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1 Einleitung

Seit dem Jahr 2015 verlangt die Europaische Union die getrennte Sammlung organischer
Abfalle in allen europaischen Landern (RL 2008/98/EG). In Deutschland wurden im Jahr
2017 3,8 Millionen Tonnen Bioabfalle von Haushalten in Biotonnen gesammelt (DESTATIS,
2018). Weitere 603.000 Tonnen organische Abfalle wurden aus Kantinen und Restaurants
sowie 76.000 Tonnen Marktabfélle erfasst (DESTATIS, 2018). Die anaerobe Behandlung in
Biogasanlagen ist einer der Verwertungswege der gesammelten organischen Abfélle.
HierfUr schreibt die Bioabfallverordnung jedoch eine Hygienisierung des organischen
Abfalls bei 70 °C fur eine Stunde vor (BIOABFV, 2017). In Ubereinstimmung mit den
Vorschriften und der epidemisch-hygienischen Unbedenklichkeit durfen Garreste aus
Abfallvergarungsanlagen auf Grunland ausgebracht werden (BIOABFV, 2017). Immer
wieder gibt es in der Presse Meldungen, dass von Biogasanlagen ein Gesundheitsrisiko
fur Menschen und landwirtschaftliche Nutztiere durch die unbeabsichtigte Vermehrung
pathogener Clostridien wahrend der Fermentation in Biogasreaktoren ausgehen kann
(KRUGER, 2005; BESTE, 2007; PuBANTZ, 2010; BoLL, 2011; ANONYMOUS, 2012). Aufgrund
der unterschiedlichen Substratgruppen, die in Biogasanlagen eingesetzt werden, konnten
sich viele potentielle Eintragsquellen ergeben. Nach Meinung von BOHNEL & GESSLER
(2010) koénnen dazu unter anderem Rinder-, Schweinegllle, Rinder-, Schweine-,
Geflugelmist und Huhnertrockenkot, nachwachsende Rohstoffe (NawaRo, vor allem
verunreinigte Grassilagen), aber auch Bioabfalle zahlen. Durch das Ausbringen der mit
pathogenen Clostridien belasteten Garreste auf Grinfutterflachen kann der meist zu
Silagen verarbeitete Grunschnitt kontaminiert werden und ins Tierfutter gelangen
(HELLWIG, 2010). KOHLER (2011) hat im Rahmen seiner Erhebungen festgestellt, dass
beim Grofteil der selbst untersuchten Falle, deren Erkrankungen als ,chronischer”
beziehungsweise ,viszeraler® Botulismus bezeichnet wurden, keine Intoxikationen durch
Neurotoxine von Clostridium botulinum nachweisbar waren. Hingegen wurden oft mehrere
gleichzeitig ablaufende Infektionen mit anderen pathogenen Clostridien nachgewiesen
(KOHLER, 2011). Ein direkter Zusammenhang zwischen der Garrestverwertung und einem
steigenden Erkrankungsrisiko von Viehbestanden wurde bisher aber weder bestatigt noch
widerlegt (BFR, 2010). Nach LEBUHN und WILDERER (2006) sowie HABER (2008) blieben
aber anaerobe Sporenbildner, wie Clostridium perfringens, in ihrer Keimzahl in Gulle und
im Garrest nahezu unverandert. Die Sensibilisierung fir das Thema Garrest(aus)wirkung
steigt auch mit der Anzahl und Dichte von Biogasanlagen. In der vorliegenden

Dissertation wurde dazu mit zwei Forschungsansatzen gearbeitet:



e Im Rahmen eines Anlagenscreenings sollten die In- und Outputs verschiedener
Biogasanlagen auf Vorhandensein pathogener Clostridien getestet werden. Die
Ergebnisse sollen die Eintrags- und Verbreitungswege pathogener Clostridien in
Vergarungsanlagen aufzeigen.

e Unter Verwendung von Sporen pathogener Clostridien sollte in
Hygienisierungsversuchen deren Empfindlichkeit gegenltber hohen Temperaturen

in Abhangigkeit verschiedener Verweildauern gepruft werden.

2 Schrifttum

2.1 Clostridien

2.1.1 Systematik

Die taxonomische Aufteilung der Bacteria erfolgte anfangs durch Aussehen und
Physiologie (siehe Tabelle 1). Dabei wurden der Gattung Clostridium Uber 120
heterogene, obligat anaerobe, endosporenbildende, grampositive Arten zugeschrieben

(STACKEBRANDT et RAINEY, 1997).

Tabelle 1: Systematik der Gattung Clostridium

Phylum ,Firmicutes*
EEEE Clostridia
WEICTITEE Clostridiales
ELIE Clostridiaceae
NEETITEIN | Clostridium

.5 z. B. Clostridium perfringens, C. botulinum, C. tetani, C. difficile

JOHNSON und FRANCIS fuhrten bereits 1975 phylogenetische Analysen mittels der
16SrRNS- bzw. 23SrRNS-Molekile durch und unterteilten die ersten 56 Clostridienarten
in vier Hauptgruppen:
e Gruppe | und Il bestehen aus eindeutig definierten Arten mit einem geringen
GC-Gehalt (24-32 %; Guanin-Cytosin-Anteil an der Gesamtheit der Basen), wobei

der



o Gruppe | 30 Arten angehoren, die zu tGber 50 % Ubereinstimmung mit den
untersuchten Referenzstammen Clostridium butyricum, C. perfringens (Typ
A), C. carnis, C. sporogenes, C.novyi (Typ A) und C. pasteurianum
aufweisen. Entsprechende Untergruppen verweisen auf die Homologie zu
den einzelnen Referenzstammen.
o Gruppe Il werden 11 Arten zugeordnet, deren 23SrRNS zwischen 69 und
89 % mit der von C. lituseburense Ubereinstimmt.
o Gruppe lll (sechs Arten) weist ebenfalls einen geringen GC-Gehalt auf, ist aber
nicht gesichert mit den anderen beiden Gruppen verwandt.
o Gruppe IV (funf Arten) weist einen hohen GC-Gehalt (41-45 %) auf (JOHNSON &
FRANCIS, 1975).
Auch WOESE & Fox schlugen ab 1977 die Einteilung nach phylogenetischer Analytik vor.
Bereits 1994 ist bei 100 der 120 Arten die 16SrRNA Sequenz bestimmt worden (COLLINS
et al., 1994). Daraus ergeben sich insgesamt 19 Cluster, wobei Cluster | die gréfte und
engste Verwandtschaftsgruppe der Clostridien zusammenfasst. Cluster | beinhaltet
vorrangig die Organismen der ehemaligen Gruppe | nach JOHNSON und FRANCIS (1975),
schlielt nun aber auch Clostridium tetani aus der ehemaligen Gruppe Il ein (LYRAS &
Roob, 2006).

2.1.2 Merkmale, Sporulation und Resistenz

Clostridien treten ubiquitéar auf und zahlen haufig zum Mikrobiom im Intestinaltrakt der
Saugetiere  (SCHAUMANN & RODLOFF, 2009). Clostridien sind grampositive
Stabchenbakterien, die im anaeroben Milieu wachsen und inaktive Dauerformen bilden
kénnen (RODLOFF, 2012). Als Prokaryoten besitzen sie keinen echten Zellkern (SCHON,
1999). Die Zellwand besteht aus bis zu 40 Schichten Murein (Peptidoglycan), welches aus
sich  abwechselnden  Polysaccharid-Strangen  (N-Acetyl-Glucosamin,  N-Acetyl-
Muraminsaure) zusammengesetzt ist, die sich Uber kurze Peptidketten miteinander
verbinden (CYPIONKA, 2006). Sie sind Katalase negativ und ihre Kohlenhydratverwertung
erfolgt fermentativ, wobei sie saccharolytisch und proteolytisch oder nur saccharolytisch
oder nur proteolytisch agieren kénnen (RODLOFF, 2012).

Einige Arten gelten aufgrund ihrer Fahigkeit zur Toxinbildung als pathogen und bedingen
schwere Krankheitsbilder wie Botulismus (C. botulinum), Tetanus (C. tetani) und
Gasbrand (C. perfringens, C. novyii, C. septikum, C. histolyticum), aber auch
Wundinfektionen (C. bifermentans, C. sporogenes, C. fallax, C. ramosum) oder intestinale
Infektionen (C. perfringens, C. difficile). (RODLOFF, 2012; SCHAUMANN & RODLOFF, 2009)



Die Bezeichnung Clostridium erhielten die Organismen, weil sich die vegetativen Zellen
durch die zentrale Lage der ovalen Endospore bei der Sporulation spindelformig
ausdehnen (griechisch: ,closter® = Spindel) (SELBITZ, 2010). Die Endosporen enthalten
eine Kopie des Genoms umgeben von Cytoplasmamembran und Zellwand, welcher
weitere Schichten (Cortex, Sporenhille und Exosporangium) aus Peptidoglycan und
Protein aufgelagert sind (SCHNEIDER, 2007). Die Sporulation wird unter anderem durch
Nahrungsmangel bzw. Ubervélkerung induziert, wobei die Sporen danach zum Teil (iber
Jahrzehnte oder Jahrhunderte Uberdauern konnen und gegen eine Vielzahl von
moglichen Einwirkungen (Hitze, Trockenheit, Strahlung oder Chemikalien) resistent sind
(SONENSHEIN, 2000; SETLOW 2006; SCHNEIDER 2007).

Die starke Resistenz gegenlber schadigenden Umwelteinwirkungen ergibt sich aus dem
hohen Gehalt an Dipicolinsdure (Pyridin-2,6-Dicarbonsaure) (bis zu 10 % des
Trockengewichts (WANG ET AL., 2012)) und Typ bzw. Mengen der assoziierten bivalenten
Kationen (meist Ca?*-lonen), einem sehr niedrigen Wassergehalt (10 — 30 % des
Wassergehalts vegetativer Zellen), Schutz der DNA durch Sattigung mit einer Gruppe a/B-
Typ-saureloslicher Proteine (GERHARDT & MARQUIS, 1989; SETLOW, 2006), dem Gehalt an
Mangan und durch die Maturation der freigesetzten Sporen. (GHOSH ET AL., 2011;
SANCHES-SALAS ET AL., 2011)

Finden die Sporen wieder optimale Umweltbedingungen fir ein Wachstum vor, kénnen
sie durch Auskeimung in ein aktives Stadium Ubergehen (SETLOW, 2003; SETLOW ET AL.,
2007; PAREDES-SABJA ET AL., 2010). Initiatoren der Auskeimung, wie Nahrstoffe und
bestimmte monovalente Kationen, werden durch Rezeptoren in der inneren Membran der
Sporen erkannt (WANG ET AL., 2011). Daraufhin kommt es zu einer Auskeimung,
erkennbar am Austausch des Depots an Dipicolinsaure mit Wasser. Dadurch wird die
Hydrolyse des Cortex angeregt (WANG ET AL., 2011]). Durch den Abbau des Cortex und
die folgende Ausdehnung der Zellwand kommt es zum Wiedereinsetzen des
Metabolismus, zur Zersetzung a/p-Typ-saureldslicher Proteine an der DNA und
schliel3lich zur Aktivierung der Genexpression. Die Zelle I6st sich von der Sporenhulle und
beginnt sich zu teilen. (SCHNEIDER, 2007)

Die Einleitung der Auskeimung der Sporen ist sehr heterogen und ereignet sich zu
unterschiedlichen Zeiten (BARKER ET AL., 2005; STRINGER ET AL., 2005; CHEN ET AL., 2006;
WEBB ET AL., 2007; ZHANG ET AL., 2010; WANG ET AL., 2011). Wahrend der Grof3teil der
Endosporen innerhalb einer Zeitspanne von ein bis zwei Stunden auskeimt, verbleibt ein
relativ geringer Teil erst noch mehrere Stunden oder Tage im Sporenstadium (GHOSH &
SETLOW, 2009).



2.1.2.1 Clostridium perfringens

Das kastenférmige (Durchmesser: 0,9 — 1,3 ym, Lange: 3 — 9 ym (KRAMER & PRANGE,
2017)), proteolytische Bakterium ist im Gegensatz zu anderen Bakterien der Gattung
Clostridium nicht peritrich-begeiRelt und somit unbeweglich. In Kultur vermehrt sich
C. perfringens (lateinisch: perfringere = durchbrechen; (RODLOFF, 2012)) zwischen
pH 5,5 und pH 8 (Minimum pH = 5,0) (KAYSER & BOTTGER, 2010), bei Temperaturen von
20 °C bis 50 °C (Optimum 43 — 45 °C) mit einer Generationszeit von unter 10 Minuten
(LABBE, 2000; KRAMER & PRANGE, 2017). Binnen acht- bis zehnstiindiger Kultur bilden
sich konvex gewodlbte Kolonien, die glatt und von einer Hamolysezone umgeben sind
(KAYSER & BOTTGER, 2010).

C. perfringens bildet diverse Toxine, die jedoch nicht von allen Stammen gleichermalen
produziert werden. Pathogenetisch von Bedeutung sind beim Menschen Typ A und Typ C
(KRAMER & PRANGE, 2017). In der Veterindrmedizin ist als Ursache von Gasgangran
Typ A und fur Darmerkrankungen die Typen B bis E von Bedeutung (RODLOFF, 2012;
BRYNESTAD & GRANUM, 2002; SCHAUMANN & RODLOFF, 2009). Stamme vom Typ A sind
die Haupterreger der Clostridienmyositis (Gasbrand), wonach ca. 80 % der Infektionen
durch C. perfringens und 20 % durch C. novyi und C. septicum hervorgerufen werden
(SCHAUMANN & RODLOFF, 2009). Hierbei handelt es sich um eine Wundinfektion von Haut
und Weichteilen mit nekrotischem Zerfall des Gewebes, die unbehandelt durch einen
Toxin induzierten Schock innerhalb von Stunden zum Tod flhren kann (RODLOFF, 2012).
Chirurgische Wundreversion mit Entfernung der Nekrosen und hoch dosierte Gaben von
Penicillin G sind alleinige MaRnahmen fir den Behandlungserfolg (SCHAUMANN &
RobLOFF, 2009; RoODLOFF, 2012). C. perfringens Typ A bedingt zudem
Lebensmittelvergiftungen. Im Darm gesunder Menschen findet man eine Konzentration
von 102 — 10* KBE/g Stuhl vor, bei Lebensmittelvergiftungen hingegen eine Konzentration
von 10° KBE/g Stuhl (KRAMER & PRANGE, 2017). Die Peritonitis (Bauchfellentziindung)
kann ebenfalls durch C. perfringens verursacht werden (RODLOFF, 2012).

Die Hitzeresistenz der vegetativen Zellen von Clostridium perfringens schwindet bei 75 °C
nach 20 Minuten (GiBBS & HIRSCH, 1956). Die Hitzeresistenz der Sporen gestaltet sich
hingegen sehr variabel (GHOSH & SETLOW, 2009; SARKER ET AL., 2000). In mehreren
Studien (DUNCAN & STRONG, 1968; ANDO ET AL., 1985) wurde daher zwischen
hitzeresistenten und hitzesensitiven Stdmmen unterschieden. Laut ANDO (1985) liegt der
D-Wert (= dezimale Reduktionszeit, die die Zeit beschreibt, die bendtigt wird, um eine
Population von Mikroorganismen zu 90 % abzutéten (ANONYMOUS, 2011)) der Sporen bei
95 °C bei 17,6 bis 63 Minuten (hitzeresistente Stamme) beziehungsweise bei 1,3 bis 2,8
Minuten (hitzesensitive Stdmme). Nach RAJU und SARKER (2005) sowie ORSBURN et al.
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(2008) gentgen 100 °C im Allgemeinen um C. perfringens abzutéten. Gegenlber

Temperaturen unter 0 °C ist das Bakterium sehr empfindlich (KRAMER ET PRANGE, 2017).

