. Ab dieser Zeitstufe konnte der Priforganismus in allen Parallelen an jeweils 4
Folgetagen nicht mehr nachgewiesen werden. Wird die Aufenthaltszeit bei 80 °C auf 20

Minuten verlangert, wird der Priforganismus inaktiviert.

41.3.4 Priiforganismus: Coliphage ,,Wildstamm*

Die Ergebnisse sind in Tabelle 17 dargestellt.

Die Daten der Tabelle 17 verdeutlichen, dass der Priforganismus Coliphage ,Wildstamm*
sowohl nach 10 und 20 Minuten bei einer Betriebstemperatur von 70°C, als auch nach 10
Minuten bei einer Betriebstemperatur von 80 °C lediglich eine Reduktion um eine
Zehnerpotenz erfahrt. Nach 30 Minuten bei 70 °C findet eine Reduktion um zwei
Zehnerpotenzen statt.

Ab 60 Minuten konnte der Priforganismus bei 70 °C nicht mehr nachgewiesen werden.
Bei 80 °C und 20 Minuten Kontaktzeit kann der Pruforganismus ebenfalls nicht mehr

nachgewiesen werden.
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Tabelle 17: Ergebnisse der Tenazitat von Coliphage ,Wildstamm* in den Prifkérpern A
und B* nach 10, 20, 30 und 60 Minuten bei einer Betriebstemperatur der

Pasteurisierungseinheit von 70 °C und nach 10 und 20 Minuten bei einer

Betriebstemperatur von 80 °C an je 4 Folgetagen (Angaben in PFU/g)

Tag der Parallel- | Entnahme | Entnahme | Entnahme | Entnahme
Proben- | ansatz der nach 10 nach 20 nach 30 nach 60
nahme | Prufkérper | Minuten Minuten Minuten Minuten
] A 39x10* | 24x10* | 6,0x10? n. n.
' B 44x10* | 3,3x10* | 5,7 x 10° n. n.
Betriebs- ) A 42x10* | 21x10* | 6,4x10? n. n.
il ' B 3,9x10 | 46x10" | 68x10° | n.n.
pasteurs 3 A 38x10* | 1,2x10* | 59x10° n. n.
70 °C ' B 47x10* | 2,4x10* | 4,9x10° n. n.
A A 41x10* | 3,9x10* | 6,3x10° n. n.
' B 35x10* | 2,7x10* | 5,3x10* n. n.
] A 3,8 x 10* n. n. n. d. n. d.
' B 3,6 x 10* n. n. n. d. n. d.
Betriebs- ) A 3,5x10% n. n. n. d. n. d.
temperatur ' B 3.7 x 10* n. n. n. d. n. d.
des Labor- 7
80 °C ' B 3,7 x 10* n. n. n. d. n. d.
A A 4,2 x 10* n. n. n. d. n. d.
' B 3,9x 10* n. n. n. d. n. d.

*: Konzentration in der Nullprobe 2,3 x 10° KBE/ml

PFU: plaque forming units
n. n.: nicht nachweisbar
n. d.: nicht durchgefuhrt
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41.3.5 Priiforganismen: Eier von Ascaris suum

Die Ergebnisse der Tenazitatsprifung mit Eiern von Ascaris suum sind in Tabelle 18
dargestellt. Es wird deutlich, dass sich aus den Eiern von Ascaris suum nach einer
Behandlung in der Pasteurisierungseinheit sowohl bei einer Betriebstemperatur von 90 °C
und 30 bzw. 60 Minuten Aufenthaltszeit als auch schon bei einer Betriebstemperatur von
70 °C und 30 bzw. 60 Minuten Aufenthaltszeit keine Larven entwickelten. Das bedeutet,
dass durch die Hitzeeinwirkung im Laborpasteur die Entwicklung der Parasitenstadien zur
infektidsen Larve Il nicht mehr stattgefunden hat. Die Parasitendauerstadien haben somit

mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit ihre Infektiositat verloren.

Tabelle 18: Ergebnisse der Tenazitdt von Ascaris suum (180.000 Eier/ml) in den
Prifkérpern A und B nach 30 und 60 Minuten Kontaktzeit in der
Pasteurisierungseinheit (70 °C und 90 °C) an je 4 Folgetagen

: .
Tag der Parallelansatz der Eiie e [Lerem (10 %)
Probennahme Prifkorper nach 30 nach 60
Minuten Minuten
A 0 0
1.
B
A 0 0
Betriebstemperatur 2.
B 0 0
des Laborpasteurs
70 °C 3 A 0 0
' B 0 0
A 0 0
4.
B 0 0
1 A 0 0
' B 0 0
A 0 0
Betriebstemperatur 2.
B 0 0
des Laborpasteurs
90 °C 3 A 0 0
' B 0 0
4 A 0 0
' B 0 0
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41.4 Versuche zur Bestimmung der realen Aufenthaltszeit (Mindest-
aufenthaltszeit) von Substratpartikeln in den beiden

Laboranlagen

Die Ergebnisse zur Bestimmung der realen Aufenthaltszeit mit Bacillus globigii in zwei
Laboranlagen sind in Tabelle 19 dargestellt.

Es wurden 150 ml Bacillus globigii-Sporensuspension in einer Konzentration von
10® Sporen/ml zusammen mit dem Beschickungsmaterial in den Thermophilreaktor ein-
gebracht. Am Output wurde vor dieser Beschickung eine Probe gezogen, direkt nach der
Beschickung, nach 20 Minuten (gleich nachdem das Rihrwerk das erste Mal lief), nach
30 Minuten, nach 40 Minuten, nach 24 Stunden, nach 48 Sunden und nach 1 Woche.
Bacillus globigii konnte das erste Mal nach 30 Minuten nachgewiesen werden. Auch alle
nachfolgend gezogenen Proben waren positiv (3 x 10* Sporen/ml).

Es sollte nun Uberpruft werden, ob auch eine geringere Menge an Sporensuspension
verwendet werden kann, denn das Ziel war, diesen Laborversuch auf die Praxisanlagen
zu Ubertragen. Daher wurden fur den nachsten Versuch nur 10 ml einer Bacillus globigii-
Sporensuspension mit einer Konzentration von 10° Sporen/ml angewandt. Diese Menge
wurde zusammen mit dem Beschickungsmaterial in den Mesophilreaktor eingebracht. Es
wurden am Output Proben vor der Beschickung, sofort nach der Beschickung, nach 20
Minuten (nachdem das Ruhrwerk das erste Mal lief), nach 30 Minuten, 40 Minuten, 60

Minuten und nach 24 Stunden sowie nach einer Woche gezogen.

Bacillus globigii konnte das erste Mal nach 30 Minuten nachgewiesen werden. Auch alle

nachfolgend gezogenen Proben waren positiv (5 x 10* Sporen/ml).

Da sich diese Methode zur Bestimmung der realen Aufenthaltszeit von Substratpartikeln
in einer Laboranlage als praktikabel erwies, wurden die Versuche auf die grof3technischen

Anlagen Ubertragen.
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Tabelle 19: Ergebnisse zur Bestimmung der realen Aufenthaltszeit (Mindestaufenthalts-

zeit)

mit Hilfe von Bacillus globigii-Sporensuspension

(Konzentration

10® Sporen/ml) an zwei Laboranlagen, Zeitspanne zwischen Einbringen der

Sporensuspension und Nachweis am Austrag (Output) der Anlagen

Auftreten von
Bacillus globigii
am Output

sofort

nach 20

Minuten

nach 30

Minuten

nach 40

Minuten

nach 24

Stunden

nach 48
Stunden

nach 1
Woche

bei Einbringen von
10 ml Sporen-
suspension mit
einer Konzen-

tration von 10%/ml

bei Einbringen von
150 ml
Sporensuspension
mit einer Konzen-

tration von 10%/ml

- Nachweis nicht méglich

+: Nachweis mdglich
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4.2 Ergebnisse der Praxisanlagen

421 Vorbemerkung

Die Ergebnisse und Erkenntnisse, die bei den umfangreichen Untersuchungen in Labor-

anlagen erzielt wurden, sollten in Praxisanlagen verifiziert werden.

Da sich Campylobacter jejuni, Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis und Ascaris
suum-Eier als weniger resistent zeigten als erwartet, bzw. sich als sehr aufwandig in der
Aufarbeitung erwiesen, wurde auf diese Priforganismen in den grof3technischen Anlagen
verzichtet. AuRerdem handelt es sich bei diesen drei Vertretern um pathogene
Mikroorganismen und Parasiten. Ihr Einsatz als ,Priiforganismen® zur Uberpriifung der
»hygienischen Wirksamkeit® von Anaerobanlagen auf landwirtschaftlichen Betrieben mit
Tierhaltung ware daher nur mit einem erhohten, nicht eindeutig kalkulierbaren
Infektionsrisiko der Tierbestande verbunden und nur gerechtfertigt, wenn die anderen

verwendeten Prifkeime sie nicht in der Tenazitatspriifung abdecken wiirden.

Zu Salmonella Senftenberg und Enterococcus faecalis wurden Coliphagen als ,Alternativ-
organismen*“ eingesetzt, da sich diese im Laborversuch als dulerst resistent zeigten. Es
wurde jeweils ein definierter Phagenstamm (T1) und ein nicht definierter aus Gille
isolierter Stamm (Wildstamm) in die Anlagen eingebracht, um deren Uberlebensfahigkeit

in den Anaerobprozessen zu Uberprifen.

Zusatzlich zu den Tenazitdtsuntersuchungen wurden In- und Outputanalysen an den
Anlagen A — F durchgefuhrt.

Im Folgenden werden die Ergebnisse an den grofdtechnischen Anlagen dargestellit.
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422 In- und Outputanalysen der Anlage A (mesophil 42 - 47 °C)
Die Ergebnisse sind in der Abbildung 13 zusammenfassend dargestellt.
Es zeigt sich, dass in allen Proben keine Salmonellen nachzuweisen waren.

In den Produktproben (Input) bewegte sich die Anzahl der Fakalstreptokokken im Bereich
von 10° KBE/g in den Proben aus dem Fermenter und dem Lager im Bereich von
10* KBE/g. Man kann also lediglich eine Reduktion der Anzahl der Fakalstreptokokken um

eine Zehnerpotenz erkennen.

Im Gegensatz hierzu lasst sich bei den Coliformen im Inputmaterial eine Konzentration
von 10* KBE/g erkennen, die im Fermenter und Nachlager um zwei bis drei Zehner-

potenzen reduziert werden.

Zur Darstellung des Diagramms wurde der jeweilige Mittelwert verwendet. Dieser wurde

aus den Einzelwerten berechnet, die im Anhang dargestellt sind (Tabelle A 1 — A 2).
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‘Dlnput n=3 WFermenter n=3 OLager n=3 ‘

Abbildung 13: In- und Outputanalysen an der Anlage A (42 - 47 °C)
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423 In- und Outputanalysen der Anlage B (mesophil 45 - 49 °C)

Die Ergebnisse sind in der Abbildung 14 zusammenfassend dargestellt.
Aus keiner Probe lieRen sich Salmonellen nachweisen.

Sowohl bei den Fakalstreptokokken als auch bei den Coliformen lasst sich eine Reduktion
der Anzahl im Fermenter und Lager im Vergleich zum Inputmaterial um mindestens zwei

Zehnerpotenzen erkennen.

Zur Erstellung des Diagramms wurde der jeweilige Mittelwert verwendet. Die Einzelwerte

sind aus Tabellen A 3 - A 6 im Anhang zu entnehmen.
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Abbildung 14: In- und Outputanalysen an der Anlage B (45 - 49 °C)
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424 In- und Outputanalysen der Anlage C (mesophil 47 °C mit

vorgeschalteter Hygienisierungseinheit)

Die Ergebnisse werden in Abbildung 15 zusammenfassend dargestellt.

Es wird deutlich, dass eine Reduktion in der Anzahl der Mikroorganismen im Vergleich
zum Input (Gulle) und nachgeschaltetem Fermenter um vier bis sechs Zehnerpotenzen,
bis teilweise unter die Nachweisgrenze, stattfindet.

In allen Inputproben konnten Salmonellen qualitativ (Serovar 0:7) nachgewiesen werden,
die ebenfalls nach der Hygienisierung unter die Nachweisgrenze fielen. Da keine quanti-
tative Analyse der Salmonellen stattfand, erscheinen diese nicht in der Abbildung. Die
vorgeschaltete Hygienisierung bei 70 °C Uber 4-5 Stunden hat alle eingesetzten
Priforganismen bis unter deren Nachweisgrenze reduziert, auch die in dieser Anlage be-
ricksichtigten Coliphagen. Allerdings waren diese in der unbehandelten Gille in einer
Konzentration von ca. 10 KBE/g vorhanden.