2.1.2.2 Clostridium botulinum

Clostridium botulinum kommt natdrlicher Weise im Erdboden oder in Sedimenten von
Seen und Flissen vor (KRAMER & PRANGE, 2017). Es handelt sich um ein gerades bis
leicht gebogenes bewegliches Stadbchen mit einem Durchmesser von 0,5 bis 1,0 ym und
einer Lange von 2 bis 10 ym (KRAMER & PRANGE, 2017). In tierischen (lateinisch botulus =
Wurst) und pflanzlichen Lebens- und Futtermitteln kénnen die Bakterien Exotoxine
produzieren, die den klassischen Botulismus verursachen (KRAMER & PRANGE, 2017).
Hingegen kommt es beim Wundbotulismus und beim Sauglingsbotulismus zu einer
Infektion der Wunde bzw. zu einer Besiedlung des Magen-Darmtraktes mit Clostridium
botulinum und infolge der Toxinproduktion innerhalb des Koérpers zu einer Vergiftung
(CAYA et al, 2004). Auch bei landwirtschaftlichen Nutztieren, insbesondere bei
Wiederkauern (viszeraler Botulismus bei Rindern (BOHNEL et al., 2001)) und Pferden
(GALEY, 2001), ist Botulismus bekannt. Das von Clostridium botulinum produzierte Toxin
gilt als starkstes Uberhaupt bekanntes biologisches Gift (CAYA et al., 2004). Als
Neurotoxin unterbricht es die Impulsleitung zwischen motorischen Nervenzellen, bzw.
zwischen Nervenzellen und Muskeln, indem es die Freisetzung des Neurotransmitters
Acetylcholin im peripheren Nervensystem verhindert. Dieses fuhrt zur Ldhmung der
betroffenen quergestreiften Muskulatur (KRAMER & PRANGE, 2017). In allen Fallen sind die
klinischen Zeichen des Botulismus Folge einer Vergiftung und nicht ansteckend (CAYA et
al., 2004). Der Name Clostridium botulinum fasst eine heterogene Gruppe von Bakterien
zusammen, die alle zur Neurotoxinbildung (Botulinum) befahigt sind (COLLINS & EAST,
1998). Unterschieden werden sieben Varianten des Neurotoxins, die mit den Buchstaben
A bis G bezeichnet werden. In der Historie zeigte sich, dass Botulismus beim Menschen
durch Toxine der Typen A, B, E und seltener durch F verursacht wurde (CDC, 1998;
POULAIN & PoPOFF, 2019). Bei Tieren waren die Toxine der Typen C, D und E am
Botulismus beteiligt (CDC, 1998; POULAIN & POPOFF, 2019).

Derzeit ist noch unklar, ob das Toxin vom Typ G tatsachlich Botulismus auslést (COLLINS
& EAST, 1998). Das Gen, das fir die Typ G-Neurotoxinbildung verantwortlich ist, ist auf
einem Plasmid vorhanden und die Gene zur Neurotoxinproduktion der Typen A, B und F
sind chromosomal verschlisselt (CAYA et al., 2004). Die Produktion der Neurotoxintypen
C, D und E st verschlusselt in Genen, die von Phagen getragen werden
(CAYA et al., 2004; FRANCIOSA et al., 2003).



Die unterschiedlichen physiologischen Eigenschaften der Mikroorganismen, die unter dem

Namen Clostridium botulinum zusammengefasst werden, lassen sich in vier Gruppen
aufteilen (Tabelle 2):

Die 1. Gruppe beinhaltet alle Stdmme, die Neurotoxin des Typs A bilden, und die
proteolytischen Stdmme, die die Toxine B oder F produzieren. Sie bauen wahrend
des Wachstums vorrangig Proteine ab und produzieren daher sensorisch
wahrnehmbare Faulnisprodukte wie H>S und NHs. Die Endosporen sind auferst
hitzeresistent und werden erst bei 121 °C nach drei Minuten zerstort. Bei
Temperaturen unter 10 °C und bei aw-Werten unter 0,95 (=8 % NaCl bzw. 45 %
Saccharose) wird ihr Wachstum blockiert. (KRAMER & PRANGE, 2017)

Die 2. Gruppe umfasst alle Stamme, die Toxin des Typs E produzieren, und die
nicht-proteolytischen Stamme, die die Toxine B oder F produzieren. Diese
saccharolytischen Stamme verstoffwechseln vorrangig Kohlenhydrate. Dabei
werden kaum wahrnehmbar Faulnisgase produziert. Sie sind wesentlich
empfindlicher gegenilber Hitze und kénnen bereits nach finf Minuten bei 90 °C
abgetotet werden. Relativ hohe ay,-Werte (0,97) hemmen ihr Wachstum. Hingegen
wachsen sie noch bei niedrigen Temperaturen bis zu + 3,3 °C und bilden weiterhin
Toxine. (KRAMER & PRANGE, 2017)

Die Stamme der 3. Gruppe sind nicht proteolytisch und produzieren die Toxine Cy,
C, oder D. Sie fuhren nur bei Tieren Erkrankungen herbei. Die Herstellung der
Toxine C1 und D erfolgt mittels Bakteriophagen. Das Toxin C2 wird nur bei der
Sporulation produziert. (KRAMER & PRANGE, 2017)

Die Stamme, die Toxin vom Typ G produzieren sind der 4. Gruppe zugeordnet.
Ihnen konnte bislang keine Beteiligung an tierischen und menschlichen

Botulismusfallen nachgewiesen werden (KRAMER & PRANGE, 2017).



Tabelle 2: Phanotypische Unterschiede von botulinumtoxinbildenden Organismen

Toxin-Typen A B, F B, E, F C,C,,D G

Proteolyse’ + - - +
optimale 35-40°C 18-25°C 40°C 37 °C
Wachstumstemperatur

minimale 10 °C 3,3°C 15 °C k.A.
Wachstumstemperatur

Hitzeresistenz der 112 °C 80 °C 104 °C k.A.

Sporen

(*+, alle Stdmme sind positiv; -, alle Stamme sind negativ; modifiziert nach COLLINS & EAST, 1998)

Die aufgrund phanotypischer Differenzierungen erstellte Gruppierung spiegelt auch die
tatsachliche Verwandtschaft, basierend auf den 16S rRNA Genen, wider (Collins & East,
1998). Daraus zeigt sich, dass es sich bei Clostridium botulinum tatsachlich nicht um eine
sondern um mehrere Arten handelt (FAL, 2007).

2.1.2.3 Clostridium sporogenes

Bei Clostridium sporogenes handelt es sich um ein proteolytisches Stabchenbakterium
(SCHAUMANN & RODLOFF, 2009), was erstmals 1908 von Metchnikoff und dann 1923 von
Bergey et al. beschrieben wurde (JCICSB, 1999). C. sporogenes kommt sehr haufig in
der Umwelt vor, sowie in Milch, Milch-Produkten und Dosennahrung (NAKAMURA, 1977,
DROUIN & LAFRENIERE, 2012). Mittels peritricher Begeif3elung kann es sich fortbewegen
(SCHAUMANN & RODLOFF, 2009). Es ist mit Clostridium botulinum auf der Art-Ebene
verwandt, produziert aber kein Botulinumtoxin (JCICSB, 1999). Die genetische Analyse
von C. sporogenes zeigt, dass die meisten Stdmme, obwohl sie sehr nah mit Gruppe 1
der C. botulinum-Stamme (durchschnittliche Nucleotid-Ubereinstimmung = 93%) verwandt
sind, spezifische Klade-genetische Signaturen beinhalten und eine deutlich andere
bacterielle Species als C. botulinum bilden (POULAIN & POPOFF, 2019). Jedoch haben
einige C. sporogenes-Stamme diese Signaturen verloren und werden phylogenetisch der
Gruppe 1 der C. botulinum-Stdamme zugeordnet (HILL, 2007; WEIGAND, 2015).
C. sporogenes wird oftmals als Surrogat flir C. botulinum in Untersuchungen, wie zum
Beispiel fur kommerzielle Nahrungsmittelherstellungsprozesse, genutzt (BUTLER et al.,
2017; TAYLOR et al., 2013). C. sporogenes ruft beim Menschen Wundinfektionen hervor
(SCHAUMANN & RODLOFF, 2009). Vegetative Zellen besitzen nach BYUN et al. (2011) nur



eine geringe Hitzeresistenz ab 90 °C (D-Wert: 0,21 Minuten (+/- 0,01 min)), die Sporen
werden jedoch aktiviert (BYuN et al., 2011).

2.2 Organischer Abfall

2.2.1 Bioabfall
Die Europaische Richtlinie 2008/98/EG novellierte das europaische Abfallrecht hinsichtlich

der EinfUihrung einer flunfstufigen Abfallhierarchie und der Abgrenzung zwischen
Verwertung und Beseitigung von Abfall. Ebenso setzte sie neue Impulse fir den Umgang
mit nativ-organischem Abfall. Demzufolge musste flr diesen Abfallstrom ab
01. Januar 2015 eine flachendeckende Getrenntsammlung eingefuhrt werden
(RL 2008/98/EG).

In Deutschland werden die Forderungen der Europédischen Abfallrahmenrichtlinie mittels
Kreislaufwirtschaftsgesetz umgesetzt; wobei die bewahrten Inhalte des vorhergehenden
Kreislaufwirtschafts- und Abfallgesetzes erhalten bleiben. Das Kreislaufwirtschaftsgesetz
zielt auf einen verbesserten, nachhaltigen Umwelt- und Klimaschutz ab und fordert die
Schonung naturlicher Ressourcen (KRWG, 2017).

Die Bioabfallverordnung regelt im Speziellen die Verwertung von Bioabfallen auf
landwirtschattlich, forstwirtschaftlich und gartnerisch genutzten Bdéden (BIOABFV, 2017).
Gemal § 2 Nummer 1 der Bioabfallverordnung (2017) handelt es sich um Bioabfall, wenn
die ,Abfalle tierischer oder pflanzlicher Herkunft [sind] oder aus Pilzmaterialien [...]
[bestehen], die durch Mikroorganismen, bodenburtige Lebewesen oder Enzyme abgebaut
werden konnen [...]“ (BIOABFV, 2017). Dazu zahlen zum Beispiel biologisch abbaubare
Kichen- und Kantinenabfalle (Biotonne), Marktabfalle, flir Verzehr oder zur Verarbeitung
ungeeignete organische Stoffe und tierische Ausscheidungen (BIOABFV, 2017). Bei der
Verwertung von Bioabféllen spielt die Hygienisierung der aufzubringenden Abfélle eine
wesentliche Rolle. Um deren seuchen- und phytohygienische Unbedenklichkeit
sicherzustellen, werden in der Bioabfallverordnung Vorgaben zu hygienisierenden
Behandlungen und Anforderungen an die Prozessprifungen abgebildet. Die
Bioabfallverordnung regelt die Bedingungen fir die Ausbringung von Garresten auf
Feldern und Grinland in Bezug auf Schadstoffgehalte und
Hygienisierungsanforderungen. GemalR Anhang 2 der Verordnung kdénnen organische
Abfalle durch Kompostierung (55 °C flir zwei Wochen, 60 °C fir sechs Tage oder 65 °C
fur drei Tage), durch Pasteurisierung (mindestens 70 °C fir eine Stunde) oder durch

Fermentation (50 °C flr eine bestimmte Mindestzeit) desinfiziert werden. Der Erfolg der



Hygienisierung wird einmalig nach dem Bau von Abfallvergarungsanlagen (Untersuchung
mit dem Indikatororganismus Salmonella senftenberg W775 (H.S-negativ)) und
kontinuierlich wahrend des Betriebs durch Temperaturkontrolle Uberprift. AuRerdem
dirfen im Garrest (50 g einer gut gemischten 3 kg-Probe) keine Salmonellen nachweisbar
sein. In Ubereinstimmung mit den Vorschriffen und der epidemisch-hygienischen
Unbedenklichkeit konnen Garreste aus Abfallvergarungsanlagen auf Grinland
ausgebracht werden. (BIOABFV, 2017)

2.2.2 Tierische Nebenprodukte
Die Verordnung 1069/2009 des Europaischen Parlaments und des Rates legt

Hygienevorschriften fir tierische Nebenprodukte und Folgeprodukte fest, die nicht flr den
menschlichen Verzehr bestimmt sind (V 1069/2009/EG).

Tierische Nebenprodukte sind gemal der Verordnung uUber tierische Nebenprodukte
1069/2009 ,ganze Tierkorper oder Teile von Tieren oder Erzeugnisse tierischen
Ursprungs beziehungsweise andere von Tieren gewonnene Erzeugnisse, die nicht fir den
menschlichen Verzehr bestimmt sind, einschliellich Eizellen, Embryonen und Samen®
(V 1069/2009/EG). Es gibt drei verschiedene Kategorien von tierischen Nebenprodukten,
die das Risiko einer Infektion oder Kontamination des Materials angeben (von ,Kategorie
1“ -> hohes Risiko, ,Kategorie 2“ -> kein aktuelles Risiko bis ,Kategorie 3" -> kein Risiko).
GemalR Artikel 13 durfen Materialien der Kategorie 2 ,fur die Herstellung von organischen
Dingemitteln oder Bodenverbesserungsmitteln [...] [verwendet werden], die [...] durch
Drucksterilisation [(20 Minuten lang bei 133 °C unter einem Druck von mindestens 3 bar)]
und nach dauerhafter Kennzeichnung des entstandenen Materials in Verkehr gebracht
werden sollen® (V 1069/2009/EG). Ebenso kdénnen Materialien der Kategorie 2
kompostiert oder in Biogas umgewandelt werden, nachdem eine Drucksterilisation und
dauerhafte Kennzeichnung des entstandenen Materials erfolgte. Oder sie kbnnen mit oder
ohne vorherige Verarbeitung kompostiert oder in Biogas umgewandelt werden, ,wenn es
sich um Giille, Magen und Darm und dessen Inhalt, Milch, Erzeugnisse auf Milchbasis,
Kolostrum, Eier und Eiprodukte handelt, bei denen die zustdndige Behorde nicht davon
ausgeht, dass sie eine Gefahr. der Verbreitung einer schweren ubertragbaren Krankheit
bergen® (V 1069/2009/EG). Zudem durfen ,Gulle, von Magen und Darm getrennten
Magen- und Darminhalt, Milch, Erzeugnisse auf Milchbasis und Kolostrum, bei denen die
zustandige Behdrde nicht davon ausgeht, dass sie eine Gefahr der Verbreitung einer
schweren Ubertragbaren Krankheit bergen®, ohne Verarbeitung auf Flachen ausgebracht
werden (V 1069/2009/EG).
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Laut Artikel 14 kann Material der Kategorie 3 zur Herstellung organischer Diingemittel
oder Bodenverbesserungsmittel verarbeitet und verwendet werden, ,auller wenn es sich
um Material der Kategorie 3 handelt, das sich durch Zersetzung, oder Verderb so
verandert hat, dass es durch dieses Produkt eine unannehmbare Gefahr fur die
Gesundheit von Mensch oder Tier darstellt” (V 1069/2009/EG). Ebenso kann Material der
Kategorie 3 kompostiert oder in Biogas umgewandelt werden. Sofern es sich nicht um
Klchen- und Speiseabfdlle von international eingesetzten Verkehrsmitteln handelt,
kénnen diese durch Drucksterilisation oder mittels anderer Verarbeitungsmethoden fur
tierische Nebenprodukte als Drucksterilisation (einstindige Desinfektion bei 70 °C)
verarbeitet oder in Biogas umgewandelt werden (V 1069/2009/EG). Material der
Kategorie 3 kann auch ohne vorhergehende Verarbeitung auf Flachen ausgebracht
werden, ,sofern es sich um Rohmilch, Kolostrum und Produkte auf Milchbasis und auf
Basis von Kolostrum handelt, bei denen die zustandige Behdrde nicht davon ausgeht,
dass sie eine Gefahr fir die Verbreitung einer Ubertragbaren Krankheit fir Menschen oder
Tiere bergen® (V 1069/2009/EG).

Fur die Verwertung von Grasern als Tierfutter aus mit solchen organischen Dingemitteln
behandelten Flachen muss eine Wartezeit von mindestens 21 Tagen garantiert werden
(V 1069/2009/EG).

Seit Februar 2011 gilt zusatzlich die Verordnung (EU) Nr. 142/2011 der Kommission zur
Durchfihrung der Verordnung (EG) Nr. 1069/2009. Danach wird in Anhang Il Kapitel I
noch einmal aufgefihrt, dass Wartezeiten von mindestens 21 Tagen nach der Dingung
mit organischen Dingemitteln eingehalten werden mussen und dass die Anforderungen
far die Verwendung von organischen Dungemitteln und anderen
Bodenverbesserungsmitteln entsprechend der Verordnung 1069/2009/EG eingehalten
werden mussen (V 142/2011/EG). Diese Anforderungen gelten jedoch nicht, wenn nur
Gulle und Guano oder Magen- und Darminhalt, Milch, Erzeugnisse auf Milchbasis, aus
Milch gewonnene Erzeugnisse, Kolostrum und Kolostrumerzeugnisse auf die Flachen
ausgebracht wurden, ,bei denen die zustandige Behdérde nicht davon ausgeht, dass sie
ein Risiko fur die Verbreitung schwerer Tierseuchen bergen® (V 142/2011/EG).

In Deutschland dient das Tierische Nebenprodukte-Beseitigungsgesetz (TierNebG) der
Durchfihrung der Verordnung (EG) Nr. 1069/2009. Hierin werden unter anderem
Zustandigkeiten, Verbote im Umgang mit tierischen Nebenprodukten und Folgeprodukten
der Kategorie 1 und 2, Beseitigungspflichten, Ausnahmen, Meldepflichten, Abhol-,
Ablieferungs- und Aufbewahrungspflichten, Vorgaben fiir die Uberwachung und
BuRgeldvorschriften festgelegt (TIERNEBG 2016).
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Die Verordnung zur Durchfliihrung des Tierische Nebenprodukte-Beseitigungsgesetzes
(Tierische Nebenprodukte-Beseitigungsverordnung) gibt im Speziellen Anforderungen fir
Klchen- und Speiseabfalle und an Betriebe mit Nutztierhaltung vor (TIERNEBV 2018).

Sie regelt Transport- und Nachweisverpflichtungen und stellt Anforderungen an die
Verarbeitung, Behandlung (Pasteurisierung, Vergarung und Kompostierung) und
Entsorgung tierischer Nebenprodukte (Milch der Kategorie 2, Gille, Guano, Kiichen- und
Speiseabfalle der Kategorie 3). Die Tierische Nebenprodukte-Beseitigungsverordnung
verweist hierbei auch auf die Anforderungen des Kreislaufwirtschaftsgesetzes und der
Bioabfallverordnung. Die raumliche Trennung von Behandlungsanlagen zu
Nutztierbereichen (Tieren, Tierfutter und Einstreu) ist wie auch in der Bioabfallverordnung
zum Schutz vor der Ubertragung von Seuchenerregern vorgeschrieben. Ebenso sind
hierin die Bedingungen fiur eine Hygienisierung mit einer Temperatur von 70 °C uber 60

Minuten im Zuge der Pasteurisierung vorgeschrieben. (TIERNEBV 2018)

2.3 Biogasanlagen

2.3.1 Aufbau

Eine landwirtschaftliche Biogasanlage besteht aus Substratlagerung und —aufbereitung,
Vorgrube mit  Substrateinbringung, Fermenter mit RuUhrwerk, Gasspeicher,
Garrickstandslager und Biogasverwertung (Blockheizkraftwerk oder
Gasaufbereitungsanlage) (FNR, 2016):

Der eigentlichen Biogasproduktion ist das Substratmanagement vorangestellt. Dazu
gehdren insbesondere Substratanlieferung, -lagerung, -aufbereitung, -transport
und -einbringung. Substratlager, wie Glllebehalter oder Fahrsilos, ermdglichen eine
zeitnahe Beschickung bendtigter Mengen. Die Substrataufbereitung ist auf die jeweiligen
Ausgangsstoffe sowie die verwendete Anlagentechnik ausgerichtet. Zudem soll durch die
adaquate Substrataufbereitung die Gasausbeute erhdéht und damit die Effizienz
verbessert werden. Die Substrataufbereitung kann Sortierung und Stérstoffabtrennung,
Zerkleinerung, Anmaischen und Homogenisieren, Hydrolyse oder Desintegration
einschlielen. Werden seuchenhygienisch bedenkliche Substrate (Bioabfall oder tierische
Nebenprodukte) mitvergoren, erfolgt zwingend eine Hygienisierung. (FNR, 2016)

Aus der Vorgrube gelangen die Substrate in den warmeisolierten und beheizten
Fermenter. Er ist das Kernstlick der Anlage und muss gas- und wasserdicht sowie
lichtundurchldssig ausgefuhrt sein. Entsprechende RuUhrtechnik gewahrleistet die

Homogenitat des Garsubstrates und unterstitzt die Gasbildung. Die verschiedenen
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Fermenterbauarten sind an das Vergarungsverfahren angepasst. Sie kénnen stehend
oder liegend, rund oder eckig, aus Beton oder Stahl sein. Die Vergarungsverfahren
kénnen anhand des Trockensubstanzgehaltes des eingesetzten Substrates in
Nassvergarung und Feststoffvergarung unterschieden werden. Eine eindeutige
Abgrenzung existiert nicht zwischen den beiden Verfahren, aber es gibt eine Faustregel,
nach der 15 m% fur die Pumpfahigkeit des Mediums herangezogen werden sollten.
Substrate mit feindisperser Partikelverteilung und hohen Gehalten angel6sten Stoffen sind
auch bei Trockensubstanzgehalten von bis zu 20 m% pumpfahig (z.B. dispergierte
Speisereste aus einem Tankfahrzeug). Hingegen liegen andere Substrate, wie Obst- und
Gemiseschalen bereits bei 10 bis 12 m% in stapelbarer Form vor. Weiterhin werden die
Vergarungsverfahren nach der Art der Beschickung in diskontinuierlich,
quasikontinuierlich und kontinuierlich, sowie nach der Anzahl der Prozessphasen
(einphasig, zweiphasig) unterschieden. Die Anzahl der Fermenter und Nachgarbehalter
richtet sich nach der GréRe und dem Konzept der jeweiligen Anlage. (FNR, 2016)
SchlieBlich sind noch psychrophile, mesophile und thermophile Vergarungsverfahren zu
unterscheiden. Psychrophile Vergarungsverfahren laufen unterhalb von 25 °C ab.
Hierdurch entfallt das Aufheizen der Substrate bzw. des Fermenters, aber die
Abbauleistung und Gasproduktion sind nur gering und ein wirtschaftlicher Betrieb von
Biogasanlagen (sehr lange Verweilzeiten) nicht moglich (WEILAND, 2001; HELM, 2014;
FNR, 2016).

Die meisten der bekannten Methanbildner haben ihr Wachstumsoptimum zwischen 37 °C
und 42 °C und liegen damit im mesophilen Temperaturbereich. Der grofdte Anteil der
Biogasanlagen arbeitet im mesophilen Temperaturbereich, da hiermit akzeptable
Verweilzeiten (etwa 40 Tage) und relativ hohe Gasausbeuten und zudem eine gute
Prozessstabilitdt durch die sehr artenreiche Biozdnose erreicht wird (HELM, 2014; FNR,
2016).

Sofern durch Hygienisierung des Substrates gesundheitsschadliche Keime abgetdtet oder
als Substrate Nebenprodukte oder Abfallstoffe verwendet werden, die mit hoher
Eigentemperatur anfallen (z. B. Prozesswasser), kdnnen thermophil lebende Kulturen
(Optimum zwischen 50 und 60 °C) fir die Vergarung eingesetzt werden. Bei
Prozesstemperaturen zwischen 45 und 55 °C ergbt sich eine hohere
Abbaugeschwindigkeit. Zudem wird eine geringere Viskositat erreicht. Ein Mehrbedarf an
Energie fur das Aufheizen des Garprozesses ist unablassig. Der Garprozess ist in diesem
Temperaturbereich zudem empfindlicher gegenuber Stérungen, Unregelmafigkeiten in

der Substratzufuhr oder der Betriebsweise des Fermenters, da unter thermophilen
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Bedingungen weniger verschiedene Arten von methanogenen Mikroorganismen existieren
(FNR, 2016; WEILAND, 2001; HELM, 2014).

Das Biogas gelangt in den Gasspeicher, wahrend das ausgegorene Substrat in das
Garrestlager transportiert wird, das i. d. R. auch als Nachgarbehalter dient. Bevor das
Biogas im Blockheizkraftwerk genutzt werden kann, mussen Partikel und Kondensat
eliminiert werden. Die Entschwefelung ist dabei zum Schutz von Motoren und
Anlagenteilen gegen Korrosion unentbehrlich. Diese erfolgt in landwirtschaftlichen
Biogasanlagen mit Vorortverstromung meist biologisch durch eine Zudosierung von Luft.
Sulfobacter oxydans (omniprasent) wandelt hierbei den Schwefelwasserstoff in
Gegenwart von Sauerstoff in elementaren Schwefel um, der Uber den Garrest aus der
Anlage hinausbeférdert wird. Besitzt das BHKW einen Abgaskatalysator, muss zusatzlich
eine Feinentschwefelung mit Aktivkohlefilter eingerichtet sein, um den Katalysator zu
schitzen. AuRerdem muss das Rohbiogas getrocknet bzw. aktiv entfeuchtet werden.
Dadurch werden auch die in der Feuchtigkeit enthaltenen Salze und Mineralstoffe
entzogen, die die Gasverwertungseinheit ebenfalls schadigen kdénnen. (FNR, 2016)

Der flissige oder feste Rlckstand der Vergarung, der ins Garrestlager gepumpt wird, wird
als Garrest oder Biogasgllle bezeichnet und von den Landwirten wegen seiner hohen
Nahrstoffgehalte meist als organischer Dinger bzw. Wirtschaftsdiinger verwendet. Die
Lagerung muss in geeigneten, wasser- und gasdichten Behaltern erfolgen. Hiermit
werden Restgaspotenziale genutzt und gleichzeitig Emissionen und Gerlche reduziert.
(FNR, 2016)

2.3.2 Prozess

Der Vergarungsprozess im Fermenter |auft prinzipiell in vier voneinander abhangigen
Teilschritten, der Hydrolyse, Acidogenese, Acetogenese und der Methanogenese,
(Biogasprozess nach GUJER & ZEHNDER, 1983) unter anaeroben Bedingungen ab, an
denen jeweils verschiedene Gruppen von Mikroorganismen beteiligt sind (HELM, 2014):
Partikulares organisches Substrat, welches aus Fett, Eiweil} und Kohlenhydraten besteht,
wird zu Beginn hydrolytisch in Fettsauren, Aminosauren und Zucker umgewandelt. Diese
Zwischenprodukte werden weiter in organische Sauren (Propion- und Buttersaure),
Alkohole, Wasserstoff, Kohlendioxid und Wasser aufgespalten. Durch weitere
biochemische Umwandlungen entstehen daraus Essigsaure und Wasserstoff, wobei im
Anschluss aus der Essigsaure durch methanbildende Organismen, wie Methanococcus,
bis zu 70 % des Methans gebildet werden. Die restlichen 30% werden aus Wasserstoff
und Kohlendioxid synthetisiert. (HELM, 2014)
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Grundsatzlich finden die vier Phasen zeitgleich und parallel statt (FNR, 2016). Jede der
vier Prozessstufen wird von anderen Mikroorganismen, die unterschiedliche
Milieuanforderungen stellen, vorangetrieben (Helm, 2014). Sie leben jedoch oft in
Symbiose in unmittelbarer Nahe zueinander und verflocken miteinander (Helm, 2014).
Eine moglichst hohe Methanproduktion aus dem eingesetzten Substrat resultiert aus einer
optimalen Nahrstoffversorgung der Mikroorganismen, wobei die maximal mdgliche
Methanausbeute abhangig von den Anteilen an Proteinen, Fetten und Kohlenhydraten in
den eingesetzten Substraten ist (Seyfried, 1990).

Aufgrund der unterschiedlichen Milieubedingungen der verschiedenen Mikroorganismen
muss daher ein Kompromiss der optimalen Parameter, wie insbesondere Gartemperatur,
pH-Wert oder Nahrstoffversorgung gefunden werden (FNR, 2016).

Das am Prozessende gebildete Biogasgemisch besteht Uberwiegend aus Methan
(50-75 %), Kohlendioxid (25-45 %) und geringen Anteilen an Wasserdampf, Sauerstoff,

Stickstoff, Schwefelwasserstoff und weiteren Spurengasen (FNR, 2016).