Zur Erstellung des Diagramms wurde der jeweilige Mittelwert verwendet. Die Einzelwerte

sind aus Tabellen A7 - A 10 im Anhang zu entnehmen.
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Abbildung 15: In- und Outputanalysen an der Anlage C (mesophil 47 °C mit

vorgeschalteter Pasteurisierungseinheit)
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4.2.5 In- und Outputanalysen der Anlage D (mesophil 43 °C)

Die Ergebnisse werden in Abbildung 16 zusammenfassend dargestellt.

Vergleicht man die Keimzahlen im Inputmaterial und den nachgeschalteten Fermentern,
lasst sich eine Reduktion von mindestens zwei bis zu vier Zehnerpotenzen erkennen, mit
Ausnahme der Fakalstreptokokken ist die Anzahl der Gesamtcoliformen und

Fakalcoliformen in den Proben aus Fermenter 2 geringer als aus Fermenter 1.
Die Coliphagen lassen sich weder aus Fermenter 1 noch aus Fermenter 2 nachweisen.

Zur Erstellung des Diagramms wurde der jeweilige Mittelwert verwendet. Dieser wurde

aus den Einzelwerten berechnet, die im Anhang dargestellt sind (Tabelle A 11 — A 12).
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Abbildung 16: In- und Outputanalysen an der Anlage D (mesophil 43 °C)
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4.2.6 In- und Outputanalysen der Anlage E (thermophil 55 °C)

Die Ergebnisse werden in Abbildung 17 zusammenfassend dargestellt.
Es wird deutlich, dass in keiner der Proben Salmonellen nachweisbar waren.

Im thermophilen Fermenter waren nur noch die Fakalstreptokokken in einer maximalen

Konzentration von 10" KBE/g nachweisbar.

Auffallig ist jedoch, dass es im Endlager durch Nachverkeimung wieder zu einer Erhéhung

der Keime kommt,die im Inputmaterial nachgewiesen wurden

Zur Erstellung des Diagramms wurde der jeweilige Mittelwert verwendet. Dieser wurde

aus den Einzelwerten berechnet, die im Anhang dargestellt sind (Tabelle A 13 — A 20).
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Abbildung 17: In- und Outputanalysen an der Anlage E (thermophil 55 °C)
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4.2.7 In- und Outputanalysen der Anlage F (thermophil 55 °C)

Die Ergebnisse werden in Abbildung 18 zusammenfassend dargestellt.
Es konnten keine Salmonellen nachgewiesen werden.

Die Konzentration von Coliformen sinkt von 10* KBE/g im Inputmaterial unter die

Nachweisgrenze im thermophilen Fermenter, steigt aber im Endlager wieder an.

Die Fakalstreptokokken werden im thermophilen Fermenter, im Gegensatz zu den
anderen Mikroorganismen, kaum reduziert und steigen im Lager um eine Zehnerpotenz
mehr als im Inputmaterial an. Auch in der Anlage F tritt das Pha&nomen der
Nachverkeimung bei Gesamt- und Fakalcoliformen auf. Zur Erstellung des Diagramms
wurde der jeweilige Mittelwert verwendet.

Die Einzelwerte sind aus Tabellen A 21 und A 22 im Anhang zu entnehmen.
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Abbildung 18: In- und Outputanalysen an der Anlage F (thermophil 55 °C)
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4.2.8 Versuche an der Pasteurisierungseinheit der mesophilen Anlage G

Die Untersuchungen an Anlage G wurden gemeinsam mit Herrn Milan Drca
(DRCA et al., 2004) durchgefiihrt, der auch die Abbildungen 19 und 20 zur Verfiigung

stellte.

4.2.81 Temperaturverlauf wahrend der Pasteurisierung

Die Temperaturkurven im Reaktor sind in der Abbildung 19 dargestellt.

Die Zieltemperatur bei der die Hygienisierung stattfinden soll, ist 70 °C, eine Reduktion
der ausgewahlten  Mikroorganismen ist jedoch bereits bei niedrigeren
Temperaturbereichen zu erwarten. Aus diesem Grund wurden Proben bei 50 °C, 60 °C
und 70 °C noch wahrend der Aufheizphase aus dem Hygienisierungsbehalter
entnommen. Die Zeitspanne zwischen dem Beginn der Erhitzung des Substrates und dem
Beginn der eigentlichen Hygienisierung (ab 70 °C) lag zwischen 57 Minuten (Versuch 2)
und 79 Minuten (Versuch 3). 50 °C wurden nach einer Zeit von minimal 14 Minuten
erreicht (Versuch 2), wahrend die maximale Zeit bei 24 Minuten registriert wurde
(Versuche 3 und 5). Das Erreichen von 60 °C wurde in einer Zeitspanne von Minimum 27
(Versuch 2) bis Maximum 38 Minuten (Versuch 3) festgestellt. Die letzten Zeitpunkte der
Probenentnahme (am Ende der Hygienisierung) wurden zwischen 90 Minuten (Versuch 2)
und 108 Minuten (Versuch 3) bestimmt.

Die Zeitdauer der Hygienisierung bei den finf durchgefiihrten Versuchen variierte
zwischen minimal 29 Minuten (Versuch 3) und maximal 33 Minuten (Versuch 2).

In Abbildung 19 sind die Temperaturkurven der fiunf durchgefliihrten Versuche grafisch

dargestellt



100

80

Temperatur (°C)

Versuch 1

—— Versuch 2
30 4 —— Versuch 3

Versuch 4
Versuch 5
20 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Zeit (min)

Abbildung 19: Temperaturverlauf wahrend des Hygienisierungsprozesses

4.2.8.2 Einwirkdauer der Temperatur wahrend der Pasteurisierung

Das Saulendiagramm der Abbildung 20 zeigt eine Ubersicht (iber die Zeit- bzw. Ein-
wirkungsdauer der physikalischen und chemischen Einflisse auf ausgewahlte Prif-

organismen zwischen den finf Probenentnahmen vor und wahrend des Hygienisierungs-
prozesses.
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Abbildung 20: Grafische Darstellung der Einwirkungsdauer der Temperatur zwischen

den Probenahmen im Hygienisierungsbehalter

Die erste Probenentnahme erfolgte bei 50 °C, die nach 20,2 Minuten erreicht worden war.
Die zweite Probeentnahmetemperatur von 60 °C wurde bereits nach weiteren
12,8 Minuten erreicht, dem kirzesten Zeitintervall aller funf Probenentnahmen. Bis zum
Erreichen von 70 °C wurden 34,4 Minuten bendtigt. Nach weiteren 15 Minuten wurde eine
zusatzliche Probe entnommen, deren Temperaturmittelwert 71,76 °C betrug. Bis zum
Ende der Hygienisierung nach durchschnittlich 16,4 Minuten wurde noch ein
Temperaturmittelwert von 71,66 °C ermittelt. Die pH-Werte der funf durchgefiihrten
Versuche lagen zwischen minimal 3,44 und maximal 4,12, wobei der durchschnittliche
pH-Wert 3,71 betrug.
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4.2.8.3 Tenazitat der verschiedenen Mikroorganismen in der Pasteurisierungs-

einheit (PE) bei verschiedenen Zeit- und Temperaturstufen

Aus der Abbildung 21 wird ersichtlich, dass die untersuchten Pruforganismen mit
Erreichen der Temperaturen von 70 °C, mit Ausnahme des Phagen T1, bis unter die
Nachweisgrenze reduziert wurden. Nach 15 Minuten Einwirkdauer bei 70 °C und der
Probennahme bei 71,76 °C war auch der Phage T1 nicht mehr nachweisbar.
Enterococcus faecalis sowie Salmonella Senftenberg wurden dabei um 9 bzw. 8
Zehnerpotenzen reduziert. Der Phage T7 und der Phage ,Wildstamm* um ca. 5
Zehnerpotenzen. Es zeigt sich, dass eine funktionierende Hygienisierungseinheit in einer
praktischen Anaerobanlage nach Erreichen von 70 °C und einer Haltezeit von nur 30
Minuten seuchenhygienisch relevante Mikroorganismen und Bakteriophagen zuverlassig
eliminieren kann. Zur Erstellung des Diagramms wurde der jeweilige Mittelwert verwendet.
Die Einzelwerte sind aus Tabelle A 23 im Anhang zu entnehmen.
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Abbildung 21: Vergleichende Darstellung der Tenazitat der verwendeten

Mikroorganismen wahrend des Hygienisierungsprozesses
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429 Direkte Prozessprifung der groBtechnischen Anlage A
(mesophil 44 - 47 °C)

Die Ergebnisse werden in Tabelle 20 zusammenfassend dargestellt.

Als Priforganismus in der durchgefiihrten ,direkten Prozessprifung® diente Salmonella
Senftenberg W 775. Insgesamt wurden 24 Proben parallel untersucht. Die Aufenthaltszeit
im Reaktor betrug 24 Stunden. Mit Hilfe von Diffusionsprifkérpern vom Typ 1, in die 10 ml
Gllle + 1 ml Salmonellensuspension eingegeben wurde und die mit Hilfe einer
Eisenstange in den Faulraum eingebracht wurden, wurden die Priforganismen dem
Faulraummilieu in Abhangigkeit der verschiedenen Anlagentechnik unterschiedlich lange
ausgesetzt. Aus Tabelle 20 wird deutlich, dass in 15 von 24 Proben Salmonella

Senftenberg qualitativ noch nachzuweisen war, quantitativ jedoch nicht.

Tabelle 20: Ergebnisse der direkten Prozessprifung mit Salmonella Senftenberg
W 775 im mesophil betriebenen Reaktor (44-47°C) der Anlage A , 24h

Diffusionspriifkdrper qualitativ quantitativ
1a + n. n.
1b - n.n
2a + n.n
2b + n.n
3a - n.n
3b - n.n
4a + n.n
4b - n.n
5a - n.n
5b + n.n
6a + n.n
6b + n.n
7a + n.n
7b + n.n
8a + n.n
8b + n.n
9a + n.n
9b + n.n
10a + n.n
10b + n.n
11a - n.n
11b - n.n
12a - n.n
12b - n.n

n. n.: nicht nachweisbar

+: positiver Nachweis in 10 g Material -: negativer Nachweis in 10 g Material
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4.2.10 Direkte Prozesspriifung der groRtechnischen Anlage B
(mesophil 46 — 48 °C)

Die Ergebnisse werden in Tabelle 21 zusammenfassend dargestellt. Diese zeigt, dass
nach 24 Stunden im Mesophilreaktor noch in 3 von 12 Proben Salmonella Senftenberg in
einer Konzentration von 10° bis 10" KBE/g nachgewiesen werden konnte. Es fand eine
Keimzahlreduktion von 7 bis 8 Zehnerpotenzen statt. Bei einer Aufenthaltszeit von 48
Stunden konnte der Priforganismus Salmonella Senftenberg vollstandig inaktiviert
werden. Vergleicht man diese Ergebnisse mit denen des Priforganismus Coliphage
Wildstamm, so kann festgestellt werden, dass dieser sowohl nach 24 Stunden als auch
nach 48 Stunden im Mesophilreaktor (46 — 48 °C) lediglich eine Reduktion um maximal

drei Zehnerpotenzen erfahrt.

Tabelle 21: Ergebnisse der direkten Prozessprifung mit Salmonella Senftenberg
W 775 (12 Parallelansatze) und Coliphage ,Wildstamm® (4 Parallelansatze)
im mesophil betriebenen Reaktor der Anlage B (46 °C - 48 °C) nach einer
Aufenthaltszeit von 24 bzw. 48 Stunden (Angaben in KBE/PFU/g)

e o o ; Ermittelte Keimzahl
Diffusionsprufkérper mit: | Ansatze
nach 24 Stunden nach 48 Stunden
1a n.n. n. n.
1b n.n n. n.
2a n. n n. n.
2b n.n n. n.
3a n.n n. n.
Salmonella Senftenberg 3b n. n. n.n.
(3,3 x107) 4a 0,36 x 10° n. n.
4b n.n. n. n.
5a 2,3x10° n. n.
5b n. n. n. n.
6a 2,4 x10' n. n.
6b n. n. n. n.
1a 5,0 x 10° 5,2 x 10°
Coliphage ,Wildstamm®* 1b 3,3x 10 1,3x 10°
(1,3 x 10°%) 2a 1,8 x 10° 1,5 x 10°
2b 1,8 x 10° 8,0 x 10°
n. n.: nicht nachweisbar *: ermittelte Konzentration der Nullprobe

KBE: koloniebildende Einheiten  PFU: plaque forming units
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4.2.11 Direkte Prozesspriifung der groRtechnischen Anlage C

(Hygienisierungseinheit ca. 60 °C)

Die Ergebnisse werden in Tabelle 22 und 23 zusammenfassend dargestellit.

Es zeigt sich, dass die Salmonellen nach 30 Minuten bei 60 °C fast vollstandig reduziert,
und bei einer Aufenthaltszeit von 60 Minuten nicht mehr nachgewiesen werden konnten.

Auch der Priforganismus Enterococcus faecalis konnte sowohl nach 30 als auch nach 60

Minuten im Hygienisierungstank (60 °C) fast vollstandig inaktiviert werden.

Im Gegensatz zu den beiden anderen Priforganismen zeigte sich der Coliphage

Wildstamm resistenter und konnte in allen Proben noch nachgewiesen werden (Tabelle

22).

Tabelle 22: Ergebnisse der direkten Prozessprifung mit Salmonella Senftenberg
W 775 (2 Parallelansatze), Coliphage ,Wildstamm® (4 Parallelansatze) und
Enterococcus faecalis (4 Parallelansatze) in der Pasteurisierungseinheit
(60 °C) der Anlage C nach einer Aufenthaltszeit von 30 bzw. 60 Minuten

(Angaben in KBE/PFU/qg)

Ermittelte Keimzahl

Diffusionsprufkdrper mit: | Ansatze 50h 30 Minuten —5oh 60 Minuten

Salmonella Senftenberg 1a n. n. n. n.
(4.3x10™) 1b 0,36 x 10° n. n.

1a 3,1x 10 2,8 x 10

Coliphage ,Wildstamm® 1b 7,0 x 10° 6,0 x 10'

(1.2x10%) 2a 8,0 x 10' 8,0 x 10'

2b 8,0 x 10 1,4 x 107
1a n. n. n. n.
Enterococcus faecalis 1b 0,36 x 10’ n.n.

(1,2x 10%) 2a n. n. 0,36 x 10'

2b 0,36 x 10° 0,36 x 10°

n. n.: nicht nachweisbar

KBE: koloniebildende Einheiten

PFU: plaque forming units

*. ermittelte Konzentration der Nullprobe
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Aus Tabelle 23 wird deutlich, dass eine Temperaturerhéhung um 10 °C auf 70 °C zu einer

vollstandigen Inaktivierung der Priuforganismen gefuhrt hat.

Tabelle 23: Inaktivierung von Salmonella Senftenberg W775 und Enterococcus faecalis
(le 4 Parallelansatze) im Hygienisierungstank (70 °C) durch die
Temperaturerh6hung nach einer Aufenthaltszeit von 30 und 60 Minuten
(Angaben in KBE/g)

Diffusionsprifkérper mit: | Anséatze Ermlttelte Keimzahl .
nach 30 Minuten nach 60 Minuten

1a n. n. n. n.

Salmonella Senftenberg 1b n.n. n.n.
(2,3x10™) 2a n. n. n. n.

2b n.n. n. n.

1a n. n. n. n.

Enterococcus faecalis 1b n.n n.n
(12x107%) 2a n. n. n. n.

2b n.n. n. n.

n. n.: nicht nachweisbar
KBE: koloniebildende Einheiten

*. ermittelte Konzentration der Nullprobe
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4212 Direkte Prozesspriifung der groftechnischen Anlage D
(mesophil 38,5 - 40 °C)

Die Ergebnisse werden in Tabelle 24 zusammenfassend dargestellt.

Es wird deutlich, dass ein Aufenthalt 24 Stunden im Mesophilreaktor ausreichen, um
Salmonella Senftenberg vollstandig zu inaktivieren.

Im Vergleich hierzu konnte Enterococcus faecalis lediglich um eine Zehnerpotenz

reduziert werden.

Tabelle 24: Ergebnisse der direkten Prozessprifung mit Salmonella Senftenberg
W 775, Coliphage T1 und Enterococcus faecalis (je 8 Parallelansatze) im
mesophil betriebenen Reaktor der Anlage D (38,5 °C - 40 °C) nach einer
Aufenthaltszeit von 24 Stunden (Angaben in KBE/PFU/g)

Diffusionsprufkdrper mit:

Salmonella Senftenberg Enterococcus faecalis Coliphage T1
(2,3 x 10%%) (1,2 x 10%*) (4,3 x 10%%)
n. n. 2.4 x107 n. n.

n. n. 4,3x 10’ n. n.
n. n. 2,4 x 10’ n.n.
n. n. 9,3x 10’ n.n.
n. n. 2.4 x107 n. n.
n. n. 2.4 x107 n. n.
n. n. 4,3x 10’ n. n.
n. n. 4,3x 10’ n.n.

n. n.: nicht nachweisbar
KBE: koloniebildende Einheiten
PFU: plaque forming units

*. ermittelte Konzentration der Nullprobe
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4213 Direkte Prozesspriifung der grofRtechnischen Anlage E
(thermophil 52 - 55 °C)

Die Ergebnisse werden in Tabelle 25 zusammenfassend dargestellt.

Es wird ersichtlich, dass 24 Stunden Kontakizeit der Priforganismen im thermophilen
Temperaturbereich (52 -55 °C) ausreichen, um Salmonella Senftenberg und
Enterococcus faecalis vollstandig zu inaktivieren. Bei vergleichender Betrachtung des
Priforganismus Coliphage T1 kann wie auch in den vorangehenden Untersuchungen
festgestellt werden, dass er wesentlich resistenter ist. 24 Stunden im Thermophilreaktor

konnten lediglich eine Reduktion um drei Zehnerpotenzen bewirken.

Tabelle 25: Ergebnisse der direkten Prozessprifung mit Salmonella Senftenberg W775,
Coliphage T1 und Enterococcus faecalis (je 8 Parallelansatze) im mesophil
betriebenen Reaktor der Anlage E (52 °C - 55 °C) nach einer Aufenthaltszeit
von 24 Stunden (Angaben in KBE/PFU/g)

Diffusionsprufkodrper mit:

Salmonella Senftenberg Coliphage T1 Enterococcus faecalis
(3,1 x 10™) (2,2 x 10°%) (4,8 x 107*)
n. n. 3,0 x 102 n. n.

n. n. 4,0 x 102 n. n.

n. n. 1,5 x 102 n. n.

n. n. 3,5 x 10? n. n.

n. n. 2,7 x 102 n. n.

n. n. 2,0 x 10? n.n.

n. n. 3,2 x 102 n. n.

n. n. 1,8 x 102 n. n.

n. n.: nicht nachweisbar
KBE: koloniebildende Einheiten
PFU: plaque forming units

*: ermittelte Konzentration der Nullprobe
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4214 Direkte Prozessprifung der groRtechnischen Anlage F
(thermophil 54 - 55 °C)

42141 Erster Beprobungsdurchgang

Die Ergebnisse werden in Tabelle 26 zusammenfassend dargestellt.

Aus Tabelle 26 wird deutlich, dass 24 Stunden im Thermophilreaktor ausreichen, um
Salmonella Senftenberg, Enterococcus faecalis und Coliphage ,Wildstamm® vollstandig zu

inaktivieren. Coliphage T1 erfuhr jedoch lediglich eine Reduktion um 3 Zehnerpotenzen.

Tabelle 26: Ergebnisse der direkten Prozessprifung mit Salmonella Senftenberg
W 775, Coliphage T1 und Enterococcus faecalis (je 8 Parallelansatze) im
thermophil betriebenen Reaktor der Anlage F (54 °C - 55 °C) nach einer
Aufenthaltszeit von 24 Stunden (Angaben in KBE/PFU/q)

Diffusionsprifkérper mit:

Salmonella Senftenberg | Col. Wildstamm Col. T1 Enterococcus faecalis
(4,3 x 107*) (3,8 x 10°*) (2,6 x 10°%) (2,4 x 10™)
n.n. n. n. 3,4 x 107 n. n.
n.n. n. n. 4,0 x 10? n. n.
n.n. n. n. 1,4 x 10 n. n.
n.n. n.n. 3,3x10° n.n.
n.n. n. n. 2,6 x 10 n. n.
n.n. n. n. 2,0 x 107 n. n.
n.n. n. n. 3,6 x 107 n. n.
n.n. n. n. 1,0 x 10 n. n.

n. n.: nicht nachweisbar

KBE: koloniebildende Einheiten

PFU: plaque forming units

*: ermittelte Konzentration der Nullprobe

Col.: Coliphage
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4.214.2 Zweiter Beprobungsdurchgang

Die Ergebnisse werden in Tabelle 27 zusammenfassend dargestellt.

Es wird deutlich, dass 24 Stunden im Thermophilreaktor ausreichen um Salmonella

Senftenberg,

Enterococcus faecalis und Coliphage ,Wildstamm® vollstdndig zu

inaktivieren. Coliphage T1 wurde dagegen nur um 3 Zehnerpotenzen reduziert.

Tabelle 27:

Ergebnisse der direkten Prozessprifung (zweiter Beprobungsdurchgang) mit
Salmonella Senftenberg W 775, Coliphage ,Wildstamm®, Coliphage T1 und
Enterococcus faecalis (je 8 Parallelansatze) im thermophil betriebenen
Reaktor der Anlage F (54 °C - 55 °C) nach einer Aufenthaltszeit von
24 Stunden (Angaben in KBE/PFU/g)

Diffusionsprifkorper mit:

Salmonella Senftenberg | Col. Wildstamm Col. T1 Enterococcus faecalis
(4,3x10™) (2,9 x 10°) (3,7 x 10°) (3,6 x 107)
n.n. n.n. 3,5 x 102 n. n.
n. n. n.n. 8,0 x 102 n. n.
n. n. n. n. 1,7 x10° 3,6 x 10°
n.n. n.n. 3,5 x 107 n.n.
n. n. n. n. 2,4 x 107 n. n.
n. n. n. n. 2,4 x 107 n. n.
n. n. n. n. 3,2 x 10 n. n.
n. n. n.n. 1,8 x 10 n.n.

n. n.: nicht nachweisbar
KBE: koloniebildende Einheiten
PFU: plaque forming units

*. ermittelte Konzentration der Nullprobe

Col.: Coliphage
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4215 Bestimmung der realen Aufenthaltszeit an den

Praxisanlagen A, G und H

Bei thermophil betriebenen Anaerobanlagen mit diskontinuierlicher bzw. kontinuierlicher
Beschickung ohne Vorerhitzung der Substrate kann durch Traceruntersuchungen die-
jenige Zeitspanne ermittelt werden, die alle Substratanteile in fester und flissiger Form als
kirzeste Aufenthaltszeit (Mindestverweilzeit) im Anaerobreaktor haben. In diesem
Zusammenhang sollte daher die Eignung des Einsatzes ,biologischer Tracer* Gberprift
werden, die mikrobiologisch arbeitenden Untersuchern ein wirkungsvolles Werkzeiug in
die Hand gibt.

Am meisten geeignet erschienen Sporen von Bacillus globigii. Die Sporen dieses
Bakteriums kommen natirlicherweise nicht in biologischen Abféllen vor und sind im
Oberflachenverfahren auf Standard-l-Agar aufgrund ihres charakteristischen, orangenen

Wachstums einfach zu diagnostizieren.

42151 Bestimmung der realen Aufenthaltszeit in der Anlage A

Die Ergebnisse werden in Tabelle 28 dargestellt.

Bei dieser Anlage handelt es sich um einen stehenden Fermenter mit 350 m® Inhalt. Es
wird einmal taglich mit 2 % des Inhaltes (7 m*® Material) beschickt. Das Propellerriihrwerk
lauft einmal pro Stunde fir 5 Minuten.

Es wurden 44 | Sporensuspension mit einer Konzentration von 10° Sporen/ml mit dem
Beschickungsmaterial einmalig eingebracht. Der Landwirt zog einmal taglich eine Misch-
probe am Auslauf des Fermenters.

Am dritten Tag nach der Beprobung konnten das erste Mal Sporen von Bacillus globigii

am Auslauf des Fermenters nachgewiesen werden.
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4.2.15.2 Bestimmung der realen Aufenthaltszeit in der Anlage G

Die Ergebnisse werden in Tabelle 28 dargestellt.

Es handelt sich hierbei um einen liegenden Fermenter mit 160 m® Inhalt, der aus-
schliellich mit Speiseabfallen betrieben und im Abstand von 2 Stunden mit 1 % des
Inhaltes beschickt wird. Es wurden Uber einen Wasserschlauch 40 | Bacillus globigii-
Sporensuspension mit einer Konzentration von 10’ Sporen/ml in den Reaktor eingebracht.
Schon bei der ersten Probennahme, 30 Minuten nach Zugabe konnte der Priforganismus

am Auslauf des Fermenters nachgewiesen werden.

4.2.15.3 Bestimmung der realen Aufenthaltszeit in der Anlage H

Die Ergebnisse werden in Tabelle 28 dargestellt.

Bei dieser Anlage handelt es sich um einen stehenden Fermenter mit 3.000 m® Inhalt. Er
wird taglich mit 5 % des Inhaltes kontinuierlich Gber 12 Stunden mit Bioabféllen beschickt.
Nach Betreiberangaben betragt die ,mittlere hydraulische Aufenthaltszeit® der An-
aerobanlage ca. 25 Tage. Um jedoch die kirzeste Zeitspanne in Erfahrung zu bringen, die
die festen Partikel oder die flissigeren Stoffe als ,tatsachliche® Aufenthaltszeiten in der
Anlage haben, wurde der ,biologische Tracerversuch unter Verwendung von Bacillus
globigii-Sporen durchgefuhrt.