2.3.3 Hygienisierung

Um die gesetzlich vorgeschriebenen Kriterien fir den Einsatz der seuchen- und
phytohygienisch kritischen Substrate in Biogasanlagen zu erflllen, ist es notwendig, eine
thermische Behandlung in die Anlage zu integrieren. Die Vermischung von hygienisch
bedenklichem und unbedenklichem Material muss durch die Konstruktion ausgeschlossen
sein. Oft anzutreffen sind Pasteurisierungseinheiten, seltener Einheiten fir die
Drucksterilisation. Die Durchsatzmenge bestimmt die Grofle der zur Hygienisierung
genutzten Behalter und den Energieaufwand. Bei der Dimensionierung missen zu der
reinen Hygienisierungszeit der Befullvorgang, das Aufheizen und Entleeren einkalkuliert
werden. Die Hygienisierungseinheit wird meistens vor der Einbringung hygienisch
bedenklicher Kosubstrate in den Fermenter etabliert. Dadurch werden nur die
bedenklichen Stoffe hygienisiert und die Hygienisierungsstufe wirtschaftlicher
dimensioniert (Teilstromhygienisierung). Zudem erfolgt ein thermischer Aufschluss des
Materials, welches abhangig von dessen Eigenschaften besser vergarbar wird. Die
ublichen Hygienisierungsbehalter erfordern pumpfahiges Substrat. Daher muss es
gegebenenfalls vor der Hygienisierung angepasst werden. Die Vollstromhygienisierung
der gesamten Einsatzstoffe ist vor der Vergarung, zwischen zwei Vergarungsstufen bzw.
nach der Vergarung auch moglich. Haufig werden luftdicht verschlieBbare und beheizbare
Edelstahlbehaltern, entweder einwandig mit innenliegender Heizung oder

Doppelwandbehalter mit Wandheizung, aus der Futterungstechnik verwendet. Fullstands-,
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Temperatur- und Druckmesseinrichtungen Uberwachen und dokumentieren den
Hygienisierungsprozess. Die Warme des hygienisierten Substrats kann zur Vorwarmung
anderer Substrate oder durch direkte Zugabe (nur Teilstromhygienisierung) in den

Fermenter zu dessen Beheizung dienen. (FNR, 2016)

2.3.4 Garruckstandsverwertung
In Anlehnung an die TierNebV und die BioAbfV regelt die Dingemittelverordnung das

Inverkehrbringen von Dungemitteln, wie Garrlckstanden aus Biogasanlagen (DUMV,
2012). Hiernach sind Garreste aus Biogasanlagen fir die Dingung nur zugelassen, wenn
sie ,vorbehaltlich des § 5 Absatz 1 des Dlingegesetzes nur in den Verkehr gebracht
werden, wenn sie einem durch diese Verordnung zugelassenen Dungemitteltyp
entsprechen“ und ,sie auch hinsichtlich ihrer nicht typbestimmenden Bestandteile bei
sachgerechter Anwendung die Fruchtbarkeit des Bodens, die Gesundheit von Menschen,
Tieren und Nutzpflanzen nicht schadigen und den Naturhaushalt nicht gefahrden® (DUMV,
2012).
Zudem wird vorausgesetzt, ,dass keine Krankheitserreger, Toxine oder Schaderreger
enthalten sind, von denen Gefahren fir die Gesundheit von Menschen, Tieren und
Nutzpflanzen ausgehen® (DUMV, 2012).
Diese Anforderungen werden nicht eingehalten:
»1. hinsichtlich seuchenhygienischer Eigenschaften, wenn in 50 Gramm Probenmaterial
Salmonellen gefunden werden,
2. hinsichtlich phytohygienischer Eigenschaften, wenn Ausgangsstoffe pflanzlicher
Herkunft, auch in Mischungen,
verwendet werden, die von widerstandsfahigen Schadorganismen, insbesondere
a) von einem der in der Richtlinie 2000/29/EG genannten Schadorganismus,
b) thermoresistenten Viren, insbesondere solche aus der Tobamovirus-Gruppe
oder
c) pilzlichen Erregern mit widerstandsfahigen Dauerorganen, insbesondere
Synchytrium endobioticum, Sclerotinia-Arten, Rhizoctonia solani, Plasmodiophora
brassicae,
befallen sind und nicht einer geeigneten hygienisierenden Behandlung unterzogen
wurden® (DUMV, 2012).
,Die seuchenhygienischen Anforderungen gelten bei der Abgabe an Personen, die
Dingemittel, Bodenhilfsstoffe, Kultursubstrate und Pflanzenhilfsmittel im Rahmen ihrer

beruflichen Tatigkeit anwenden, abweichend von [...]J[oben genannten Anforderungen] als
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eingehalten, wenn [...] im Rahmen der Hinweise zur sachgerechten Anwendung auf die

bestehende Belastung hingewiesen wird und folgende als Anwendungsvorgaben

gekennzeichnete Hinweise gegeben werden:

a) auf Ackerland ist die Anwendung ausschlieBlich auf unbestelltem
Ackerland und bei sofortiger Einarbeitung in den Boden zuldssig, es sei
denn, die Ausbringung erfolgt in Wintergetreide und Winterraps bis zum
Schosserstadium (EC 30) mit bodennaher Ausbringungstechnik,

b) die Ausbringung auf unbestellte Ackerflachen mit nachfolgendem Gemuse-
oder Kartoffelanbau oder dem nachfolgenden Anbau von Heil-, Duft- und
Gewdlrzkrautern ist nicht zulassig,

¢) auf Griinland und Futterbauflachen ist ein zeitlicher Abstand von 6
Wochen bis zur nachsten Nutzung einzuhalten und

d) die Ausbringung in Zonen | und Il von Wasserschutzgebieten ist nicht
zulassig [...]“ (DUMV, 2012).

Zudem werden die seuchenhygienischen Anforderungen ,[...] eingehalten, wenn alle

verwendeten tierischen Ausgangsprodukte eine geeignete Behandlung zur Hygienisierung

entsprechend den Bestimmungen der Verordnung (EG) Nr. 1069/2009 des Europaischen
Parlaments und des Rates vom 21. Oktober 2009 [...] erfahren haben® (DUMV,2012).

3 Eigene Untersuchungen

3.1 Material

Im Rahmen des Anlagenscreenings wurden

Futtermittel wie Silagen (Mais, Gras, GPS), Getreidekorn, Zuckerribe, Futterreste,
Exkremente wie Festmist (Rind, Pferd, Huhn), Gille (Rind, Schwein),
Lebensmittel- und Schlachtabfélle

Flotate und Bioabfall

Fermenterinhalte

feste und flissige Garrickstande

Permeate und Zentrate

verschiedener Anlagentypen mikrobiologisch analysiert.

Zur Probenahme wurden fur jede Probe Einweg-Handschuhe sowie desinfizierte bzw.

sterilisierte Schaufeln und Transportbehalter verwendet.
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Fir die mikrobiologischen Untersuchungen kamen zur Anwendung:

Medien:

Reinstwasser (institutseigene Demineralisationsanlage)
Nahrbouillon |

Thioglycolat-Losung USP, alternative (Oxoid Deutschland GmbH)
DRCM-Bouillon (Oxoid Deutschland GmbH)

Eisensulfit-Agar (Oxoid Deutschland GmbH)
mCP-Selektivndhrboden (Oxoid Deutschland GmbH)
Anaerobier-Blutagar mit Neomycin (heipha Dr. Miller GmbH)
Polymyxin-Agar (VWR International GmbH)

Columbia-Agar mit Schafblut (Oxoid Deutschland GmbH)
AnaeroGen (Oxoid Deutschland GmbH)

Gentianaviolett (Merck KGaA)

Lugol-Jodlésung (Remel Products)

Safranin (Remel Products)

Ethanol (70%, vergallt mit Methyl-Ethyl-Keton)
Leitungswasser

Leberbouillon (Oxoid Deutschland GmbH)

Transwab®-Amiesmedium mit Kohle (Check Diagnostics)

Geréte:

Brutschrank (Inucell (0,1 K))

Autoklav (VST Zirbus 40/60)
Sicherheitswerkbank (Kendro)

Anaerobiertdpfe (Oxoid Deutschland GmbH Deutschland GmbH)
Laborthermometer

Durchlichtmikroskop (Jenamed, Carl Zeiss Jena)
Bunsenbrenner

Stomacher

Stomacherbeutel

Zentrifuge

Waage

Pipetten

Verbrauchsmaterialien:

Autoklavenbeutel
Stomacherbeutel

Einmal-Impfésen (1 pl und 10 pl)
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- Einmal-Spatel
- Pipettenspitzen

- Glasobjekttrager

Fur die Hygienisierungsversuche wurden die Clostridienstdmme C. sporogenes X904 T+
(Typ B) (RIPAC-LABOR GmbH) und C. perfringens DSM 756 (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH; andere Bezeichnung ATCC 13124, ATCC
19408, NCIB 6125, NCTC 6125, NCTC 8237, WDCM 00007 (Dsmz, 2013), verwendet.

Ein Wasserbad (Memmert, Fassungsvermogen von 14 Litern, gefullt mit Reinwasser
(institutseigene Demineralisationsanlage) und ein Olbad (Memmert, Fassungsvermogen
von 14 Litern, geflllt mit Silikondl (Roth)) wurden fir die Versuchsreihen mit Bakterien-

Sporen genutzt.

Des Weiteren wurden Rapsoél (Speiserapsol, handelstiblich) und Paraffin (Merck KGaA)

zusatzlich zu den vorhergehend aufgefiihrten Medien verwendet.

Folgende sonstigen Materialien wurden im Rahmen der Hygienisierungsversuche genutzt:
- Einmalreagenzglaser (Durchmesser: 1,6 cm; Hohe: 16 cm)
- Becherglaser (600 ml)
- Vollglasaquarium
- Petrischalen (Plastik, Durchmesser: 9 cm)
- Zellulosestopfen
- Aluminiumfolie

- Reagenzglasstander (Metall)

3.2 Methoden

3.2.1 Anlagenscreening

3.2.1.1 Untersuchungsgebiet
Das Untersuchungsgebiet fur das Anlagenscreening umfasst die drei Bundeslander

Niedersachsen, Schleswig-Holstein und Mecklenburg-Vorpommern.

3.2.1.2 Auswabhl

Je Bundesland wurden 100 Vergarungsanlagen fur eine Befragung ausgewahlt. Aus
Publikationen des Niedersachsischen Ministeriums fur Umwelt und Klimaschutz
(NIEDMINUK, 2009), des Landesamtes fur Umwelt, Natur und Geologie Mecklenburg-
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Vorpommerns (LUNG, 2011), des Schleswig-Holsteinischen Ministeriums fir
Energiewende, Landwirtschaft, Umwelt, Natur und Digitalisierung (LU-ATLAS SH, 2011),
des Bundesministeriums fir Erndahrung und Landwirtschaft (BMEL, 2010) und mittels
Internetrecherche (z.B. Referenzanlagen der MT-ENERGIE GwMmBH, 2011) wurden
verschiedene Typen von Vergarungsanlagen zusammengestellt, darunter reine NawaRo-

Biogasanlagen, Biogasanlagen mit Gllleeinsatz und Abfallvergarungsanlagen.

3.2.1.3 Befragung

Far die Erhebung wurde ein vierseitiger Fragebogen in Anlehnung an den DBFZ-
Fragebogen (2009) erstellt (siehe Anhang 2 und 3).

Damit sollten anlagenspezifische Daten zu Aufbau, Technik, Inputsubstraten und
Garrestverwertung erhoben sowie die Bereitschaft zur Beprobung erfragt werden. In
einem Anschreiben wurden die Anlagenbetreiber Gber den Befragungshintergrund und die
anonymisierte Behandlung der zur Verfligung gestellten Daten informiert (siehe
Anhang 1). Anschreiben und Fragebogen wurden mit einem frankierten Rickumschlag

versandt.

3.2.1.4 Probenahme

Die Proben wurden von Silage- und Futtermittellagerplatzen, aus Lagertanks, Fermentern
und Garrestlagern enthommen. Aus den Tanks, Fermentern und Garrestlagern konnten
flussige Proben mittels Abflllhahn direkt in die Probenbehalter geflllt werden und
unmittelbar luftdicht verschlossen werden. Bei festen Substrate wurden mittels Schaufel
aus verschiedenen Bereichen der Gesamtmasse einzelne Proben zu einer Mischprobe in
die Probenbehalter gefillt und unmittelbar verschlossen. Bei den Probenahmen wurden
fur jede Probe neue Einweg-Handschuhe, Schaufel und Transportbehalter verwendet, um

Keimubertragungen zu vermeiden.

3.2.1.5 Nahrmedienherstellung

Die Nahrplatten Columbia—Agar mit Schafblut Plus, Anaerobier-Blutagagr mit Neomycin
und Schafblut Polymyxin-Agar wurden von den Herstellern verwendungsbereit bezogen
und bis zur Anwendung entsprechend der Herstellervorgaben gelagert. DRCM-
Nahrmedium wurde entsprechend der Angaben des Herstellers angesetzt, in
Reagenzglaser (10 ml) oder Becherglaser (600 ml) gefilllt, diese mit Zellulosestopfen bzw.
Aluminiumfolie verschlossen, autoklaviert und bis zur Verwendung entsprechend gelagert.
Leberbouillon wurde ebenfalls nach Herstellerangaben angesetzt, autoklaviert und in

50mI-Rdéhrchen gefillt und verschlossen bis zur Verwendung kihl gelagert.
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3.2.1.6 Mikrobiologische Untersuchungen der Proben

Alle genommenen Proben (Nomenklatur fir Probenbezeichnung in Anhang 4) wurden
umgehend mikrobiologisch untersucht. Zu Beginn wurde jede Probe gut durchmischt und
jeweils 25 g als Ausgangsmenge fiir die mikrobiologische Analytik eingewogen. Ubriges
Probenmaterial wurde als Ruckstellprobe eingefroren. Die festen Proben wurden mit
50 ml Nahrbouillon 1 in einem Stomacher fur 20 Minuten homogenisiert, um ein
Probeneluat zu erhalten. Jeweils 5 ml Probe wurden in 45 ml Thioglycolat-L6sung und
DRCM-Bouillon zur Anzucht gefullt. AnschlielRend wurden die Réhrchen, in denen sich die
Nahrlésungen befanden, zur Herstellung einer anaeroben Atmosphdre mit Paraffin
bedeckt. Aufgrund der Gasbildung wurden die Réhrchendeckel nicht fest verschraubt. Die
beimpften Roéhrchen wurden bei 37 °C im Brutschrank Uber funf Tage inkubiert.
Erganzend wurde mit 1 ml der Ausgangsprobe und je 9 ml Natriumchlorid-Losung eine
geometrische Verdinnungsreihe mit 4 Verdinnungsstufen erstellt. Anschliel’iend wurden
mit 15 ml Eisensulfit-Agar geflillte Réhrchen mit jeweils 100 ul der Ausgangsprobe bzw.
der jeweiligen Verdinnung beimpft, mit Metallkappen verschlossen und ebenfalls bei
37 °C im Brutschrank Uber 5 Tage inkubiert.

Die erste Ablesung der Thioglycolat- und DRCM-Medien erfolgte nach 24 Stunden. Bei
Tribung bzw. Schwarzfarbung der Medien wurden diese weiter untersucht. Dazu wurde
aus den Roéhrchen 100 pl Probenldésung auf mCP-Selektivnahrboden-Platten abgeimpft.
Diese Platten wurden bei 44 °C Uber zwei bis drei Tage im Brutschrank inkubiert. Die
zweite Ablesung der Thioglycolat- und DRCM-Medien erfolgte nach vier bis sechs Tagen
zusammen mit den Eisensulfit-Agar-Réhrchen und den mCP-Selektivhahrboden-Platten.
Von allen Medien, die sich getriibt (Thioglycolat-Lésung) bzw. schwarz (DRCM-Bouillon
und Eisensulfit-Agar) verfarbt haben, wurden 100 ul auf ,Blutagar mit Neomycin“-Platten
abgeimpft. Die Platten wurden in Anaerobiertdpfen bei 37 °C fur zwei bis drei Tage
bebritet. Nach Ammoniumhydroxid-Bedampfung der mCP-Platten wurden die Kolonien,
die sich rétlich verfarbten, auf Columbia-Agar mit Schafblut abgeimpft und ebenfalls bei
37 °C in Anaerobiertopfen fur zwei bis drei Tage im Brutschrank inkubiert. Zusatzlich
wurde eine Aerobkontrolle mitgefihrt.

Nach Ablesung der ,Blutagar mit Neomycin“-Platten nach circa drei Tagen wurden
verdachtige Kolonien ebenfalls auf Columbia-Agar mit Schafblut abgeimpft und unter
Mitfihrung einer Aerobkontrolle im Brutschrank bei 37 °C fur zwei bis drei Tage in
Anaerobiertdpfen inkubiert.