Es wurden 200 | einer Bacilllus globigii-Sporensuspension mit einer Konzentration von
10" Sporen/ml mit Beschickungsmaterial direkt in den Anaerobreaktor eingebracht. An-
schlielend wurden 27 Tage lang ein bis finf Proben pro Tag an derselben Probenstelle
entnommen, an der die ,Outputproben® gezogen wurden.

Sieben Stunden nach Zugabe konnten das erste Mal Sporen von Bacillus globigii am

Auslauf des Fermenters nachgewiesen werden.
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Tabelle 28: Aufenthaltszeit (Zeit zwischen Einbringung mit dem Beschickungsmaterial und

erstem Auftreten am Auslauf von Bacillus globigii) in den Anlagen A, G und H

Eingebrachte Menge | Zeit bis zum ersten Auftreten
Anlage an Sporensuspension von Bacillus globigii am
(in Liter) Auslauf
A
350 cbm Inhalt 44| 3 Tage
stehend
G
160 cbm Inhalt 401 30 Minuten
liegend
H
3000 cbm Inhalt 2001 7 Stunden
stehend
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5. Diskussion

5.1 Vorbemerkung

Mit den in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Tenazitatsuntersuchungen mit
verschiedenen Mikroorganismen sollten weitere Daten zur Prozessuberwachung bzw.
Validierung der biotechnologischen Prozesse, vor allem in kleinen Vergarungsanlagen
(landwirtschaftliche Kofermentationsanlagen) erarbeitet werden. Um ein breites Spektrum
von relevanten Pruforganismen testen zu kdnnen, wurden zusatzlich zu dem in der
Bioabfallverordnung (ANONYM, 1998) vorgeschriebenen Pruforganismus Salmonella
Senftenberg, folgende weitere Priforganismen auf ihr Tenazitatsverhalten gegeniber

verschiedenen Temperaturbereichen getestet:

- Enterococcus faecalis - Ascaris suum-Eier
- Campylobacter jejuni - Coliphage T1
- Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis - Coliphage ,Wildstamm*

Um geeignete Prifkorper zum Einbringen der unterschiedlichen Priforganismen zu er-
arbeiten, wurden verschiedene Varianten im Vorfeld an Laboranlagen geprift und an-
schlieRend deren Einsatz in Biogasanlagen in der Praxis verifiziert. Als Laboranlagen
dienten eine mesophile (35 °C) und eine thermophile (65 °C) Biogasanlage. AulRerdem
stand fur die Untersuchungen bei héheren Temperaturen (70 - 90 °C) eine Pasteurisie-
rungseinheit zur Verfugung.

Nach Abklarung offener Fragen im Vorfeld im Labor bezlglich der Praxistauglichkeit und
Praktikabilitat diverser Pruforganismen konnten die erzielten Ergebnisse anschlieRend in
der GroBtechnik Uberprift werden. Hierflr entschied man sich nur fir diese Mikroorga-
nismen, die sich im Labor als geeignet flr die direkte Prozessprifung erwiesen. Die
direkten Prozessprifungen wurden an acht mesophil und thermophil betriebenen landwirt-
schaftlichen Kofermentationsbiogasanlagen verteilt in Deutschland durchgefihrt.

In den Untersuchungen wurden jeweils parallel ,In- und Outputproben®, d.h. Proben vor
und nach der anaeroben Behandlung im Fermenter (Garreaktor; Biogasreaktor) gezogen.
Dabei wurden die Substrate auf ihren Gehalt an Salmonellen, Enterokokken und Gesamt-
coliforme sowie Fakalcoliforme untersucht. Das Ziel dieser Untersuchungen lag darin, die
Effektivitat der in den untersuchten Biogasanlagen ablaufenden Prozesse der anaeroben

Fermentation sowie der angewandten Hygienisierungsverfahren zu Gberprifen.
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Des Weiteren wurde die reale Aufenthaltszeit (Mindestverweilzeit) des Materials im
Reaktor bestimmt.

Seit Februar 2006 ist die Verordnung (EG) Nr. 208/2006 (ANONYM, 2006a) in Kraft
getreten, welche fiir die Validierung der biotechnologischen Prozesse in den Biogas- und
Kompostierungsanlagen Salmonella Senftenberg H,S negativ und Enterococcus faecalis
fordert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit schlagen sich in dieser nieder.

5.2 Beurteilung der verwendeten Probebehaltnisse

Um herausfinden zu kénnen, wie die ausgewahlten Priforganismen auf das sie um-
gebende Milieu bezuglich ihrer Tenazitat reagieren, musste ein Prufkérper entwickelt
werden, der sie dem Milieu moglichst unverfalscht aussetzt.

Die beste Losung ware sicherlich eine Bakteriensuspension direkt in das durchmischte
Substrat einzubringen. Jedoch ist es kaum mdglich die Bakterien spater wieder zu finden.
Es liegt daran, dass manche untersuchten Bakterien, wie z. B. Campylobacter jejuni,
leicht von den nativen im Substrat enthaltenen Mikroorganismen im Wachstum gehemmt
werden kénnen, was den Nachweis erschwert (ABULREESH et al., 2005; GALLAY et al.,
2006). Weiterhin musste eine sehr grole Menge an Suspension hergestellt werden, um
ausreichend hohe Konzentration zu erreichen. Auch die gleichmafige Durchmischung mit
dem Substrat im Fermenter einer Praxisanlage kann nur schwer gewahrleistet werden.
Als weiteres Problem bei der Verwendung der Bakteriensuspension erweist sich die
Tatsache, dass manche untersuchte Mikroorganismen wie z. B. Enterococcus faecalis
nach dem Einbringen in das untersuchte Substrat durch konventionellen Nachweis nicht
mehr von nativen Enterokokken zu unterscheiden sind (BOHM, 2003).

Des Weiteren kommt hinzu, dass sichergestellt werden muss, dass die Priiforganismen
nicht in die AuRenwelt gelangen dirfen und zu einer Weiterverbreitung und damit
Kontamination der Umwelt fihren (BENDIXEN, 1998; EDER, 2001; BOHM, 2003).

Unter Berlcksichtigung dieser Kriterien wurden in der Vergangenheit Diffusionsprifkorper
und Prifkérpertechniken etabliert (PESARO et al., 1995; RAPP, 1995; SPILLMANN et al.,
1987; SCHWARZ, 2003), die den Anforderungen gerecht wurden. Auch BRAUMILLER et
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al. (2000), MOSS (2000) und HOFERER (2001) haben diese Techniken angewandt und

weiterentwickelt.

In den vorliegenden Untersuchungen wurde das Volumen-Prifkérpersystem (Keimtrager
Typ 1) angewandt (RAPP, 1995). Es ermdglicht das Einbringen von Bakterien, die man
zuvor mit dem entsprechenden Substrat vermischt. Dieses System gewahrleistet eine
permanente Milieuangleichung Uber semipermeable Membranen. Auch die einfache
Handhabung beziglich des Einbringens in die Reaktoren spricht fur die
Volumenprifkorper. Im Labormaflstab werden sie mit Hilfe von Kabelbindern an
Lochblechen angebracht und in der Grofitechnik werden sie in entsprechende Behaltnisse

verbracht, die an einer Kette in den Fermenter eingebracht werden.

5.3 Untersuchungen an den Laboranlagen

5.3.1 Tenazitatsversuche

Die Versuche, die an den Laborbiogasanlagen im Jahr 2002 durchgeflihrt wurden, dienten
zur Abklarung der Frage, ob es mdoglicherweise Alternativindikatororganismen zur
Beurteilung der Seuchenhygiene gibt, die jene in der Bioabfallverordnung (ANONYM,

1998) vorgeschriebenen ersetzen bzw. erganzen kénnten.

Sei es, weil sie sich aufgrund ihrer Handhabung in der Aufarbeitung im Labor besser
eignen oder einfach eine hdohere Tenazitat aufweisen als z. B. Salmonella Senftenberg
W 775 H,S negativ. Die Verwendung eines reprasentativen Priforganismus zur Anlagen-
validierung fur den Bereich Seuchenhygiene ist vor allem vor dem Hintergrund eines
Ersatzes des sehr stabilen aber schlecht quantitativ zu erfassenden phytopathogenen
Pruforganismus Tabak-Mosaik-Virus (TMV) von besonderer Bedeutung. Lasst sich hierbei
ein mit konventionellen Techniken, schnell und kostenglinstig ein Indikatororganismus mit
hoher Thermoresistenz und ausreichender Reprasentativitdt flir die in diesem
Zusammenhang epidemiologisch bedeutsamen Krankheitserreger finden, ist kritisch zu
hinterfragen, ob das TMV Virus weiterhin als ,PrUforganismus® fur die ,direkte
Prozessprifung“ nach Anhang 2 der BioAbfV (ANONYM, 1998) dienen soll und kann. Die
Frage ob das TMV ein relevanter Priforganismus zur Validierung der biotechnologischen
Prozesse ist, wurde auch von HOPPENHEIDT und MUCKE (2000) gestellt. In deren
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Untersuchungen stellte sich heraus, dass die thermische Behandlung von Bioabfallen
Uber eine Stunde bei 70 °C nicht ausreichend ist, um das TMV zu inaktiviren und damit
die in der BioAbfV geforderte Inaktivierung des Virus einzuhalten. Auch die Ergebnisse
der Tenazitatsuntersuchungen von SCHULER et al. (1996), in denen die Tabakblatter
artifiziell mit TBV infiziert wurden, zeigten, dass die Warmebehandlung bei
70 °C fur eine Stunde nicht ausreichte um eine vollstandige Inaktivierung des TMV zu
bewirken. Das Virus bleibt nach der Warmebehandlung noch ber 21 Tage erhalten bzw.
infektios.

In der vorliegenden Arbeit wurden daher Campylobacter jejuni, Coliphagen,
Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis und Schweinespulwurmeier (Ascaris suum)
mit in die Untersuchungen einbezogen. Parallel dazu wurden immer Salmonella
Senftenberg W775 H,S negativ und Enterococcus faecalis in die Anlagen eingebracht, um
so einen direkten Vergleich beziglich der Tenazitat in allen Anlagen bei den diversen
Substraten zu erhalten. Zur Einbringung der Mikroorganismen und Parasiten wurden
Volumenprufkérpern verwendet, die von RAPP (1995) entwickelt und von SCHWARZ
(2003) modifiziert wurden.

Die Versuche mit den Diffusionsprifkérpern im Thermophilreaktor (55 °C) zeigten, dass
sowohl Salmonella Senftenberg als auch Campylobacter jejuni schon nach einer Stunde
inaktiviert wurden, wohingegen Enterococcus faecalis und Coliphage ,Wildstamm® nicht
eliminiert wurden. Des Weiteren wurde festgestellt, dass Enterococcus faecalis nach 3
Stunden bei 55 °C nicht mehr nachweisbar waren, Coliphagen jedoch noch nach
24 Stunden.

Da sich Campylobacter jejuni bezuglich seiner Tenazitat als wenig resistent erwies, seine
Aufarbeitung im Labor aber relativ aufwandig ist, kam er als mdglicher Alternativ-
organismus nicht in Frage. Die Ergebnisse von JUTEAU et al. (2004) zeigten, dass
Temperaturen von 50-60 °C ausreichen, um Campylobacter jejuni wahrend der
anaeroben Vergarung in der Giille bei einer Dauer von 6 Stunden zu inaktivieren. Auch
DOYLE und ROMAN (1981) erkannten, dass Campylobacter jejuni durch eine Erhitzung
auf 55 °C innerhalb der ersten Minuten um 90 % reduziert wird. AuRerdem erweist sich
der Mikroorganismus als empfindlich gegenliber pH-Werten tber 8 (BUTZLER, 1984).

Im Gegensatz hierzu kénnen die Coliphagen bezuglich ihrer Tenazitat tber Enterococcus

faecalis gestellt werden.
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Dazu kommt noch, dass sich ihre Aufarbeitung im Labor als relativ unproblematisch
gestaltet und schon nach einem Tag das Ergebnis zu erhalten ist. Diese Fakten sprechen
dafir, dass man Coliphagen zur Uberprifung der Entseuchung in Praxisanlagen
einsetzte. Zu diesem Zweck wurde im Vorfeld ein thermoresistenter definierter
Coliphagenstamm (Coliphage T1) ausgewahlt.

Die héhere Thermoresistenz von Coliphagen gegentber Bakterien konnte auch in den
Untersuchungen von MOCE-LLIVINA et al. (2003) festgestellt werden. Diese
Tenazitatsuntersuchungen mit Klarschlamm haben gezeigt, dass die thermische
Behandlung bei 80 °C fir 30 Minuten ausreichte um die Salmonella Senftenberg
vollstandig zu inaktivieren. Dagegen konnten die Coliphagen wahrend der gesamten

Hygienisierung nicht inaktiviert werden.

Eine Aufenthaltszeit im Mesophilreaktor von 24 Stunden bei 35 °C fiihrte bei keinem der
untersuchten Priforganismen zu deren Inaktivierung. Diese Ergebnisse konnte auch
DRCA (2007) bestatigen. In seinen Keimtrager-Untersuchungen mit Salmonella
Senftenberg und Enterococcus faecalis in einer mesophil betriebenen Biogasanlage,
wurde ebenfalls festgestellt, dass eine Aufenthaltszeit von 24 Stunden nicht ausreichte
um die untersuchten Bakterien zu inaktivieren. Ein dhnliches Temperaturverhalten von
Salmonellen und Enterokokken wahrend der mesophilen anaeroben Vergdrung konnten
auch PINEPANK et al. (1997), WATANABE et al. (1997) und HOFERER (2001) in ihren
Untersuchungen feststellen.

Mesophilanlagen werden auch in Zukunft nicht ohne Vorerhitzung zu betreiben sein. Es
wurden daher Tenazitatsversuche mit Coliphage T1, Mycobacterium avium ssp. para-
tuberculosis, Enterococcus faecalis und Askarideneiern an einer halbtechnischen
Pasteurisierungsanlage durchgefiihrt. Als Ergebnis wurde festgestellt, dass sowohl Myco-
bacterium avium ssp. paratuberculosis als auch die Askarideneier schon nach 30 Minuten
bei 70 °C vollstandig inaktiviert werden. Deshalb wurde darauf verzichtet diese Mikro-
organismen in die Hygienisierungseinheit der grofitechnischen Anlage C einzubringen.
Dass die Pasteurisierung ein sicherer Weg zur Inaktivierung von Mycobacterium avium
ssp. paratuberculosis ist, konnten auch GREWAL et al. (2006) feststellen. Nach OLSEN
et al (1985) fand eine vollstandige Inaktivirung von Mycobacterium avium ssp.
paratuberculosis wahrend der anaeroben Vergarung von Gille im Temperaturbereich

zwischen 53-57 °C und einer Einwirkungszeit von drei Stunden statt.
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Nach Untersuchungen von HAIBLE (1989) sind sehr lange Uberlebenszeiten von
Askarideneiern in abgelagerten Klarschlammen bekannt. Das Substrat Gulle ubt ebenfalls
kaum einen schadigenden Einfluss auf die Eier von Ascaris suum aus, wie von HIEPE
und BUCHWALDER (1991) bewiesen wurde. In den Untersuchungen von LANG (1987)
wurde der Verlust der Infektionstlichtigkeit von Askarideneiern bei einer einstindigen
(50 °C) und zwanzigminttigen (55 °C) Temperatureinwirkung festgestellt. Eine vollstan-
dige Eliminierung der Ascaris suum-Eier im Klarschlamm wahrend der thermophilen
anaeroben Fermentation bei 54 °C konnte schon nach zehn Minuten festgestellt werden
(PLACHY, 1997). Desweiteren ergaben die Untersuchungen von SCHIRM (2005), dass
sich die Zugabe von Branntkalk ausserst positiv auf die Hygienisierung auswirkt, da
klrzere Zeiten unter bestimmten Temperaturen ausreichen, um die Askarideneier zu

schadigen.

Enterococcus faecalis, Coliphage ,Wildstamm“ und Coliphage T1 erwiesen sich
thermoresistenter als Ascaris suum - Eier. Die drei Pruforganismen waren sowohl nach
10, 20 und 30 Minuten bei 70 °C in der Pasteurisierungseinheit noch nachweisbar. 60
Minuten bei 70 °C reichten zwar aus um Enterococcus faecalis und Coliphage
Wildstamm® zu inaktivieren, Coliphage T1 war jedoch noch nachweisbar. Erst nach 90
Minuten bei 70 °C konnte Coliphage T1 eliminiert werden.

Bei einer Betriebstemperatur von 80 °C wurden die drei ausgewahlten Mikroorganismen

nach 20 Minuten alle vollstéandig eliminiert.

Unter Betrachtung der Ergebnisse aus der eigenen Untersuchungen ware die Forderung
nach einer Vorerhitzung von 70 °C Uber 90 Minuten bzw. 80 °C uber 30 Minuten aus

seuchenhygienischer Sicht realistisch.

Die erzielten Ergebnisse waren die Grundlage fiir eine weitere Uberpriifung beziiglich der
Tenazitat der Priforganismen an Praxisanlagen. Dabei wurden Enterococcus faecalis,
Coliphage ,Wildstamm®“ und Coliphage T1 sowie parallel dazu Salmonella Senftenberg

eingebracht, um einen direkten Vergleich zu erhalten.
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5.3.2 Reale Aufenthaltszeit des Materials

Da in der Landwirtschaft Produkte aus Kofermentationsanlagen als Dinger verwendet
werden, muss gefordert werden, dass der Behandlungsprozess als Ganzes eine
ausreichende Hygienisierung der Endprodukte sicherstellt. Kann dies nicht erflllt werden,
kénnen in der Umwelt neue Infektionsketten geschaffen und Infektionskreislaufe
geschlossen werden (GUAN und HOLLEY, 2003; ALBIHN und VINNERAS, 2007). Eine
besondere Bedeutung kommt der Kofermentation deshalb zu, weil mit den Kofermentaten
neue Pathogene aus verschiedenen Herkunftsquellen in die Behandlungsprozesse und
anschliefend Uber die Endprodukte in die landwirtschaftlichen Betriebe eingetragen
werden konnten (MARTENS et al., 1999).

Eine ausreichende Hygienisierung kann nur erflllt werden, wenn sichergestellt ist, dass
die Aufenthaltszeit des Materials in der Anlage bei entsprechend hoher Temperatur aus-
reichend lange ist. Deshalb war ein weiteres Ziel der vorliegenden Untersuchungen, eine
Methode zu entwickeln, mit Hilfe derer das Inputmaterial gekennzeichnet werden konnte,
um herauszufinden, zu welchem Zeitpunkt Beschickungsmaterial bzw. Teile davon erst-
malig im Output erscheinen (Mindestverweilzeit). Nichtverdffentlichte Versuche in der
Vergangenheit mit halben Tennisballen und klein geschnittenen gefarbten Strohhalmen,
die am Institut fur Umwelt- und Tierhygiene der Universitdt Hohenheim durchgefiihrt
wurden, schlugen fehl, da diese oben auf dem Material schwammen und so schneller zum
Output gelangten als das originare Faulsubstrat.

Es wurde daher eine Bacillus globigii-Sporensuspension angewandt, da sicher
gewahrleistet werden konnte, dass dieses thermoresistente Bakterium nicht in der
natirlichen Bakterienflora des Reaktors vorkommt, sich optimal mit dem
Beschickungsmaterial vermischt und die Prozesseinflisse in einem mesophilen und
thermophilen Anaerobmilieu die Sporen nicht eliminieren kénnen. Im Labormafistab
wurde mit einer kleinen Menge der Bacillussuspension Uberprift (je nach Anlage
zwischen 10 — 150 1), ob diese Sporen wieder aus dem Output der Laboranlagen nach

vorheriger artifizieller Kontamination des Inputs nachzuweisen sind.

Die in der eigenen Untersuchungen erfolgreiche Durchfiihrung der Versuche an den
Laboranlagen (Auftreten von Bacillus globigii nach 30 Minuten am Output) gab Anlass
dazu, eine entsprechend groRe Menge an Bacillus globigii-Sporensuspension (je nach
Anlage zwischen 40 — 200 ) herzustellen und die Ergebnisse, die man im Labormalistab

erhielt, an Praxisanlagen zu verifizieren.
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5.4 Untersuchungen an den groRtechnischen Anlagen
5.4.1 Direkte Prozesspriifung an den groRtechnischen
Anlagen A -F

Die Ergebnisse, die anhand von Untersuchungen an den Laboranlagen erarbeitet wurden,
haben sich in den Praxisanlagen weitestgehend bestatigt.

Es wurden fur die Untersuchungen zur Tenazitat ausgewahlter Mikroorganismen jene an-
gewandt, die sich in den Laboranlagen als dufRerst widerstandsfahig erwiesen, Coliphage
T1, Coliphage ,Wildstamm,* Enterococcus faecalis und Salmonella Senftenberg W 775.
Da es mit ein Ziel der vorliegenden Arbeit war, nach Indikatororganismen zu suchen, die
eventuell Salmonella Senftenberg W 775 erganzen oder moglicherweise ablésen kdnnten,
wurde die 0. g. Mikroorganismen in Prifkérpern eingebracht, um einen direkten Vergleich

bezlglich ihrer Tenazitat zu erhalten.

In den Mesophilreaktoren A (42-47°C) und B (45-49°C) konnte Salmonella Senftenberg
W 775 nach 24 Stunden nur noch qualitativ nachgewiesen werden, wohingegen die
Coliphagen lediglich eine Reduktion von einer bis maximal drei Zehnerpotenzen erfuhren.
Auch 48 Stunden im Mesophilreaktor genlgten nicht, um die Coliphagen zu eliminieren
(sieheTabelle 21).

Die Ergebnisse bezuglich der Priforganismen Coliphage T1, Salmonella Senftenberg W
775 und Enterococcus faecalis an der grof3technischen Anlage D mussen vorsichtig
beurteilt werden, da sich die Postzustellung der Proben verzdgerte. Aufgrund der im
Vorfeld erzielten Laborergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass 24 Stunden im
Mesophilreaktor (43°C) nicht ausreichen die oben genannten Priforganismen zu

inaktivieren.

Betrachtet man nun die Ergebnisse an den beiden Thermophilreaktoren E (55°C) und F
(55°C), so erkennt man, dass Enterococcus faecalis, Salmonella Senftenberg und
Coliphage ,Wildstamm“ nach 24 Stunden vollstdndig inaktiviert werden konnten,
wohingegen Coliphage T1 noch nachweisbar war (siehe Tabellen 25 bis 27). Auch PLYM-
FORSELL (1983), HEROLD et al. (1999) und LUND et al. (2004) konnten Salmonellen

und Enterokokken nach 24 Stunden bei 55 °C nicht mehr nachweisen.
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Das Tenazitatsverhalten der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Mikroorganismen
bestatigte die von WATANABE et al. (1997), BOHM et al. (1999), SMITH et al. (2005) und
GREWAL et al. (2007) vetretene These, dass in einem thermophilen Temperaturbereich
eine Inaktivierung von Bakterien moglich ist.

Das Hygienisierungspotential und die damit verbundene Eliminierung vieler seuchen-
hygienisch bedeutsamer Mikroorganismen durch die anaerob-thermophile Vergarung
wurden auch von anderen Autoren beschrieben (MONTEITH et al., 1986; TRAUB et al.,
1986; SPILLMANN et al., 1987; BENDIXEN, 1994; LARSEN et al., 1994; TURNER et al.,
1999; BOHM et al., 1999; HEINONEN-TANSKI et al., 2006; SAHLSTROM, 2006).

Bei der Beprobung der Hygienisierungseinrichtung der Anlage C (70 °C) bestatigten sich
die Ergebnisse aus den Laboranlagen hinsichtlich der Eliminierung von Salmonella
Senftenberg und Enterococcus faecalis. Eine Stunde Aufenthaltsdauer bei 70°C war
ausreichend, um die Mikroorganismen zu eliminieren. Vergleicht man diese Ergebnisse
von Salmonella Senftenberg und Enterococcus faecalis mit anderen Untersuchungen,
zeigt sich eine weitgehende Ubereinstimmung. So zeigten die Ergebnisse von BAGGE et
al. (2005) und DRCA (2007) eine vollstandige Inaktivierung von Salmonellen und
Enterokokken nach der Hygienisierung bei 70 °C fur eine Stunde.

Bei den untersuchten Coliphagen ergaben sich Unterschiede zwischen den Ergebnissen
in den Labor- und Praxisanlagen. Wahrend der Priforganismus in der Pasteurisierungs-
einheit der Laboranlage nach einer Stunde bei 70 °C noch nachweisbar war, konnte er
durch die Prozesseinflisse der Anaerobanlagen in der Praxis eliminiert werden.
CARRINGTON et al. (1982) und SOLDIERER (1991) sind der Meinung, dass die Eliminie-
rung von Mikroorganismen in den Praxisanlagen, bedingt durch verschiedene
Besonderheiten, schneller stattfindet. Nach MARTENS et al. (1999) und STOCKLEIN
(2005) muss unter Praxisbedingungen mit einer erheblich grofieren Schwankungsbreite
an Ergebnissen gerechnet werden, weil sich unter Praxisbedingungen im Gegensatz zu
Laborversuchen die Versuchs-Rahmenbedingungen oft nicht mit wiinschenswerter
Genauigkeit und Datendichte erfassen lassen und einige der zur Versuchsinterpretation
gewlnschten (bzw. erforderlichen) Begleitinformationen manchmal nicht, oder nur
unvollstandig zu erhalten sind (z.B. Art, Zusammensetzung, Herkunft, Gehalt an
Trockensubstanz, Alter von Giille und Kosubstraten, Redoxpotential, NH3-Konzentration).
Auch von anderen Autoren wurden Unterschiede in den Ergebnissen, die an
Praxisanlagen gewonnen wurden und solchen aus Laborversuchen beschrieben, u.a. von
SOLDIERER (1991), PINKEPANK (1997), BRAUMILLER (2000), HOFERER (2001).
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54.2 Reale Aufenthaltszeit des Materials

Da sich die Verwendung von Bacillus globigii im Labor als eine durchaus praktikable
Methode zur Bestimmung der realen Aufenthaltszeit des Materials im Reaktor erwies,
wurden die Erkenntnisse auf ausgewahlte Praxisanlagen (Anlage A, G und H) Ubertragen.
Die bendétigte Menge an Sporensuspension wurde berechnet und mit dem Input
eingebracht. Daraufhin wurden in bestimmten Zeitabstdnden Proben am Output gezogen.
An jeder der drei ausgewahlten Anlagen konnte Bacillus globigii wieder gefunden werden,
unabhangig von der GroRe der Reaktoren (Anlage A 350 cbm und 3 Tage bis zum
Auftreten, im Vergleich Anlage H 3000 cbm und 7 Stunden bis zum Auftreten) und der Art
des Beschickungsmaterials.