Sofern kein Wachstum auf den aerob mitgefihrten ,Columbia-Agar mit Schafblut‘-Platten

zu verzeichnen war, wurden von den Isolaten der verdachtigen Kolonien Grampraparate
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erstellt und diese mikroskopisch (Durchlichtmikroskop mit 1000-facher Vergréfierung) auf
grampositive Farbung, Stabchenform und Sporenbildung untersucht.

Zur Erstellung der Grampraparate wurde eine Probe der verdachtigen Kolonie mit einem
kleinen Tropfen NaCl-Lésung vermischt auf einem Glasobjekttrager aufgebracht und nach
dem Trocknen auf diesem hitzefixiert. Bei der anschlieRenden Farbung nach Gram wurde
der Objekttrager fiur drei Minuten in Gentianaviolett getaucht, danach in Leitungswasser
gespult und weitere drei Minuten in Lugol-Jodlésung gegeben. Danach wurde der
Objekttrager mehrmals in 70 %-igen Ethanol getaucht und nachfolgend mit
Leitungswasser gespult. Zum Schluss wurde der Objekttrager fur drei Minuten in Safranin
getaucht und abschlielend mit Leitungswasser gespult und getrocknet.

Die verdachtigen Kolonien, die grampositive Stabchen mit oder ohne Sporenbildung unter
dem Durchlichtmikroskop zeigten, wurden anschlieend in mit Leber-Bouillon gefiillte
Roéhrchen und auf je drei Transwab®-Amies-Transporttupfer gegeben. Die Leber-Bouillon-
Roéhrchen wurden bei 37 °C Uber drei Tage inkubiert und anschlieRend im Kihlschrank
gelagert. Einer der Transport-Tupfer wurde danach zur ldentifikation des isolierten
Bakterienstamms mittels MALDI-TOF-MS an die RIPAC Labor GmbH versandt (siehe
Gliederungspunkt 3.2.1.7 Externe Analyse). Die beiden anderen wurden als

Ruckstellproben im Kuhlschrank gelagert.

3.2.1.7 Externe Analyse mittels MALDI-TOF-MS

Die Bakterienstamme wurden nach Isolierung auf Transwab®-Tupfer aufgebracht und
diese an die RIPAC Labor GmbH verschickt. Die RIPAC Labor GmbH flihrte fur alle
verdachtigen isolierten Bakterienstamme eine MALDI-TOF-MS-Analyse (Matrix-Assisted-
Laser-Desorption-lonization-Time-of-Flight-Mass-Spectrometry) und gegebenenfalls eine
Sequenzierung durch. Alle Proben wurden dabei als Doppelproben analysiert. Die MALDI-
TOF-MS lasst Analysen organischer Molekile von Molekulargewichten zwischen 500 Da
und 100kDa, also von Peptiden, Proteinen, Lipiden, Pigmenten und Toxinen zu
(RIPAC, 2011). Aufgrund der MALDI-TOF-MS-Analyse erstellte die RIPAC Labor GmbH
eine Clusteranalyse der identifizierten Clostridien fur jede beprobte Vergarungsanlage.
Die Cluster lassen sich so interpretieren, ,[...] dass in der Regel alle Isolate bis zu 60 %
identisch sind, die zu einer Spezies gehoéren. Die Trennung der Gattungen liegt in der
Regel bei <50 %. Weiterhin zeigen die meisten Clostridienspezies keine Ahnlichkeiten
innerhalb der Spektren zueinander, sodass die Trennung hier weit unter 50 % liegen
kann. Eine Aussage zu Stammidentitaten oder zu evolutiondren Verwandtschaften kann
man nicht treffen“ (Kommentar von Marcel Erhard, RIPAC Labor GmbH, 12.08.2014).
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3.2.2 Hygienisierungsversuche

3.2.2.1 Nahrmedienherstellung

Die fur die Hygienisierungsversuche genutzten Medien Leber-, DRCM-Bouillon und
Columbia-Blutagar mit Schafblut Plus wurden entsprechend Punkt 3.2.1.5 hergestellt und
gelagert. Das Rapsdl wurde ebenfalls in Reagenzglaser gefullt (9 ml, spater 1ml), mit
Zellulosestopfen verschlossen, autoklaviert und anschlieRend kihl und dunkel bis zur

Verwendung in den Hygienisierungsversuchen gelagert.

3.2.2.2 Kultivierung und Vermehrung der Clostridienstamme

Die verwendeten Clostridienstamme C. perfringens und C. sporogenes wurden jeweils in
einer Stammkultur in Leberboullion bei 37 °C (+/- 0,2 °C) im Brutschrank unter anaeroben
Verhaltnissen kultiviert. Zur Vermehrung der Bakterienmasse wurden anschlie®end aus
der jeweiligen Stammkultur 100 pl auf Columbia-Agar-mit-Schafblut-Plus-Platten
ausgespatelt und unter anaeroben Verhaltnissen fir finf Tage bei 37 °C (+/- 0,2 °C)
bebritet. Zur Erhdéhung der Sauerstoffkonzentration und der daraus resultierenden
Anregung zur Sporenbildung wurden die Anaerobiertopfe am vorletzten Inkubationstag
kurz gedffnet und wieder luftdicht verschlossen, am letzten Inkubationstag erneut fir die
Entfernung der Anaerogen-Beutel gedffnet, anschlieRend nicht mehr Iluftdicht
verschlossen und bis zur Versuchsdurchfihrung bei Raumtemperatur gelagert. Samtliche
Arbeitsschritte, bei denen mit den Clostridienstdmmen unmittelbar gearbeitet wurde,

wurden unter der Sicherheitswerkbank Klasse 2 durchgefuhrt.

3.2.2.3 Bestimmung des Sporenanteils

Zur Ermittlung des Anteils an Endosporen wurde aus jeder Charge eine Probe auf einem
Glasobjekttrager Hitze fixiert und nach Gram geféarbt (siehe Punkt 3.2.1.6). Mit einem
Durchlichtmikroskop (1000-fache VergréfRerung) wurden von den Proben je 100 Zellen
gezahlt und in die beiden Kategorien ,Vegetative Zellen® und ,Sporen” unterteilt. Die
Zahlung wurde zweimal wiederholt und jeweils von verschiedenen Personen

durchgefiihrt, sodass unabhangige Werte gemittelt werden konnten.

3.2.2.4 Temperaturbehandlung der Clostridiensporen

Mittels Ein-Mikroliter-Impfésen wurde von den Vermehrungsplatten Bakterienmasse
aufgenommen. Die Impfésen waren mit durchschnittlich 3,8 mg (Standardabweichung =
1,3 mg) mit Bakterienmasse von C. perfringens und durchschnittich 1,6 mg
(Standardabweichung = 0,5 mg) mit Bakterienmasse von C. sporogenes beladen (siehe

Anhang 8). Jedes Probenréhrchen wurde mit einer Impfése bestlckt.
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Fur die Hitzeresistenzprifung wurden mehrere Temperaturen und verschiedene
Zeitintervalle ausgewahlt, die dann im Versuchsablauf iterativ angepasst werden konnten
(siehe Tabelle 3 und 4). Die Zeitintervalle wurden in einstiindlichen Abstadnden gewanhlt.
Bei 100 °C wurden ergadnzend auch Zeitintervalle unterhalb einer Stunde (in
zwanzigminutigen Abstanden) untersucht. Pro Zeitintervall jeder Temperatur wurden 10
Wiederholungen, also 10 Probenréhrchen, angesetzt. In den Probenréhrchen befanden

sich entweder Rapsdl oder DRCM-Bouillon (siehe Tabelle 3 und 4).

Tabelle 3: C. perfringens - untersuchte Temperaturen, Zeitintervalle und Medien

_ DRCM Rapsol 9ml Rapsol 1ml

70 °C 1-12 h 1-12 h 1-10 h

90 °C 1-10 h 1-10 h

100 °C 1-10 h 20-60 min; 1-10 h
121 °C 1-10 h 1-4 h

134 °C 1-10 h

Tabelle 4: C. sporogenes - untersuchte Temperaturen, Zeitintervalle und Medien
70 °C 1-12 h 1-12 h 1-10 h
90 °C 1-10 h 1-10 h
100 °C 1-10 h
121 °C 1-10 h 1-4 h
134 °C 1-10 h 1-4 h

Die Probenréhrchen wurden erst unmittelbar vor dem Versuchsstart vorbereitet. Alle zehn
Wiederholungen jedes Zeitintervalls wurden zeitgleich in das entsprechend des gewahlten
Versuchs temperierte Olbad eingesetzt. Die Einwirkzeit wurde erst gemessen, als die
jeweilige Temperatur in den im Olbad befindlichen Proben erreicht war. Diese wurde in
einem Kontrollréhrchen, welches zeitgleich eingesetzt wurde und welches das gleiche
Medium (gleiche Temperatur und gleiche Menge) wie die zu untersuchenden
Probenrdéhrchen, aber keine Impfdse, enthielt, mittels eines Laborthermometers bestimmt.
Fir jede Untersuchungstemperatur wurden drei Versuchsdurchfihrungen an
unterschiedlichen Tagen angestrebt. Um einen effizienten Versuchsablauf zu erreichen,
wurden die Versuche mit Verweildauern von bis zu 10 Stunden zusammenhangend an
einem Arbeitstag und die Verweildauern von 11 und 12 Stunden im Anschluss daran Uber
Nacht durchgefihrt. Nach Erreichen der jeweiligen Verweildauer der untersuchten
Temperatur wurden die 10 Probenrdhrchen dem Olbad entnommen und in einem
Wasserbad (23-25 °C) schnell auf Raumtemperatur abgekuhlt. Die Abkihlungszeitrdume
sind Anhang 9 zu entnehmen. Aus den abgekihlten Probenréhrchen, die mit 9 ml Ol
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geflllt waren, wurden die mit Bakterienmasse gefiillten Impfésen entnommen und in mit
10 ml DRCM-Bouillon gefiillte Reagenzréhrchen gegeben. AnschlieRend wurden diese
Roéhrchen mit 1 ml Paraffin Gberfillt. Die Probenréhrchen, die zwecks Untersuchung des
Wasser-/Ol-Medien-Einflusses fiir die Versuche bei unter 100°C eingesetzt wurden und
bereits mit 10 ml DRCM-Bouillon geflllt waren, wurden nach dem Abkihlen ebenfalls mit
1 ml Paraffin Uberfillt. Aufgrund des maglichen Einflusses des Uberfiihrens der Impfésen
vom Ol-Probenréhrchen zum DRCM-Bouillon-Réhrchen wurden die Versuche nach dem
ersten Durchgang angepasst. Die Ol-Menge wurde von 9ml auf 1 ml in den
Probenréhrchen reduziert und die Impfosen, wie bei den vorhergehenden Versuchen,
hineingegeben. Nach Versuchsdurchlauf und Abkihlung wurden die Probenrohrchen mit
10 ml DRCM Bouillon aufgeflllt und anschliellend unter anaeroben Verhaltnissen zehn
Tage bei 37 °C inkubiert.

3.2.2.5 Wachstumskontrolle nach Temperatureinwirkung

Alle mit Paraffin bzw. Ol bedeckten DRCM-Probenréhrchen wurden dann bei 37 °C im
Brutschrank bis zu 10 Tage inkubiert und wahrenddessen mehrmals visuell auf
Schwarzfarbung des Mediums kontrolliert. Der Farbumschlag der DRCM-Bouillon von rot
zu schwarz reflektiert den durch auskeimende Clostridien gebildeten Schwefelwasserstoff
(H2S). Folglich wurde bei einer schwarz-verfarbten Probe die Auskeimung mit positiv und
bei einer nach wie vor rotgefarbten Probe die ausgebliebene Auskeimung mit negativ
gewertet.

Um das Keimwachstum an allen Versuchstagen zu garantieren, wurden Kontrollen jeder
Kultur-Charge pro Tag und Keim (Impfésen mit Bakterienmasse in DRCM-Bouillon- und in
Ol-Réhrchen) auRerhalb des Olbades mitgefihrt und im Anschluss an die
Untersuchungen wie die behandelten Proben flr die anaerobe Inkubation vorbereitet und
zusammen mit den behandelten Proben bei 37 °C inkubiert. Aulerdem wurden Réhrchen
fur die Negativkontrolle der eingesetzten Medien mitgefuhrt. Die Ergebnisse der

Kontrollen sind in Anhang 10 aufgefuhrt.

3.2.2.6 Statistische Analysen

Fir die statistische Auswertung wurde das Programm SigmaPlot 11.0 verwendet. Alle
Ergebnisse = wurden  einer  deskriptiven  Statistik  unterzogen. Fur die
Hygienisierungsversuche wurden signifikante Unterschiede der verschiedenen

Temperaturen und Untersuchungszeiten durch den z-Test (p < 0,05) ermittelt.
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3.3 Untersuchungsergebnisse

3.3.1 Anlagenscreening

3.3.1.1 Befragung

Insgesamt wurden 300 Anlagenbetreiber befragt. Wobei 100 Anlagenbetreiber je
untersuchtes Bundesland einen Fragebogen erhielten. Von den 300 Befragten haben
55 Anlagenbetreiber geantwortet. Dies entspricht einer Ricklaufquote von 19 %. Davon
haben 23 Anlagenbetreiber aus Mecklenburg-Vorpommern, 9 Anlagenbetreiber aus
Niedersachsen und 23 Anlagenbetreiber aus Schleswig-Holstein ausgefiilite Fragebdgen
zurlick gesendet. 43 der befragten Anlagen betreiben Nassvergarung, 11 Anlagen
Feststoffvergdrung und eine Anlage arbeitet mit beiden Verfahren (3 Nassvergarer und
1 Feststoffvergarer). Die meisten befragten Anlagen besitzen einen Fermenter (32
Anlagen). 17 Anlagen auch zwei. Nur jeweils zwei Anlagen besitzen drei bzw. vier
Fermenter. Eine Anlage gab 20 Fermenter an, eine weitere 40 Fermenter. Zwei
Prozessstufen sind bei 34 der befragten Anlagen und eine Prozessstufe bei 21 Anlagen
vorzufinden. Die Reaktorsysteme sind Uberwiegend stehend angeordnet (50 Anlagen).
Sechs der befragten Anlagen werden im Temperaturbereich von 37 °C bis 39 °C
gefahren. Funf Anlagen arbeiten im Temperaturbereich von 38 °C bis 42 °C. Der
uberwiegende Teil der Anlagen (36) betreibt die Vergarung bei Temperaturen von 40 °C
bis 42 °C. Weitere drei Anlagen geben einen Temperaturbereich von 41- 44 °C an. Eine
Anlage besitzt drei Fermenter, in denen jeweils 40 °C, 45 °C und 55 °C eingestellt sind.
Eine andere Anlage gibt einen Temperaturbereich von 42 °C bis 55 °C fiur ihren
Fermenter an. Und zwei Anlagen arbeiten jeweils mit 50 °C bzw. 52 °C. Als Ruhrtechnik
verwenden die meisten Anlagenbetreiber Propellerriihrwerke (33) und PaddelrGhrwerke
(18). Bei der Entschwefelung setzen die meisten Anlagen auf das biologische Verfahren
(33). Nur vier Anlagenbetreiber gaben eine ausschlie3lich chemische Entschwefelung an.
Die restlichen 18 Anlagen verwenden beide Verfahren. Der Uberwiegende Teil der
Anlagen (49) wird ohne Hygienisierungseinheit betrieben, wobei vier weitere
Anlagenbetreiber dazu keine Angaben machten. In zwei Vergarungsanlagen werden
Hygienisierungseinheiten verwendet. Hierbei handelt es sich um
Abfallvergarungsanlagen, die mit 50 °C bzw. 52 °C Betriebstemperatur arbeiten. Zwolf
Anlagen nutzen eine Garrestaufbereitung mittels Separator, Trocknungsband, Dekanter
u.s.w. Zur Biogasproduktion machten drei Anlagenbetreiber keine Angaben. Die anderen
befragten Anlagenbetreiber gaben an, dass taglich zwischen 600 und 252.000 m?® Biogas

produziert werden (siehe Tabelle 5). Die Anlagen mit Biogasproduktionen von 600 bis
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680 m® pro Tag waren sehr kleine Anlagen mit Fermentervolumina von 400 bzw. 500 m3.
Die Anlagenbetreiber, die tagliche Biogasproduktionen von 240.000 bis 252.000 m?3
angaben, betreiben 20 Fermenter mit Volumina von jeweils 4500 m?® bzw. 40 Fermenter
mit Volumina von jeweils 2575 m?3. Zur Biogasqualitdt machten zwei Anlagenbetreiber
keine Angaben. Bei den meisten Anlagen (44) erzielt man zwischen 51 und 55 % Methan
im Biogas. Wenige Anlagen (4) erreichen nur einen Methangehalt von 44 bis 50 %. Funf
Anlagenbetreiber gaben erzielte Methangehalte von 57 bis 70 % an. Die Verwertung der
Garreste erfolgt bei 19 der 55 Anlagen im eigenen Betrieb. Weitere 23 Anlagenbetreiber
gaben an, dass sie die Garreste sowohl im eigenen Betrieb als auch extern verwerten.
Hierbei werden Garreste hauptsachlich (20) an die Zulieferbetriebe der Inputmaterialien
und seltener (7) an fremde Betriebe abgefihrt. Zehn Anlagenbetreiber liefern ihre
Garreste ausschlieRlich an externe Betriebe. Alle Anlagenbetreiber gaben an, dass ihre
Anlagen keine Probleme durch festgestellte Keimbelastungen in Inputsubstraten,

Fermenterinhalten und Garrlickstanden haben.

Tabelle 5: tagliche Biogasproduktion in befragten Anlagen
Biogasproduktion [m*/d | Anlagen |

600-680

1.700 - 2.800
3.000 - 3.422
3.960 - 4.800
5.400 - 6.200
6.480 - 7.200
8.640 - 10.000
12.000 - 21.000

o

240.000

A A A a2~~~ N

3.3.1.2 Probenahme

Von den 55 Anlagenbetreibern haben 48 einer Beprobung ihrer Inputsubstrate,
Fermenterinhalte und Garreste zugestimmt. Dazu gehéren 20 Anlagenbetreiber aus
Mecklenburg-Vorpommern, 7 aus Niedersachsen und 21 aus Schleswig-Holstein. Fur die
Probenahme wurden insgesamt 16 Anlagen ausgewahlt. Darunter fallen reine NawaRo-
Biogasanlagen, Biogasanlagen mit Gilleeinsatz und Abfallvergarungsanlagen. Des
Weiteren wurden mesophil und thermophil betriebene Anlagen sowie Nass- und

Feststoffvergarungsverfahren untersucht (siehe Tabelle 6).
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Tabelle 6: Anlagenauswahl flr Screening

| Anlagen-Nr. | Temperatur | Verfahren ___ | Probenvon |

T 42 Nassvergarung Maissilage, Garrest

0l 37-38°C Nassvergarung Garrest
— 40 °C Nassvergarung Zuckerriibenmus, Futterreste, Maissilage,
Grassilage, Vorgrube, Fermenter, Garrest
[0 45/55/40 °C Nassvergarung Maissilage, Fermenter Nr. 2
52 °C Feststoffvergdrung  Zuckerriibe, Maissilage,
Maissilage+Hirse, Fermenter Nr. 1 und 2,
Output fest und flissig
— 42-44 °C Nassvergarung Getreideausputz, Grassilage,
Festmistmischung, Fermenter, Garrest
A 420c Nassvergarung Maissilage, Fermenter, Garrest
— 39°C Nassvergarung Maissilage, Weizenschrot, HTK,
Rindergllle, Fermenter, Garrest
— 40 °C Feststoffvergarung  Grassilage, Maissilage, Fermenter Nr. 1
und 2, Garrest
“ 50 °C Feststoffvergarung  Maissilage, Rindermist, Pferdemist,
Fermenter, Garrest
“ 42 °C Feststoffvergarung  Maissilage, Fermenter Nr. 1 und Nr. 2,
Garrest v. F1
“ 40 °C Nassvergarung Input aus Vorgarer; Fermenter 1, 2, 3;
Garrest
“ 41°C Nassvergarung Kleegrassilage, Schweinegillle,
Fermenter Nr. 1 und 2, Garrest
" 39,5°C Nassvergarung Maissilage, HTK, Rindermist, Fermenter,
Garrest
42-55 °C Nassvergarung Input unhygienisiert und hygienisiert,
Fermenter, Garrest fest und flissig,
Permeat
38 °C Nassvergarung Maissilage a, Maissilage b, Getreide-
GPS, Fermenter-Mischprobe, Garrest fest
und flissig

3.3.1.3 Screening

Mit der Analyse der beiden Input- und Output-Proben aus der ersten mesophil
betriebenen Vergdrungsanlage, in der Rindergille, Rinderfestmist und Maissilage
vergoren werden, wurde die RIPAC-LABOR GmbH vollumfanglich beauftragt. Die
kultivierbare Mikroflora wurde hierbei quantitativ erfasst. Daflir wurde von beiden Proben
1g Untersuchungsmaterial aerob und anaerob mittels Direkt- bzw. in Anreicherung in den
Verdiinnungsstufen 10" bis 10° auf diversen Spezialnahrboden ausplattiert. Die
Ergebnisse der quantitativen Anzichtung sind in Tabelle 7 aufgefihrt.

Es ergab sich eine anaerobe Gesamtkeimzahl (GKZ) der Maissilage von 4,0 x 108 KBE/g.
Die anaerobe GKZ der Garrestprobe betrug 3,5 x 10° KBE/g. Bei der anaeroben
bakteriologischen Untersuchung wurde in beiden Proben Clostridium perfringens
bestimmt. Der in der Garrestprobe festgestellte Typ A-Stamm mit einem

a-Toxinbildungsvermégen von bis zu 64 Naglereinheiten (NE) pro ml Rohtoxin kann
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C. perfringens Erkrankungen auslésen. Zudem wurde in der Garrestprobe Yersinia

enterocolitica nachgewiesen (siehe Tabelle 7).

Tabelle 7: Ergebnisse der quantitativen Anzichtung fur Vergarungsanlage Nr. 1
Ergebnisse der bakteriologischen Untersuchung

D12_0275 Keimgehalt Erreger Typ
(allgemeine KBE/g
Angaben)
-1 2,0 x 10* unbekannter Erreger "
Biogasprobe 3,0x 10° Yersinia enterocolitica "
(Garrest) 1,7 x 105 Bacillus licheniformis "
>10%2<10® Clostridium perfringens A, 64 NE, B2 negativ
>10%<10* Citrobacter amalonaticus/farmeri
>10%<10° Citrobacter amalonaticus "
>10° unbekannter Erreger "
>10° Streptococcus bovis/equinus "
-2 1,0 x 10° Lactobacillus buchneri/parabuchneri "
Futtermittel 1,0 x 10° unbekannter Erreger "
(Maissilage) 4,0x10° | Lactobacillus buchneri ”
>10'<10? Clostridium tertium "
>10'<10? unbekannter Erreger "
210° Clostridium perfringens " A, 4 NE, B2 negativ

(Quelle: Ergebnisbericht der RIPAC-LABOR GmbH vom 23.03.2012)

Fiur die weiteren beprobten Vergarungsanlagen wurden die Substrate ausschlieBlich auf
Clostridien mikrobiologisch untersucht und die isolierten Bakterien zur eindeutigen
Bestimmung mittels MALDI-TOF MS an die RIPAC-LABOR GmbH weiter geleitet. Eine

Gesamtubersicht der isolierten Clostridien nach Anlagen findet sich im Anhang 5.

[} 10 0 30 40 50 B0 70 20 on
% project Species Genuz
I: Anlage 02_mezophi_katerial G1_Mr.23 sporogenes Cloztridium
Anlage 02_mezophi_Material G1_Mr.23 Sporogenss Clastridium
I: Anlage 02_mezophil_Material G1_Mr5 Sporogenss Clastridium
Anlage 02_mesophil_Material G1_Nr.5 sporogenes Clastridium
o Anlage 02_mesophil_Material G1_Mr.8 sporogenss Clostridium
[— Anlage 02_mezophi_Material G1_Mr.8 spOIogenes Clostridium
Anlage 02_mezophil_katerial G1_Mr.14 sporogenes Cloztridium
{ Anlage 02_mezophi_Material G1_Mr.14 Sporogenss Clastridium
— Anlage 02_mesophil_Material G1_Nr.12 wylanolyticum Clastridium
L Anlage 02_mesophil_Material G1_Mr.12 wylanolyticum Clastridium
 — Anlage 02_mesophil_Material G1_Mr.13 baratii Clostridium
- Anlage 02_mesophil_Material G1_Mr.13 baratii Clostridium
—— Anlage 02_mezophil_katerial G1_Mr.2 perfringens Cloztridium
S Anlage 02_mezophi_Material G1_Mr.2 perfringens Clastridium
Anlage 02_mezophil_Material G1_Mr.3 cochlearium Clastridium
Anlage 02_mesophil_Material G1_Nr.9 cachlearium Clastridium
Anlage 02_mesophil_Material G1_Mr.4 cochleariurn Clostridium
Anlage 02_mesophi_Material G1_Mr.4 cochlearium Clostridium

Abbildung 1: Cluster zu Anlage 2
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Bei der zweiten mesophil betriebenen Vergarungsanlage, in der Silomais (90-94 %),
Getreidekorn (2-3 %) und Ganzpflanzensilage (1 %) vergoren werden, durfte lediglich der
Garrest beprobt werden. Finf Isolate konnten nicht mehr reaktiviert und nicht fir die
weitere Analyse an die RIPAC-LABOR GmbH verschickt werden. Die verbliebenen neun
Isolate identifizierte die RIPAC-LABOR GmbH als Clostridium sporogenes,
C. xylanolyticum, C. baratii, C. cochlearium und C. perfringens (siehe Abbildung 1).

Die dritte beprobte Vergarungsanlage wird ebenfalls mesophil betrieben. Hier werden
Ringergulle, Maissilage, Grassilage, Getreidekorn, Zuckerrubenmus, Erntereste und
Feuchtmais vergoren. Bei der mikrobiologischen Untersuchung der Proben konnten
Clostridien erfolgreich isoliert werden. Lediglich ein Isolat konnte nicht mehr reaktiviert
und nicht fir die weitere Analyse an die RIPAC-LABOR GmbH verschickt werden. Sowohl
im Inputbereich (Grassilage, Futterresten, Vorgrube) als auch im Fermenter und
Garrickstand konnten neben C. sporogenes weitere Clostridium sp. identifiziert werden
(siehe Abbildung 2).

[t} 10 0 30 40 50 60 70 &0 a0
% project Species Genus
Anlage 03_mezophil_Material ¥_MNr.29 TpOMOgEnSs Clastridium
Anlage 03_mesophil_Material ¥_Nr.29 sporagenes Clostridium
Anlage 03_mesophil_ aterial F_Nr 24 SpOMDgEnEs Cloztridium
Anlage 03_mesophil_Material B_Nr.24 sporogenss Clastridium
Anlage 03_mesophil_Material G1_Mr.22 spoIogenes Clostridium
Anlage 03_mesophil_Material G1_Mr.22 sporogenss Clostridium
Anlage 03_mesophil_Material ¥_Nr.31 sporagenss Clostridium
Anlage 03_mezophil_Material V_MNr.31 TpOMOgEnSs Clastridium
Anlage 03_mesophil_Material B_Nr.25 sporagenss Clostridium
Anlage 03_mezophil_aterial ¥_Nr 28 SpOMDgEnEs Cloztridium
Anlage 03_mesophi_Material V_Nr.28 sporogenes Clastridium
Anlage 03_mesophil_Material R_MNr.25 spoIogenes Clostridium
Anlage 03_mesophil_Material ¥_MNr.32 sporogenss Clostridium
Anlage 03_mesophil_Material ¥_Nr.32 spoIogenes Clostridium
Anlage 03_mezophil_Material F_N.16 TpOMOgEnSs Clastridium
Anlage 03 _mesophil_Material F_Ni.16 sporagenss Clostridium
Anlage 03_mesophil_Material F_Ni.15 SpOMDgEnEs Cloztridium
Anlage 03_mesophil_Material F_MNr.15 sporogenes Clastridium
Anlage 03_mesophil_Material ¥_Nr.30 spoigenes Clostridium
Anlage 03_mesophil_Material ¥_MNr.30 sporogenss Clostridium
Anlage 03_mesophil_Material F_Ni.20 spoIogenes Clostridium
Anlage 03_mezophil_Material F_Ni.20 TpOMOgEnSs Clastridium
|: Anlage 03_mesophil_Material 53 Nr.27 sporagenss Clostridium
Anlage 03_mezophil_Material 53 _Mr.27 TpOMOgEnSs Clostridium
] — Arlage 03_mesophi_Material F_N.17 cadaveris Clastridium
L Anlage 03_mesophil_Material F_Ni17 cadaveris Cloztridium
Anlage 03_mesophil_Material F_N.18 glycolicum Clostridium
Anlage 03_mesophil_Material 22_Ni.36 glycolicum Clostridium
Anlage 03_mesophil_Material Z2_Mr.36 glycolicum Clostridium
Anlage 03 _mesophil_Material F_N.18 alycalicum Clostridium
Anlage 03_mezophil_Material R_Nr.26 glpcolicum Clastridium
Anlage 03_mesaphil_Material R_Nr.26 glycolicum Clastridium
Anlage 03_mesophil_Material F_Ni.19 glycolicum Cloztridium
Anlage 03_mesophil_Material F_N.19 glycolicum Clostridium
— Anlage 03_mesophil_Material 22_Nr.33 tyrobutyricum Clostridium
Anlage 03_mesophil_Material £2_Mr.33 tprobutyricum Clostridium
—— Anlage 03_mesophil_Material 22 Nr.34 aminovalericum Clostridium
L Anlage 03_mezophil_Material Z2_Mr.34 aminavalericum Clastridium

Abbildung 2: Cluster zu Anlage 3
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Die vierte Vergarungsanlage besitzt drei Fermenter, die jeweils mit 45 °C, 55 °C und
40 °C betrieben werden. Es werden Rindergille, Rinderfestmist, Maissilage und
Ganzpflanzensilage vergoren. Die Proben durften aus dem Fermenter mit 55 °C
Betriebstemperatur und aus der Maissilage genommen werden. Lediglich ein Isolat
konnte nicht mehr reaktiviert werden. In der Maissilage konnten Clostridium perfringens
und C. xylanolyticum und im Fermenter konnten Clostridium glycolicum und
C. sporogenes identifiziert werden (siehe Abbildung 3).