Die Vorteile dieses Priiforganismus sind sicherlich seine Thermoresistenz, die Tatsache,
dass er im Material nicht vorkommt, sein schneller Nachweis (24 Stunden) und seine
seuchenhygienische Unbedenklichkeit. Hinzu kommt, dass diese Untersuchungen jedes
mikrobiologisch arbeitende Labor ohne zusatzliche kostenintensive Grundausstattung
durchfuihren kann.

Aufgrund dieser Ergebnisse kann die Bacillus globigii-Methode kinftig zur Bestimmung
der realen Aufenthaltszeit (Mindestverweilzeit) des Materials im Reaktor empfohlen

werden.

5.5 In- und Outputanalysen (Produktprufungen) in den Laboranlagen

sowie in den Anlagen A - G

Wahrend der direkten Prozessprifungen an den Laboranlagen und den grofdtechnischen
Anlagen wurden parallel In- und Outputanalysen durchgefiihrt. Es wurde das Material auf
das Vorkommen von Fakalstreptokokken, Gesamtcoliformen, Fakalcoliformen und
Salmonellen Gberprift. An den Laboranlagen wurden 14 Analysen des Inputmaterials, des
Outputmaterials aus dem Mesophilreaktor (35 °C) und dem Thermophilreaktor (55 °C)
durchgefihrt (vgl. Tabellen 1 - 4). Abschliellend konnte festgestellt werden, dass in keiner
Probe Salmonellen nachzuweisen waren. Es konnte damit die Forderung der BioAbfV
(ANONYM, 1998), die in 50 g Outputmaterial keine Salmonellen zulasst, in den Modell-
anlagen erfullt werden. Eine ausreichende Hygienisierung bei Anlagen im mesophilen
Temperaturbereich ohne eine zusatzliche Hygienisierungsstufe wurde nicht erreicht.

Fakalstreptokokken, die im Inputmaterial mit einer Konzentration von 10* und 10° KBE/g
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nachgewiesen wurden, waren im Mesophiloutput noch in einer Konzentration von 10° und
10* KBE/g vorhanden. Dagegen konnten sie im Output aus den Thermophilanlagen in 5
von 14 Proben nicht mehr nachgewiesen werden. Sowohl Gesamtcoliforme als auch
Fakalcoliforme lagen im Inputmaterial bei einer Konzentration von 10° und 10* KBE/g und
konnten im Thermophiloutput nicht mehr nachgewiesen werden. Im Mesophilreaktor
waren sie in einer Konzentration von 10° bis 10? KBE/g nachweisbar.

Dies kann durch die Ergebnisse anderer Studien bestatigt werden, die zeigten, dass unter
mesophiler anaerober Fermentation eine Reduktion der untersuchten Mikroorganismen zu
erreichen ist, jedoch keine Eliminierung erreicht werden kann (STRAUCH, 1981;
STROMBERG, 1984; BENDIXEN, 1998; PHILIPP, 1998 PHILIPP und MARTENS, 2000;
EDER, 2001).

BOHM et al. (2002) untersuchten Inputstoffe und Substratproben vor und nach der
anaeroben Behandlung an 20 verschiedenen Biogasanlagen mit unterschiedlichen
technischen Einrichtungen und Verfahrensprozessen. Hierbei konnte festgestellt werden,
dass die Proben, die direkt aus den Anaerobreaktoren gezogen wurden eine Reduktion
der Keimzahl aufwiesen, dass es jedoch im Endlager zur Erhdhung der Keimzahl kam.
Zunachst ist an eine mdgliche ,Wiederverkeimung“ des Substrates im Endlager zu
denken. Andererseits kann im Nachhinein nicht ausgeschlossen werden, dass in die
Endlager oberflachlich als auch Uber ,Kurzschlussleitungen“ Gulle und Jauche und
moglicherweise auch fakalkeimkontaminierte Oberflachenwéasser (z. B. Sammelwasser
einer Festmistplatte) gelangten. Uber die Problematik einer Rekontamination der
vermentierten Substarte berichten auch SIDHU et al. (2001), BAGGE et al. (2005) und
ALBIHN und VINNERAUS (2007).

Die Frage, ob die Giille generell auch dem Erhitzungsgebot unterzogen werden sollte,
wenn sie zu Energiezwecken gemeinsam mit anderen Abfallen in Form von Kosubstraten
in Anaerobanlagen verwertet wird (GEISLINGER, 2002), wurde im Februar 2006 durch
die Verordnung (EG) 208/2006 (ANONYM, 2006a) geregelt. Diese Verordnung verlangt
eine Erhitzung der Gille bei 70 °C fir eine Stunde. Vorteile hinsichtlich des
Fakalkeimgehaltes und Salmonellenfreiheit in Proben der Endlager waren zu erwarten,
vorausgesetzt, es findet keine sekundare Kontamination des Endlagerbehalters mit unbe-

handelter Gulle oder Jauche statt.

An den groBtechnischen Anlagen A -F wurden kontinuierlich In- und Outputanalysen
durchgefihrt.
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Bezuglich der Salmonellen konnten alle Anlagen die Forderung der BioAbfV (ANONYM,
1998), die in 50 g Outputmaterial keine Salmonellen zulasst, erfillen.. In allen Input- und
Outputproben konnten keine Salmonellen nachgewiesen werden. Eine Ausnahme bildete
hier die Biogasanlage C, in der der Nachweis von Salmonellen in den Inputproben
moglich war. Eine Moglichkeit des Vorkommens von Salmonellen in der Gulle muss nach
STRAUCH (1981) und PACHEPSKY et al. (2006) immer in Betracht gezogen werden.
Das ,Nichtnachweisen“ von Salmonellen im Output aller untersuchten Anlagen hat
einerseits damit zu tun, dass die Salmonellen im Beschickungsmaterial méglicherweise
Uberhaupt nicht vorhanden waren oder dass mit dem Beschickungsmaterial in die
einzelnen Anlagen nur sporadisch eingebracht wurden und dies in aller Regel in geringen
Konzentrationen. Das anaerobe, alkalische Faulraummilieu, auch im mesophilen
Temperaturbereich hat ein Reduktionspotential (EFSA, 2007). Eine Vermehrung von
Salmonellen ist daher auch in mesophilen Reaktoren nicht zu erwarten. Durch den
zusatzlichen Verdlnnungseffekt der Salmonellen in den Anaerobanlagen sind daher in
vielen Fallen, Salmonellen im Output mesophiler Anlagen mit konventionellen
Nachweismethoden nicht nachzuweisen, weil die Nachweisgrenze unterschritten ist.
Allerdings konnten im Inputmaterial der Anlage C qualitativ Salmonellen nachgewiesen
werden. Da in dieser Anlage C eine Hygienisierungseinheit vorgeschaltet ist (70 °C/1
Stunde) konnten die Salmonellen in dieser Erhitzungsstufe inaktiviert werden und
erschienen in keiner der Outputproben. Dass die Salmonellen die Hygienisierung nicht
Uberleben kénnen, konnten auch MITSCHERLICH und MARTH (1984), STOCKLEIN
(2005), VINNERAS et al. (2006) und DRCA (2007) in ihren Untersuchungen feststellen.

5.6 Beurteilung der Priiforganismen im Vergleich zu

Salmonella Senftenberg

Bei abschlielender Betrachtung der erzielten Ergebnisse wird deutlich, dass die
Coliphagen aufgrund ihrer hdheren Tenazitdt und einfacherer Handhabung bzw.
schnelleren Nachweis durchaus in der Lage waren, Salmonella Senftenberg W 775 als
mikrobiologischen Parameter bei der Prozessvalidierung (Prozessuberwachung)
abzuldsen.

BOHM (2003) bestétigte diese Tatsache und merkte jedoch an, dass noch Forschungs-
bedarf beziglich der Phagen bestlinde.
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Betrachtet man Campylobacter jejuni so kann festgestellt werden, dass dessen Tenazitat
unter der von Salmonella Senftenberg liegt. Diese Ergebnisse wurden auch von
STOCKLEIN (2005) und DRCA (2007) bestétigt.

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis kann aufgrund seiner komplizierten und lang
andauernden kulturellen Anzucht (ca. 9-12 Wochen), was auch von JORGENSEN
(1977) angemerkt wurde, als Priforganismus ausgeschlossen werden. Auflerdem weist
es bei héheren Temperaturen eine im Vergleich zu anderen getesteten Priforganismen
relativ geringe Tenazitat auf.

Ahnlich wie bei den Mykobakterien gestaltet sich der Sachverhalt bei den Parasitendauer-
stadien von Ascaris suum. Bis eine entwicklungsfahige Larve entsteht, bedarf es einer
Bebrlitung von ca. 28 Tagen.

Die Enterokokken (Enterococcus faecalis) weisen zwar eine etwas hohere Tenazitat auf
als Salmonella Senftenberg W 775. Sie sind jedoch schwerer aus dem Substrat
nachzuweisen, da es in den biologischen Abfallen zu Kontaminationen kommt, die vom
Priforganismus nicht abzugrenzen sind. Hierbei kdme lediglich Enterococcus faecalis in
Frage (BOHM, 2003). Um allerdings den mdglichen Priforganismus Enterococcus
faecalis von anderen Enterokokken, z. B. Enterococcus faecium eindeutig unterscheiden
zu koénnen, muss deren Nachweis neben der kulturellen Anzucht durch den
molekularbiologischen Nachweis der PCR (quantitative PCR) bestatigt werden (BAYER et
al., 2002).
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6. Zusammenfassung

Um ein standardisiertes und praxistaugliches Verfahren zur ,direkten Prozessprifung®
sowohl fiir groRe kommunale als auch flr kleinere landwirtschaftliche Kofermentations-
anlagen zu erarbeiten, wurden zunachst in anaerob mesophil und thermophil betriebenen
Laboranlagen sowie in einem Pasteurisierungsbehaltnis (70 - 90 °C) geeignete Prifkorper
getestet sowie die Tenazitat unterschiedlicher Priiforganismen untersucht. Dabei galt es
einen Indikatororganismus zu finden, der mit konventionellen Techniken, schnell und
kostengunstig nachzuweisen ist, eine hohe Thermoresistenz und epidemiologische

Bedeutung besitzt.

In thermophil betriebenen Laboranlagen (55 °C) wurde daher die Tenazitadt von
Salmonella Senftenberg W 775, Ascaris suum, Campylobacter jejuni, Coliphagen
,Wildstamm“ sowie Coliphage T1 und Enterococcus faecalis untersucht. Wahrend
Salmonella Senftenberg W 775, Ascaris suum und Campylobacter jejuni bereits innerhalb
einer Stunde inaktiviert werden konnten, Uberlebten Enterococcus faecalis 3 Stunden und

ein Coliphagen ,Wildstamm® wurde noch nach mehr als 24 Stunden nachgewiesen.

Tenazitatsversuche in den mesophil betriebenen Laboranlagen (35 °C) flhrte bei keinem

der untersuchten Priforganismen zu einer Inaktivierung innerhalb von 24 Stunden.

Bei der Erhitzung in einem Pasteurisierungsbehaltnis (70 - 90 °C) zeigte sich, dass Myco-
bacterium avium ssp. paratuberculosis als auch Ascaris suum innerhalb 30 Minuten bei
70°C zu eliminieren sind. Enterococcus faecalis, Coliphage ,Wildstamm® und
Salmonellen waren bei 70 °C nach einer Stunde Einwirkzeit nicht mehr nachweisbar. Der

Coliphage T1 konnte bei 70 °C erst nach 90 Minuten nicht mehr nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse wurden durch die Untersuchungen in acht Praxisanlagen
weitestgehend bestatigt, mit der Ausnahme, dass sowohl der Coliphage ,Wildstamm* als
auch der Coliphage T1 unter Praxisbedingungen bei der Pasteurisierung von 70 °C eine
Stunde lang zu inaktivieren ist. Die alleinige thermophile Faulung (62 — 55 °C) reicht

jedoch nicht aus, um Coliphage T1 innerhalb von 24 Stunden zu inaktivieren.



128

Coliphage T1 stellt einen Priforganismus dar, der in seiner Thermoresistenz Uber
Salmonella Senftenberg W 775 und Enterococcus faecalis einzustufen ist. Er ist leicht
handhabbar und innerhalb von einem Tag steht ein Ergebnis fest. Sein Einsatz als
.Pruforganismus® zur Prozessvalidierung ist, vor allem vor dem Hintergrund der
Verordnung (EG) Nr. 1774/2002 (ANONYM, 2002) bei der Verwertung von Kategorie-3-
Material zu diskutieren, wobei in diesem Zusammenhang noch weiterer Forschungsbedarf
besteht.

Um ein seuchenhygienisch unbedenkliches Produkt zu erzielen, wird vorgeschlagen, im
Rahmen einer direkten Prozesskontrolle in Anaerobanlagen folgende Temperatur-/Zeit-
kombinationen zu wahlen:

Thermophile Anlagen: 55 °C/22 - 24 Stunden

Pasteurisierung: 70 °C/1 Stunde.

Sollte allerdings zukunftig als Pruforganismus der Coliphage T1 relevant werden, mussen
nach den vorliegenden Ergebnissen aus den Laboranlagen in der Erhitzung 70 °C/90
Minuten bzw. 80 °C/30 Minuten gefordert werden. Die thermophile Betriebsweise bei
55 °C und einer garantierten Aufenthaltszeit von 22 - 24 Stunden reicht nicht aus, um

Coliphage T1 zu eliminieren.

Im Hinblick auf thermophil betriebene Nassvergarungsverfahren ohne Vor- oder Nach-
erhitzungseinrichtungen, die nachweislich keine Pfropfenstromung (Durchflussstromung)
gewahrleisten kénnen, ist es unerlasslich, exakte Daten zur ,tatsachlichen®
Aufenthaltszeit (Mindestverweilzeit) von Substratpartikeln oder der Flissigphase zu
erhalten. Durch die Bestimmung der tatsachlichen Aufenthaltszeit von Partikeln in einer
thermophil betriebenen Anaerobanlage wird die Mdglichkeit eingerdumt, an jeder Anlage
individuell die Kontaktzeiten der Indikatororganismen bei der Durchflihrung der direkten
Prozessprifung auf die vorher ermittelten Aufenthaltszeiten zu begrenzen. Die strikte
Vorgabe der vorgegebenen Aufenthaltszeit bei der Prozessprifung von 22 - 24 Stunden
bei 55 °C kann damit unterschritten werden.

Als ,biologischer Tracer‘ wurde eine Bacillus globigii-Sporensuspenison angewandt, da
zunachst in Laboranlagen sicher gewahrleistet werden konnte, dass dieses thermo-

resistente Bakterium nicht in der natlrlichen Flora des Substrates von Anaerobanlagen
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vorkommt, sich optimal mit dem Beschickungsmaterial vermischen Iasst und die Prozess-
einflisse in Anaerobanlagen nicht in der Lage sind, Bacillus globigii zu eliminieren.

Der Einsatz einer Bacillus globigii-Sporensuspenison wurde an 3 ausgewahlten
Praxisanlagen Uberprift. Ihre Verwendung als ,biologischer Tracer® zur Bestimmung der
realen Aufenthaltszeit hat sich u. a. auch in einer grolRen kommunalen Anaerobanlage

(>3.000 m®) sowie u.a. auch in einer Mischtrommel zur Klarschlammtrocknung bewéhrt.

Zusatzlich zu der ,direkten Prozessprifung® wurden die Substrate der unterschiedlichen
Biogasanlagen vor und nach der thermischen Behandlung (,Input- und Outputkontrolle®)
auf ihren Gehalt an Salmonellen, Enterokokken und Gesamtcoliforme sowie
Fakalcoliforme untersucht. Das Ziel der Untersuchungen lag darin, die Effektivitat der in
den untersuchten Biogasanlagen ablaufenden Prozesse zu Uberprifen. Daraus wurde
ersichtlich, dass eine Inaktivierung von Mikroorganismen im thermophilen Bereich (55°C)
eher gewahrleistet war als im mesophilen Bereich (35°C). Jedoch ist eine vollstandige

Abtbétung der Mikroorganismen ohne zusatzliche Hygienisierung nicht zu erreichen.
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7. Summary

Studies on the microbiological safety of bio-waste fermentation products

after treatment in biogas plants

In order to establish a standardised and practice relevant method for ‘direct process
control’, which is suitable for large communal as well as smaller agricultural co-
fermentation plants, we first analysed the suitability of germ carriers and the tenacity of
various test organisms. These analyses were conducted in anaerobic mesophilic and
thermophilic lab-scale fermenters and in a pasteurising container (70-90°C). The aim was
to identify an indicator organism that can be detected quickly and inexpensively by
conventional techniques, and which is also highly thermoresistant and has

epidemiological relevance.

In thermophilic lab-scale fermenters (55 °C), the tenacity of Salmonella Senftenberg
W775, Ascaris suum, Campylobacter jejuni, ‘wild type’ coliphage, as well as coliphage T1,
and Enterococcus faecalis was investigated. Whereas Salmonella Senftenberg W775,
Ascaris suum, and Campylobacter jejuni could be inactivated within 3 hours,
Enterococcus faecalis survived for more than 3 hours, and a wild type coliphage could be

detected even after more than 24 hours.

Tenacity experiments in mesophilic lab-scale fermenters (35 °C) showed no inactivation of

any of the test organisms within 24 hours.

Heating to temperatures between 70-90°C showed that both Mycobacterium avium ssp.
paratuberculosis and Ascaris suum were eliminated within 30 minutes at 70°C.
Enterococcus faecalis, wilde type coliphage, and Salmonellae could not be detected after
1 hour of incubation at 70°C. The coliphage T1 could be eliminated only after 90 minutes
at 70°C.

For the most part, these results were confirmed by investigations in operating
fermentation plants, with the exception that, under practice conditions, wild type coliphage
as well as coliphage T1 need to be pasteurised for 1 hour at 70°C to be inactivated. The
thermophilic fermentation alone (52 — 55 °C) is not enough to inactivate coliphage T1

within 24 hours.
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Coliphage T1 presents a test organism that, with regard to its thermoresistance, should be
placed above Salmonella Senftenberg W775 and Enterococcus faecalis. Its handling is
unproblematic and results can be obtained within a day. Its use as a ‘test organism’
should be discussed, especially in relation to the regulation (EC) no. 1774/2002
(ANONYM, 2002), for usage of category Ill material, whereby further research is needed

in this context.

In order to obtain a product, which is safe with regard to health risks, it is suggested to
choose the following temperature/ time combinations for direct process control in

anaerobic fermenters:

- Thermophilic fermenters: 55 °C/ 22 - 24 hours
- Pasteurising: 70 C/ 1 hour.

However, if the coliphage T1 will become relevant as a test organism in the future, the
present results show that heating to 70°C/ 2 hours or 80°C/ 1 hour are required. The
thermophilic processes at 55°C and an assured retention time of 22-24 hours are not

sufficient to eliminate coliphage T1.

With regard to thermophilic wet fermentation processes without pre- or post heating steps,
which do not warrant plug flow, it is absolutely necessary to obtain data for the exact
retention times (minimum retention time) of substrate particles or the liquid phase.
Establishing the exact retention time of particles in a thermophilic fermentation plant offers
the possibility to limit the contact times of indicator organisms to predetermined retention
times of a particular fermenter during the conduct of direct process monitoring. The strict
demand of the required incubation times during process monitoring of 22-24 hours could

thus be shortened.

A Bacillus globigii spore suspension was used as a biological tracer because it could
previously be shown in lab-scale fermenters that this thermoresistant bacterium, which is
not present in the natural flora of substrates used in anaerobic fermenters, can be
optimally mixed with infeed materials, and the influences of processes in anaerobic

fermenters are unable to eliminate Bacillus globigii.
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The use of a Bacillus globigii spore suspension was investigated in 3 selected treatment
plants. Its value as a biological tracer to determine absolute retention times was, amongst
other things, also seen in a large communal anaerobic fermentation plant (>3.000 m?), as

well as in a mixing drum for drying sewage sludge.

In addition to the ‘direct process control’, the substrate from the different biogas plants,
was examined for its Salmonella, enterococci and total and faecal coliforms content
before and after the thermal treatment. The purpose of these assays was to ensure the
efficiency of the process used in the biogas plants. According to the results of this study,
thermophilic anaerobic digestion ensures better inactivation of microorganisms than
anarerobic digestion at mesophilic temperatures. However, the complete inactivation of
microorganisms was not possible without additional pasteurisation.

It is advisable to still call for the so-called ‘direct process control’ even under an amended
bio-waste regulation (BioAbfV). For it provides a definite indication that the processes in a
particular plant, with its given technical set-up by using defined substrates, are principally
able to yield a hygienically risk-free end product.

This study was carried out in 2002. According to Regulation (EC) No. 2008/2006
(Anonymus, 2006a) from February 2006, the validation of biotechnological processes in
composting and biogas plants must to be carried out using two test organisms:

Salmonella Senftenberg H,S negative and Enterococcus faecalis.
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9. Anhang

Vorbemerkung: Parallel mit dem Einbringen der Prifkorper zur direkten Prozessprifung der
grofdtechnischen Anlagen A bis F wurden mehrfach Proben zur In- und Outputanalyse
entnommen. Die Ergebnisse sind in den nachfolgenden Tabellen dargestellt. Die Angaben

beziehen sich auf KBE/PFU g (Koloniebildende Einheiten/Plaque forming units) Substrat.

Tab. A 1: Erste Probennahme zur In- und Outputanalyse an der Anlage A (mesophil)
Art der Fakal- . .. .
Probe bzw. strepto- Gesamtcoli- | Fakalcoli- | o0 ellen pH-Wert
forme forme
Entn.ort kokken
Input . .
(Giille+Fett) | 1,5x10° 7,5x10 4,3x10 n. n. 6,77
Fermenter | 4,3 x 10 9,3 x 10’ 1,5 x 10 n. n. 7,81
Lager 4,3x10* 2,3x 10’ 2,3x 10’ n.n. 7,78

n. n.: nicht nachweisbar

Tab. A2: Zweite Probennahme zur In- und Outputanalyse an der Anlage A (mesophil)
Art der Fakal- . . .
Probe bzw. strepto- Ge?(e:'r'r:goll- Fafl(()?':zgll- Salmonellen | pH-Wert
Entn.ort kokken
Input
(Giille+Fett) | 9,3x10° 4,3x10* 4,3x10* n. n. 6,81
Fermenter | 9,3 x 10 2,4 x10° 2,4 x10° n. n. 6,88

n. n.: nicht nachweisbar

Tab. A 3: Erste Probennahme zur In- und Outputanalyse an der Anlage B (mesophil)

Art der Fakal- Gesamtcoli- | Fakalcoli-
Probe bzw. strepto- Salmonellen pH-Wert
forme forme
Entn.ort kokken
Fermenter 2,3x10° 2,3 x10* 2,3 x10* n. n. 7,28

n. n.: nicht nachweisbar
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Tab. A4: Zweite Probennahme zur In- und Outpuanalyse an der Anlage B (mesophil)

Art der Fakal- Gesamtcoli- | Fakalcoli-
Probe bzw. strepto- Salmonellen pH-Wert
forme forme
Entn.ort kokken
Fermenter 1,5 x 10* 9,3x 10’ 9,3x 10’ n. n. 7,56

n. n.: nicht nachweisbar

Tab. A 5: Dritte Probennahme zur In- und Outputanalyse an der Anlage B (mesophil)
Art der Fakal- . . .
Probe bzw. strepto- Gesamtcoli- | Fakalcoli- | o, 0 holien pH-Wert
forme forme
Entn.ort kokken
Input
(Mist) 1,5 x 10° 1,5 x 10° 1,5 x 10° n.n. 8,44
Fermenter 1,5 x 10* 4,3x 10 4,3x 10 n. n. 7,78
Lager 2,0 x 102 4,3 x 10? 4,3 x10? n. n. 7,72

n. n.: nicht nachweisbar

Tab. A6: Vierte Probennahme zur In- und Outputanalyse an der Anlage B (mesophil)