o 10 20 30 40 50 &0 70 20 a0
% project Species Genus
— Anlage 04_thermophil_kMaterial 51_MNr.33 wylatolyticum Clostridium
[— Anlage 04_thermophil_k aterial 51_Nr.33 wylanolyticum Cloztridium
— Anlage 04_thermophi_katerial F_Ni.37 glycolicum Cloztridium
S Anlage 04_thermophi_katerial F_Ni.37 glycolicum Cloztridium
— Anlage 04_thermophil_katerial 51_Nr40 perfringens Cloztridium
S Anlage 04_thermophil_baterial 51_Nr.40 perfringens Clastridium
— Anlage 04_thermophi_Material F_Ni.38 spOrogenes Clastridium
S Anlage 04_thermophi_Material F_Ni.38 spOrogenes Clastridium

Abbildung 3: Cluster zu Anlage 4
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Bei der flnften Vergarungsanlage, die thermophil betrieben wird, handelt es sich um eine
Feststoffvergarungsanlage. Proben durften aus  Zuckerriiben, Maissilage,
Maissilage+Hirse, Fermenter Nr. 1 und 2 und festen und flissigen Garresten gezogen
werden. Aus den Zuckerriben, den Fermentern und Garresten konnten mehrere
Clostridien isoliert werden. Die RIPAC-LABOR GmbH identifizierte diese als
C.sporogenes, C. aminovalericum und C. sordellii (siehe Abbildung 4). Zwei Isolate aus
Fermenter Nr.1 und jeweils ein Isolat aus dem festen und flussigen Garrest wurden als
,neu in SARAMIS® eingestuft, da diese Muster des MALDI-TOF Massenspektrums noch
nicht in der SARAMIS Datenbank der RIPAC-LABOR GmbH hinterlegt sind. Dadurch
kénnen die bekannten Spezies, welche ausreichend hinterlegt sind, ausgeschlossen
werden. ,Laut Farbung nach Gram, Katalasetest und aerober Kontrolle handelt es sich
vermutlich um Clostridien (Auswertungsschreiben RIPAC-LABOR GmbH vom
23.03.2012 und 04.09.2012). Bei den Stammen mit der RIPAC-Bezeichnung D11-0088-1-
1-16 und D12-1005-78-1-1 handelt es sich somit um neue unbekannte Spezies der

Gattung Clostridium.

0 10 20 30 40 50 60 0 80 a0
% project Species Genus

Anlage 05_thermophil_Material G2_Nr.55 sporogenes Clostridium

Anlage 05_thermophil_Material G2_Nr 55 spOrogenes Clostridium

Anlage 05_thermophil_Material F1_Mr.45 spOrogenss Clastridium

Anlage 05_thermophil_Material G2_Nr.&7 sporogenss Clastridium

Anlage 05 _thermophil_Material F1_Nr.45 sporogenes Clastridium

Anlage 05_thermophil_Material G1_Nr.48 sparagenes Clostridium

Anlage 05_thermophil_Material G1_Nr.48 sporogenes Clostridium

Anlage 05_thermophil_taterial F1_Mr 44 spOrogenes Clostridium

Anlage 05_thermophil_Material G2_Nr.57 spOrogenss Clastridium

Anlage 05 _thermophil_Material G2_Mr.58 sporogenes Clastridium

Anlage 05_thermaophil_Material Z1_Nr.61 sporogenes Clastridium

Anlage 05_thermophil_Material G2_Nr.58 sparagenes Clostridium

——— Anlage 05_thermophil_Material Z1_Mr.61 sporogenes Clostridium

Anlage 05_thermophil_aterial F1_Mr 44 spOrogenes Cloztridium

Anlage 05_thermophil_Material G1_Nr.53 spOrogenss Clastridium

Anlage 05 _thermophil_Material G1_Mr.53 sporogenes Clastridium

1 Anlage 05 _thermophil_Material G1_Mr.51 sporogenes Clastridium

Anlage 05_thermophil_Material G1_Nr.51 sparagenes Clostridium

Anlage 05_thermophil_Material G1_Nr.50 sporogenes Clostridium

[ Anlage 05_thermophil_Material G1_Nr43 spOrogenes Cloztridium

Anlage 05_thermophil_Material G1_Nr.52 spOrogenss Clastridium

| —|: Anlage 05_thermophil_Material G1_Mr.52 sporogenes Clastridium

—————————— Arlage 05_thermophi_Material G1_Nr.43 sporogenes Clastridium

Anlage 05_thermophil_Material G1_Nr.50 sporogenes Clostridium

Anlage 05_thermophil_Material F1_Mr.43 [11-0088-1-1-16 Clostridium

Anlage 05_thermophil_Material F1_Mr 42 [011-0088-1-1-16 Cloztridium

Anlage 05_thermophil_Material G2_Nr.56 [011-0088-1-1-16 Clastridium

Anlage 05 _thermophil_Material F1_Nr.42 [11-0088-1-1-18 Clastridium

Anlage 05_thermophil_Material F1_Mr.43 011-00881-1-16 Clastridium

! —|: Anlage 05_thermophil_Material G2_Nr.56 [11-0088-1-1-16 Clostridium

—— Anlage 05_thermophil_Material G1_Nr.54 01210057811 Clostridium

S Anlage 05_thermophil_Material G1_Nr54 01210057811 Cloztridium

— Anlage 05_thermaphi_Material F2_Nr.45 aminovalenicum Clastridium

L Anlage 05 _thermophil_Material F2_Nr 48 aminavalericum Clastridium

Anlage 05_thermaophil_Material 52_Mr.60 sordelli Clastridium

Anlage 05_thermophil_Material 52_Mr60 sordelli Clostridium

Abbildung 4: Cluster zu Anlage 5
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In der sechsten Vergarungsanlage, die mesophil betrieben wird, werden Rinder- und
Pferdefestmist, Huhnertrockenkot, Kleegrassilage, Getreidekorn(Ausputz) vergoren.
Mehrere Clostridienstamme konnten bei den mikrobiologischen Untersuchungen der
Proben von Getreideausputz, Grassilage, Festmistmischung, Fermenter und Garrest
erfolgreich isoliert werden. Lediglich zwei Isolate konnten im Nachgang nicht mehr
reaktiviert werden. In der Festmistmischung (Pferd/Rind), der Kleegrassilage, im
Fermenter und im Garrest konnten C. sporogenes, C.glycolicum identifiziert werden. In
der der Kleegrassilage wurden weiterhin C. cochlearium und C. aminovalericum
identifiziert. Im Fermenterinhalt, der Festmistmischung und im Garrest wurde dartber
hinaus auch C. glycolicum identifiziert. Im Garrest wurden weiterhin C. cadaveris und
C. bifermentans sowie drei neue unbekannte Clostridienspezies (RIPAC-Bezeichnung
D11-0088-1-1-16, D12-1005-78-1-1- und D13-0204-31-1-1) identifiziert (siehe Abbildung

o 10 0 30 40 a0 il 0 a0 a0
% project Species Genus
Anlage 06_mesophil_Material EE_MNr.E3 sporogenes Clastridium
Anlage 06_mesophil_Material EE_MNr.E3 sporogenes Clastridium
Anlage 06_mesophil_Material EE_MNr.E2 sporogenes Clastridium
Anlage 06_mesophil_Material EE_MNr.E2 sporogenes Clastridium
Anlage 06_mesophil_Material G1_Nr.74 sporogenes Clastridium
Anlage 06_mesophil_Material G1_Nr.74 sporogenes Clastridium
Anlage 06_mesophil_Material G1_Nr.83 sporogenes Clastridium
Anlage 06_mesophil_Material 53_MNr.84 sporogenes Clastridium
—|: Anlage 06_mesophil_Material 53_MNr.84 sporogenes Clastridium
| I: Anlage 06_mesophil_Material F_Nr.6& sporogenes Clastridium
Anlage 06_mesophil_Material F_Nr.6& sporogenes Clastridium
Anlage 06_mesophil_Material EE_MNr.ES sporogenes Clastridium
_|: Anlage 06_mesophil_Material EE_MNr.ES sporogenes Clastridium
Anlage 06_mesophil_Material G1_Nr.83 sporogenes Clastridium
| — Anlage 08_mesophil_Material G1_Nr.78 011-0088-1-1-16 Clastridium
L Anlage 06_mesophil_Material G1_Nr.76 011-0088-1-1-16 Clastridium
I: Anlage 06_mesophil_Material G1_Nr.82 alvcolicum Clastridium
Anlage 06_mesophil_Material G1_Nr.82 alvcolicum Clastridium
Anlage 06_mesophil_Material F_Nr.E3 alvcolicum Clastridium
—|: Anlage 06_mesophil_Material F_Nr.E3 alvcolicum Clastridium
Anlage 06_mesophil_Material EE_MNr.E4 alvcolicum Clastridium
—|: Anlage 06_mesophil_Material EE_MNr.E4 alvcolicum Clastridium
— Anlage 08_mesophil_Material 53_Nr.85 cochlearium Clastridium
L Anlage 06_mesophil_Material 53_MNr.85 cochlearium Clastridium
1 Anlage 06_mesophil_Material G1_Nr.80 bifermentans Clastridium
Anlage 06_mesophil_Material G1_Nr.80 bifermentans Clastridium
Anlage 06_mesophil_Material G1_Nr.78 bifermentans Clastridium
S Anlage 06_mesophil_Material G1_Nr.78 bifermentans Clastridium
T Anlage 0B_mesophi_Material G1_Nr.77 01210087811 Clastridium
S Anlage 06_mesophil_Material G1_Nr.77 01210087811 Clastridium
B T Anlage 0B_mesophi_Material G1_Nr.72 cadaveris Clastridium
Anlage 06_mesophil_Material G1_Nr.73 cadaveris Clastridium
Anlage 06_mesophil_Material G1_Nr.75 013-0204-31-11 Clastridium
Anlage 06_mesophil_Material G1_Nr.75 013-0204-31-11 Clastridium
— Anlage 06_mesophil_Materal 53_Nr.26 aminavalericun Clastridium
— Anlage 06_mesophil_Material 53_Nr.85 aminavalericun Clastridium

Abbildung 5: Cluster zu Anlage 6
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Die siebente Vergarungsanlage wird mesophil betrieben. Es werden darin Maissilage,
Grassilage und Zuckerribe vergoren. Proben durften aus der Maissilage, dem
Fermenterinhalt und Garrest genommen werden. Neben C. aminovalericum wurde eine
neue unbekannte Clostridien-Spezies (RIPAC-Bezeichnung: D13-0204-45-1-1) in der
Maissilage identifiziert. Im Fermenterinhalt konnten C. glycolicum, C. bifermentans und C.
sporogenes identifiziert werden. Im Garrest wurde ebenfalls C. sporogenes identifiziert
(siehe Abbildung 6).

[t} 10 20 30 40 50 &0 70 a0 a0
% pioject Species Genus
Anlage 07 _mesaphil_taterial F_Mr.89 sporagenes Clostridium
Anlage OF_mezophil_Material F_Mr.92 spofogenes Clostridium
Anlage O7_mesophil_Material G1_Nr.94 Iporogenes Clastridiurm
Anlage 07 _mesophil_h aterial G1_Mr.94 sporogenes Clostridium
Anlage OF_mezophil_M aterial G1_Mr.95 spofogenes Clostridium
Anlage O7_mesophil_Material G1_Nr.95 Iporogenes Clastridiurm
—— Anlage OF_mesophil_taterial F_Mr.92 sporogenes Clostridium
——— Anlage OF_meszophil_Material F_Mr.83 spofogenes Clostridium
I: Anlage O7_mesaophil_Material G1_Nr.96 Iporogenes Clastridiurm
Anlage 07 _mesophil_h aterial G1_Mr.96 sporogenes Clostridium
Anlage OF_mezophil_Material F_Mr.90 spofogenes Clostridium
[ Anlage 07 _mesaphil_Material F_Nr.91 Iporogenes Clastridiurm
Anlage 07_mesophil_katerial F_Mr.51 sporogenes Clostridium
Anlage OF_mezophil_Material F_Mr.90 spofogenes Clostridium
Anlage 07 _mesophil_Material G1_Mr.97 sporagenes Clostridium
Anlage 07 _mesophil_h aterial G1_Mr.97 spofogenes Clostridium
Anlage O7F_mesaphil_Material F_Mr.93 spofogenss Clostridium
Anlage 07 _mesaphil_taterial F_Mr.93 sporagenes Clostridium
Anlage 07 _mesophil_haterial F_Mr.88 bifermentans Clostridium
Anlage O7F_mesaphil_Material F_Mr.88 bifermentans Clostridium
—— Anlage 07 _mesaphil_taterial 51_Mr 100 [13-0204-45-1-1 Clostridium
L Anlage 07 _mesophil_haterial 51_Mr100 [13-0204-45-1-1 Clostridium
[ Anlage 07_mesophil Materal 51_Nr.33 aminovalencum Clostridium
S Anlage 07 _mesaphil_Material 51_Mr.99 aminovalericum Clostridium
—— Anlage 07 _mesophil_haterial F_Mr87 glycolicum Clostridium
Anlage 07 _mesaphil_Material F_Mr.87 glycolicum Clostridium

Abbildung 6: Cluster zu Anlage 7
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Bei der achten Vergarungsanlage, die mesophil betrieben wird, konnten aus dem
beprobten Huhnertrockenkot, der Rindergllle, Maissilage, dem Fermenterinhalt und
Garrest mehrere Clostridien erfolgreich isoliert werden. Alle Isolate konnten reaktiviert und
fur die weiteren Analysen an die RIPAC-LABOR GmbH verschickt werden. Diese
identifizierte im HUhnertrockenkot Clostridium sporogenes und in der Ringergtlle neben
C. bifermentans und C. glycolicum auch C. sporogenes. In der Maissilage wurde neben
C. sporogenes eine neue unbekannte Clostridien-Spezies (RIPAC-Bezeichnung: D11-
0088-1-1-16) identifiziert. Auch im Garrest wurde C. sporogenes und eine weitere
unbekannte Clostridien-Spezies (RIPAC-Bezeichnung: D12-1005-78-1-1) identifiziert
(siehe Abbildung 7).