Art der Fakal- Gesamtcoli- | Fikalcoli-
Probe bzw. strepto- forme forme Salmonellen pH-Wert
Entn.ort kokken
Input 4 4
(Mist) 43x10° 4,3x10 4,3x10 n. n. 8,3
Fermenter 2,3x10° 7,5x 10 7,5x 10 n. n 7.9
Lager 9,3 x 10? 4,6 x 10 4,6 x 10 n. n. 7,9

n. n.: nicht nachweisbar

Tab. A7: Erste Probennahme zur In- und Outputanalyse an der Anlage C (mesophil mit
vorgeschalteter Hygienisierungseinheit)
Art der Fakal- o . .
Probe baw. | strepto- | (e | FEERA | SEER | agen | PH-Wert
Entn.ort kokken phag
Input
(Giille) 43x10* | 9,3x10°® | 9,3x10° 0:7 2,3x10° 7,24
Fermenter1| 1,5x 10’ n.n. n.n n.n n. n. 8,04
Fermenter2| 1,5x 10° n.n. n.n n.n n. n. 7,92
Hygiene-
input 9,3x10° | 9,3x10° | 9,3x10° 0:7 3,1 x 102 7,06

n. n.: nicht nachweisbar
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Tab. A8: Zweite Probennahme zur In- und Outputanalyse an der Anlage C (mesophil mit
vorgeschalteter Hygienisierungseinheit)

pacer | £33 | Gesamt- | Fikalcoli- | Salmo- | Coli- | pH-
Entn.ort ) kokFI:en coliforme forme nellen phagen | Wert
Input
(Giille) 24x10° | 43x10° | 4,3x10° 0:7 4 x 10? 7.4
Fermenter1 | 9,2x10° | 4,3x10' 4,3x10' n. n. n.n. 8,1
Fermenter2 | 2,4 x 102 n. n. n.n. n. n. n. n. 8,0
Hygiene-
input 24x10° | 93x10° | 9,3x10° 0:7 1,5x10% | 7,3

n. n.: nicht nachweisbar

Tab. A 9: Dritte Probennahme zur In- und Outputanalyse an der Anlage C (mesophil mit
vorgeschalteter Hygienisierungseinheit)

Art der Fikal- Gesamt- | Fakalcoli- Salmo- Coli- pH-
Probe bzw. strepto- coliforme forme nellen phagen Wert
Entn.ort kokken
Input 93x10* | 92x10° | 9,2x10° 0.7 5x10° | 7.23
(Gu"e) ,O X 2 X 2 X . X s
Fermenter 1 4,3 x 102 n. n. n. n. n. n. n. n. 8,10
Fermenter 2 | 4,3 x 10° n. n. n.n. n. n. n. n. 8,02
Hygiene- 7 6 6 ) 2
input 9,3x10 4,3x10 4,3x10 0:7 2x10 7,27

n. n.: nicht nachweisbar

Tab. A 10: Vierte Probennahme zur In- und Outputanalyse an der Anlage C
(mesophil mit vorgeschalteter Hygienisierungseinheit)

pmaer | Fakal | Gesamt. | Fakalcoli- | Salmo- | Coli- | pH-
Entn.ort ) kokFI:en coliforme forme nellen phagen | Wert
Input ,
(Giille) 9,3x10° | 2,1x10° | 9,22x10° 0:7 4x10 6,72
Fermenter2 | 2,4 x 10° n. n. n.n. n.n. n. n. 7,96
Hygiene-
output n.n. n. n. n.n. n.n. n. n. 7,60
Hygiene-
input 9,3x10° | 93x10° | 4,3x10° 0:7 3x10* | 6,54

n. n.: nicht nachweisbar
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Tab. A 11: Erste Probennahme zur In- und Outputanalyse an der Anlage D (mesophil)

Prﬁ:edl)e;w slt:raekatlc;_ Gesamt- Fakalcoli- Salmo- Colip- pH-
Entn.ort ) kokEen coliforme forme nellen hagen Wert
Input
(Giille) 24x10* | 93x10° | 43x10° n. n. 3x 102 | 7,91
Fermenter1 | 43x10° | 24x10® | 24x10° n. n. n. n. 8,08
Fermenter2 | 4,3x10* | 9,3x10' 2,4 x 10 n. n. n.n. 8,10

n. n.: nicht nachweisbar

Tab. A 12: Zweite Probennahme zur In- und Outputanalyse an der Anlage D (mesophil)

pacer | £33 | Gesamt- | Fikalcoli- | Salmo- | Coli- | pH-
Entn.ort ) kokIF()en coliforme forme nellen phagen Wert
Input
(Giille) 23x10" | 2,3x10° | 9,3x10* n.n. 2,8x10% | 7,80
Fermenter1 | 20x10° | 2,3x 10 2,3x 10’ n.n. n.n. 7,90
Fermenter2 | 2,3 x 10° n. n. n.n. n. n. n.n. 8,00

n. n.: nicht nachweisbar

Tab. A 13: Erste Probennahme zur In- und Outputanalyse an der Anlage E (thermophil)

Art der Fakal- Gesamt- | Fikalcoli- | Salmo-
Probe bzw. strepto- . pH-Wert
Entn.ort kokken coliforme forme nellen
Input
(Fett) 2,3x10° | 2,3x10" | 2,3x10' n. n. 4,10
Fermenter 1 )
(mesophil) | 23x10° | 23x10° | 9,3x10 n.n. 7,46

n. n.: nicht nachweisbar
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Tab. A 14: Zweite Probennahme zur In- und Outputanalyse an der Anlage E (thermophil)

Art der Fakal- Gesamt- | Fikalcoli- | Salmo-
Probe bzw. strepto- lif f I pH-Wert
Entn.ort kokken coliforme orme nellen
Input
(Fett + Kart) n.n. n.n. n.n. n.n. 4,64
Fermenter 1 ) 1 1
(mesophil) 7,5x10 4,3x10 4,3x10 n. n. 7,79
Fermenter 2
(thermophil) n.n. n. n. n.n. n.n. 7,89
Endlager 9,3 x 10 9,3 x10° 4,3 x10° n.n. 5,67

n. n.: nicht nachweisbar

Tab. A 15: Dritte Probenahme zur In- und Outputanalyse an der Anlage E (thermophil)

Art der Fakal- Gesamt- | Fikalcoli- | Salmo-
Probe bzw. strepto- lif f I pH-Wert
Entn.ort kokken coliforme orme nellen
Input ] ]
(Fett + Kart) n.n. 2,3x10 2,3x10 n.n. 5,20
Fermenter 1 ) ) 1
(mesophil) 9,3x10 4,3x10 3,6 x10 n.n. 7,70
Fermenter 2
(thermophil) n.n. n.n. n. n. n. n. 7,80
Endlager 4,3 x 10 3,6 x10° 2,3x10° n. n. 6,10

n. n.: nicht nachweisbar

Tab. A 16: Vierte Probennahme zur In- und Outputanalyse an der Anlage E (thermophil)

Art der Fakal- Gesamt- | Fikalcoli- | Salmo-
Probe bzw. strepto- lif f i pH-Wert
Entn.ort kokken coliforme orme nellen
Input
(Fett + Kart) n.n. 2,3x10' 2,3x10° n.n. 5,20
Fermenter 1
(mesophil) | 9.3x10*> | 43x10° | 3,6x10 n. n. 7,70
Fermenter 2
(thermophil) n.n. n. n. n.n. n.n. 7,80
Endlager 43x10* | 36x10° | 23x10° n.n. 6,10

n. n.: nicht nachweisbar
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Tab. A 17: Finfte Probennahme zur In- und Outputanalyse an der Anlage E (thermophil)

Art der Fakal- Gesamt- | Fikalcoli- | Salmo-
Probe bzw. strepto- . pH-Wert
Entn.ort kokken coliforme forme nellen
Input
(Fett + Kart) n.n. 3,6 x 10’ 3,6 x 10’ n.n. 4,70
Fermenter 1
(mesophil) | 24x10° | 43x10° | 3,6x10° n. n. 7,70
Fermenter 2
(thermophil) n.n. n.n. n.n. n. n. 7,90
Endlager 9,3x10® | 43x10° | 2,3x10? n. n. 5,80

n. n.: nicht nachweisbar

Tab. A 18: Sechste Probennahme zur In- und Outputanalyse an der Anlage E (thermophil)

Art der Fakal- Gesamt- | Fikalcoli- | Salmo-
Probe bzw. strepto- . pH-Wert
Entn.ort kokken coliforme forme nellen
Input
(Fett + Kart) n.n. 36x10° | 3,6x10° n.n. 4,16
Fermenter 1
(mesophil) | 9.3x10° 1,5x10° | 3,6x10° n. n. 8,00
Fermenter 2
(thermophil) | 3.6 x 10° n.n. n.n. n.n. 7,85
Endlager 2,3 x 10° 1,5x10° | 9,3x10° n. n. 6,82

n. n.: nicht nachweisbar

Tab. A 19: Siebte Probennahme zur In- und Outputanalyse an der Anlage E (thermophil)

Art der Fakal- Gesamt- | Fikalcoli- | Salmo-
Probe bzw. strepto- . pH-Wert
Entn.ort kokken coliforme forme nellen
Input
(Fett + Kart) n.n. n. n. n.n. n.n. 4,30
Fermenter 1
(mesophil) | 43x10° | 43x10° | 3,6x10° n. n. 7,98
Fermenter 2
(thermophil) | 2.1 x 10’ n.n. n.n. n.n. 7,80
Endlager 43x10° | 43x10° | 2,3x10° n. n. 6,95

n. n.: nicht nachweisbar
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Tab. A 20: Achte Probennahme zur In- und Outputanalyse an der Anlage E (thermophil)

Art der Fakal-

Probe bzw. | strepto- G?.?amt' Fafkalcoll- Salllino- pH-Wert
Entn.ort kokken coliforme orme nellen
Input
(Fett + Kart) n. n. n.n. n. n. n.n. 3,94
Fermenter 1
(mesophil) | 4.3x10° 3,6 x 10° 3,6 x 10° n. n. 7,47
Fermenter 2
(thermophil) n.n. n. n. n.n. n. n. 7,86
Endlager 4,3 x10* 4,3 x 10? 2,3 x 107 n. n. 4,30

n. n.: nicht nachweisbar

Tab. A 21: Erste Probennahme zur In- und Outputanalyse an der Anlage F (thermophil)

Art der Fakal- Gesamt- | Fikalcoli- | Salmo-
P:Eont;ﬁ gftw' T(tc:?k):a?‘n- coliforme forme nellen pH-Wert
Input 75x10* | 43x10° | 9,3x10? n. n. 7,90
Fermenter 1 4,3 x 10* n. n. n. n. n. n. 6,10
Lager 4,3x10° n. n. n.n. n. n. 7,70

n. n.: nicht nachweisbar

Tab. A 22: Zweite Probennahme zur In- und Outputanalyse an der Anlage F (thermophil)

Art der Fakal- . .
Probe bzw. strepto- Ge_samt- Fakalcoli- Salmo- pH-Wert
Entn.ort kokken coliforme forme nellen
Input 43x10° | 43x10* | 4,3x10* n. n. 7,80
Fermenter1 | 4,3x 10’ n.n. n. n. n. n. 6,00
Lager 43x10* | 9,3x10' 4,3 x 10 n. n. 7,80

n. n.: nicht nachweisbar
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Tab. A 23: Einzelergebnisse der Tenazitatsversuche wahrend der Hygienisierung
(Angaben in KBE/g)
Phage T1
Entnahme Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5
Nullprobe 47 x10° 2,1x10° 1,8 x 10° 3,5x10° 2,1x10°
50 °C 2,1x10° 1,8 x 10° 1,1 x 10° 2,1x10° 1,8 x 10°
60 °C 2,0 x 10° 1,2 x 10° 1,1 x 10° 1,1 x 10° 2,1x10°
70 °C n.n. 7,5 x 10? 1,3 x 10° 2,0 x 10? 1,3 x 10°
71,76 °C n.n. n.n. 1,4 x 10" n.n. 1,4 x 10"
71,66 °C n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Phage “Wildstamm”
Entnahme Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5
Nullprobe 5,8 x 10° 1,8 x 10° 1,4 x10° 5,8 x 10° 3,5x10°
50 °C 1,4 x 10* 1,3 x 10° 1,1 x 10° 2,0 x 10° 1,3 x 10°
60 °C 1,5x10° 1,1 x 10° 1,1 x 10° 1,1 x 10° 6,4 x 10*
70 °C n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
71,76 °C n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
71,66 °C n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Salmonella Senftenberg W775
Entnahme Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5
Nullprobe 1,5x 10° 4,3x10° 9,3 x 108 2,3x10° 5,8 x 10°
50 °C 9,3 x 10® 2,3 x 10° 4,3 x 108 2,3 x 10° 1,4 x 10*
60 °C 9,2 x 10’ 4,3x10° 2,3 x10° 4,3x10° 1,5 x 10°
70 °C n.n. n.n. n.n. 9,3x 10° n.n.
71,76 °C n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
71,66 °C n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Enterococcus faecalis
Entnahme Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5
Nullprobe 2,3x10° 2,3 x 10° 4,3 x 108 2,3 x 10° 9,3 x 10®
50 °C 1,5 x 10° 3,5x 10’ 1,5 x 108 2,3 x 10° 2,3x 108
60 °C 1,5x 10° 2,1 x 10’ 9,3 x 10’ 4,3 x 108 2,1x 108
70 °C 3,6 x 10° n.n. n.n. 9,2 x 10° 9,2 x 10°
71,76 °C n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
71,66 °C n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
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