o 10 0 20 40 50 B0 70 a0 a0

% project Species Genus
Anlage 02_mesophil_katenal E4_Nr.104 spofogenss Clostridium
Anlage 08_mesophil_Materal E4_Nr.105 sporogenes Clostridiurm
Anlage 08_mesophil_ateral E4_Ni.104 spologenes Clostidium
Anlage 08_mezophil_katerial E4_Nr.105 spofogenss Clostridium
Anlage 02_mesophil_katenal E4_Nr. 108 spofogenss Clostridium
Anlage 08_mesophil_Materal E4_Ni.106 sporagenes Clostridium
|: Anlage 05_mesophil_Materal E1_Ni.101 spologenes Clostidium
Anlage 08_mezophil_Material E1_N.101 spofogenss Clostridium
L————— Arlage 08_mesophil_Materal E4_Ni107 sporogenes Clostridiurm
Anlage 08_mesophil_Materal S1_Nr.118 sporagenes Clostridium
—|: Anlage 08_meszophil_katerial S1_Nr118 spofogenes Clostridium
I Anlage 08_mesophil_Material E4_Ni.107 spofogenss Clostridium
Arlage 08_mesophil_Material E4_Nr.108 sporogenes Clostridiurm
—|: Anlage 08_mesophil_Materal E4_Nr.108 sporagenes Clostridium
Anlage 05_mezophil_katerial G1_MNr116 spOfOgenes Clostridium
E Anlage 08_mezophil_Material G1_MNr.116 spofogenss Clostridium
Anlage 08_mesophil_Material F_N.109 sporogenes Clostridiurm
Anlage 08_mesophil_Materal F_MNr.109 sporagenes Clostridium
Anlage 05_mesophil_Material F_Nr.110 spOfOgenes Clostridium
Anlage 08_mezophil_Material F_MNr.110 spofogenss Clostridium
Arlage 08_mesophil_Material S1_Nr.119 [11-0088-1-1-16 Clostridiurm
Anlage 08_mesophil_Materal 51_Ni.119 [011-0088-1-1-16 Clostidium
—— Anlage 05_mesophil_Material F_Nr112 cochlearium Clostridium
S Anlage 08_mesophil_Materal F_Nr.112 cochleanium Clostridium
—— Arlage 02_mesophil_ Material ET_Nr.102 bifermentans Clostridiurm
S Anlage 08_mesophil_Materal E1_Ni.103 bifermentans Clostidium
Anlage 05_mezophil_katerial G1_MNr113 [0121005-78-1-1 Clostridium
Anlage 02_mesophil_Matenal G1_MNr.113 01270087811 Clostridium
— Arlage 09_mesophil_Material E1_Ni.102 glycolicum Clostridiurm
[— Anlage 08_mesophil_Materal E1_Ni.102 glycolicum Clostidium

Abbildung 7: Cluster zu Anlage 8
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Bei der neunten Vergarungsanlage, die mesophil betrieben wird, handelt es sich um eine
Feststoffvergarung. Darin werden Mais- und Grassilage vergoren. Es durften Proben von
Gras- und Maissilage, Fermenter Nr. 1 und Nr. 2 sowie vom Garrest genommen werden.
Aus den untersuchten Proben von Grassilage, Fermenter Nr. 1 und 2 und Garrest
konnten Clostridien erfolgreich isoliert werden. Lediglich eine Bakterienkolonie konnte
nicht isoliert werden. In der Grassilage wurden C. cochlearium und C. sporogenes
identifiziert. Im Fermenter Nr. 1 wurden C. sporogenes, C. bifermentans und C. glycolicum
und im Fermenter Nr. 2 neben C. sporogenes auch C. glycolicum identifiziert. Im Garrest
konnten ebenfalls C. glycolicum und C. sporogenes identifiziert werden (siehe
Abbildung 8).

o 10 n 30 40 40 B0 0 20 a0 100
% project Species Genus
Anlage 09_mesophil_Material G1_Nr.135 sporogenes Clastridium
Anlage 09_mesophil_Materal F2_Mr.127 sporogenes Clastridium
Anlage 09_mesophil_Material G1_Nr.135 sporogenes Clastridium
Anlage 09_mesophil_Materal F2_MNr.125 sporogenes Clastridium
Anlage 09_mesophil_Materal F1_Mr.123 sporogenes Clastridium
Anlage 09_mesophil_Materal F2_Mr.127 sporogenes Clastridium
Anlage 09_mesophil_Materal F2_MNr.125 sporogenes Clastridium
Anlage 09_mesophil_Material G1_Nr.134 sporogenes Clastridium
Anlage 09_mesophil_Material G1_Nr.134 sporogenes Clastridium
Anlage 09_mesophil_Materal F1_Mr.123 sporogenes Clastridium
Anlage 09_mesophil_Materal F2_Mr.130 sporogenes Clastridium
Anlage 09_mesophil_Materal F2_Mr.130 sporogenes Clastridium
Anlage 09_mesophil_Materal 53_Mr.138 sporogenes Clastridium
Anlage 09_mesophil_Materal 53_Mr.138 sporogenes Clastridium
Anlage 09_mesophil_Material G1_Nr.137 sporogenes Clastridium
Anlage 09_mesophil_Material G1_Nr.137 sporogenes Clastridium
Anlage 09_mesophil_Material G1_Nr.132 sporogenes Clastridium
Anlage 09_mesophil_Material G1_Nr.132 sporogenes Clastridium
Anlage 09 mesophil_Materal F2_Mr.128 sporagenes Clostridium
Anlage 09 mesophil_Materal F2_Mr.128 sporagenes Clostridium
Anlage 09 mesophil_Materal G1_Mr.136 sporagenes Clostridium
{ Anlage 09 mesophil_Materal G1_Mr.136 sporagenes Clostridium
Anlage 09 mesophil_Materal F2_Mr.131 sporagenes Clostridium
{ Anlage 09 mesophil_Materal F2_Mr.131 sporagenes Clostridium
 E— Anlage 09 mesophil_Materal F1_Mr122 bifermentans Clostridium
Anlage 09 mesophil_Materal F1_Mr122 bifermentans Clostridium
Anlage 09 mesophil_Materal F1_Mr121 alycolicum Clostridium
Anlage 09 mesophil_Materal F1_Mr121 alycolicum Clostridium
Anlage 09 mesophil_Materal F1_Mr.120 alycolicum Clostridium
Anlage 09 mesophil_Materal F1_Mr.120 alycolicum Clostridium
Anlage 09 mesophil_Materal F2_Mr.129 alycolicum Clostridium
Anlage 09 mesophil_Materal F2_Mr.129 alycolicum Clostridium
Anlage 09 mesophil_Materal G1_Mr.133 alycolicum Clostridium
Anlage 09 mesophil_Materal G1_Mr.133 alycolicum Clostridium
— Anlage 09 mesophil_Materal 53_Mr.139 cochleariurn Clostridium
L Anlage 09 mesophil_Materal 53_Mr.139 cochleariurn Clostridium

Abbildung 8: Cluster zu Anlage 9
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Bei der zehnten Vergarungsanlage, die thermophil betrieben wird, handelt es sich um eine
Feststoffvergarungsanlage. Proben durften aus Maissilage, Rindermist, Pferdemist,
Fermenter und Garrest entnommen werden. Aus dem Rinderfestmist, der Maissilage,
dem Fermenterinhalt und Garrest konnten mehrere Clostridien erfolgreich isoliert werden.
Alle Isolate konnten reaktiviert werden. Diese identifizierte neben Clostridium glycolicum
im Garrest auch Clostridium sporogenes, welcher ebenfalls in der Maissilage, im

Rinderfestmist und im Fermenter auftrat (siehe Abbildung 9).

o 10 20 30 40 50 B0 70 80 a0
% project Species Genus
Anlage D0_thermophil_Material E2_Mr.144 sporogenss Clostridium
Anlage 010_thermophi_Material F_Nr.150 sporogenes Clastridium
Anlage 010_thermophi_Material F_Mr.143 sporogenss Clastridium
Anlage (M0_thermophil_Material E2_MNr.144 sporogenes Clostridium
Anlage 010_thermophil_katerial F_Mr.143 SpOrOgenes Cloztridium
Anlage 010_thermophil_taterial F_Mr. 150 TpOrogenss Clostridium
Anlage 010_thermophil_katerial G1_N.153 sporogenss Clostridium
Anlage 010_thermophil_Material G1_Nr.154 sporogenes Clastridium
Anlage 010_thermophil_Material G1_Ni.153 sporagenes Clostridium
Anlage 010_thermophil_aterial G1_Ni.154 sporogenes Clostridium
Anlage 010_thermophil_taterial E2_MNr 145 SpOrOgenes Cloztridium
Anlage 0M0_thermophil_Material E2_Mr.145 TpOrogenss Clostridium
Anlage 010_thermophil_Material F_Mr. 151 sporogenss Clostridium
Anlage 010_thermophil_Material F_Nr.151 sporogenes Clastridium
Anlage (M0_thermophil_Material E2_MNr.140 sporagenes Clostridium
Anlage (M0_thermophil_Material E2_MNr.140 sporogenes Clostridium
Anlage 010_thermophil_katerial G1_Ni. 157 SpOrOgenes Cloztridium
Anlage 010_thermaophil_katerial G1_N.157 TpOrogenss Clostridium
Anlage 00_thermophil_Material 51_Mr.158 sporogenss Clostridium
Anlage 010_thermophil_Material E2_MNr.148 sporogenes Clastridium
Anlage (M0_thermophil_Material E2_MNr.148 sporagenes Clostridium
Anlage (M0_thermophil_Material 51_MNr.158 sporogenes Clostridium
Anlage 010_thermophil_taterial E2_MNr 146 SpOrOgenes Cloztridium
Anlage 0M0_thermophil_Material E2_Mr. 146 TpOrogenss Clostridium
Anlage 010_thermophil_Material E2_Nr.142 sporogenes Clastridium
Anlage 010_thermophil_Material E2_Nr.142 sporogenes Clastridium
Anlage 0M0_thermophil_Material E2_MNr.143 sporagenes Clostridium
Anlage (M0_thermophil_Material E2_MNr.143 sporogenes Clostridium
[ Anlage 010_thermophil_katerial G1_Ni.155 glycolicum Cloztridium
! Anlage 0710_thermaophil_katerial G1_Ni.155 glpcolicum Clostridium

Abbildung 9: Cluster zu Anlage 10
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Die elfte untersuchte Vergarungsanlage wird mesophil mit einer Feststoffvergarung fir
Maissilage betrieben. Proben durften von Maissilage, Maissilage mit Hirse, Fermenter
Nr. 1 und Nr. 2 sowie vom Garrest aus Fermenter Nr. 1 genommen werden. Bis auf eine
verdachtige Kolonie von der Maissilage-mit-Hirse-Probe konnten aus den Input- und
Output-Proben Clostridien erfolgreich isoliert werden. Diese wurden von der RIPAC-

LABOR GmbH anschlielend als Clostridium sporogenes bestimmt (siehe Abbildung 10).

o 10 20 30 40 50 B0 70 a0 a0
% project Species Genus
Anlage 011_mezophi_Material 51_Mr.168 Tporogenss Clostridium
Anlage 011_mezophi_Material 51_Mr.168 Tporogenss Clostridium
Anlage 011_mezophi_Material G1_Mr.166 sporogenss Clostridium
Anlage 011_mesophil_Material F1_Nr. 161 sporogenes Clastridium
Anlage 011_mesophil_Material F1_Nr. 161 sporogenss Clastridium
Anlage 011_mesophi_Material G1_Nr.168 sporogenss Clastridium
Anlage 011_mesophi_Material G1_MNr.165 sporogenss Clastridium
Anlage 011_mesophi_Material G1_Mr.167 sporagenes Clostridium
Anlage 011_mesophi_Material G1_Mr.165 sporogenes Clostridium
Anlage 011_mesophi_Material G1_Mr.167 sporogenes Clostridium
Anlage 011_mezophi_Material F1_Wr.160 SpOrogenes Clostridium
Anlage 011_mezophi_katerial F1_Wr 160 SpOrogenes Clostridium
Anlage 011_mezophi_Material F2_Ni 163 SpOrogenes Clostridium
{ Anlage 011_mezophi_Material F2_MrL163 Tporogenss Clostridium

Abbildung 10: Cluster zu Anlage 11
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Bei der zwolften Vergarungsanlage handelt es sich um eine Vergarungsanlage fur
organische Abfalle, die mesophil mit einer Hygienisierungseinheit (5 Behalter; 75°C fur
1 h) betrieben wird. Es werden hauptsachlich Flotate (70%), Magen- und Darminhalte
aus Schlachtbetrieben sowie Uberalterte Lebensmittel (Material der Kategorie 3) vergoren.
Proben durften vom Input aus dem Vorgarer, von Fermenter Nr. 1, Nr. 2 und Nr. 3 sowie
vom Garrest genommen werden. Sowohl in den Input- als auch in den Output-Proben
konnten, bis auf drei verdachtige Kolonien, Clostridien erfolgreich isoliert werden. Im Input
des Vorgarers wurde C. sporogenes neben C. cochlearium und C. paraputrificum
identifiziert. In allen Fermenterproben wurde C. sporogenes, in den Proben der Fermenter
Nr. 2 und Nr. 3 auch C. bifermentans. Auch im Garrest wurde C. sporogenes bestimmt
(siehe Abbildung 11).

[} 10 20 30 40 a0 &0 70 20 ao
% project Species Genuz

Anlage 012_mesophil_Materal F2_Mr.186 sporogenes Clostridium

Anlage 012_mesophil_tateral F2_Mr.186 spologenes Clostridium

Anlage 012_mesophil_tateral F3_Mr.188 spologenes Clostridium

Anlage 012_mesophil_tateral F3_Mr.188 spologenes Clostridium

Anlage 012_meszophil_taterial A1_MNr 176 spOlogenes Clostridium

Anlage 012_meszophil_tateral A1_MNr172 spOlogenes Clostridium

Anlage 012_mesophil_tateral F3_Mr.183 spOlogenes Clostridium

Anlage 012_meszophil_tdateral A1_MNr 176 spologenes Clostridium

Anlage 012_mesophil_Materal F3_Mr183 spologenes Clostridium

Anlage 012_mesophil_Materal F2_Mr183 spologenes Clostridium

Anlage 012_mesophil_Materal F1_Mr180 spologenes Clostridium

Anlage 012_mezophil_Materal F1_Mr180 sporogenes Clostridium

Anlage 072_mesophil_Materal F2_Mr183 sporogenes Clostridium

Anlage 072_mezophil_bateral 41_Mr172 sporogenes Clostridium

Anlage 012_mezophil_bateral F1_Mr. 181 sporogenes Clostridium

Anlage 012_mesophil_bateral 81_MNr 177 sporogenes Clostridium

Anlage 012_mesophil_Material G1_Nr.192 sporogenes Clastridium

Anlage 012_mesophil_Material G1_Nr.192 sporogenes Clastridium

Anlage 012_mesophil_Materal A1_MNr177 sporogenes Clastridium

Anlage 012_mesophil_Materal F1_Nr.179 sporogenes Clastridium
: Anlage 012_mesophil_Materal F1_Nr.179 sporogenes Clastridium
—— Anlage 012_mesophil_Materal F2_Nr.184 sporogenes Clastridium
I Anlage 012_mesophil_Material F2_Mr.184 sporogenes Clastridium
Anlage 012_mesophil_Materal F1_Mr.181 sporogenes Clastridium

Anlage 012_mesophil_Materal F3_Mr.187 sporogenes Clastridium

Anlage 012_mesophil_Material F3_Mr.187 sporogenes Clostridium

Anlage 012_mesophil_Materal F2_Mr.182 spologenes Clostridium

Anlage 012_mesophil_Materal F2_Mr.182 spologenes Clostridium

Anlage 012_mesophil_taterial G1_Mr.134 spologenes Clostridium

Anlage 012_mesophil_taterial G1_Mr.134 spologenes Clostridium

Anlage 012_meszophil_tateral A1_MNr174 cochlearium Clostridium

Anlage 012_meszophil_tateral A1_MNr174 cochlearium Clostridium

Anlage 012_meszophil_tateral G1_Mr.195 bifermentans Clostridium

Anlage 012_meszophil_tateral G1_Mr.195 bifermentans Clostridium

Anlage 012_meszophil_Materal G1_Mr.196 bifermentans Clostridium

Anlage 012_meszophil_Materal G1_Mr.196 bifermentans Clostridium

Anlage 012_mezophil_Materal F3_Mr.190 bifermentans Clostridium

Anlage 012_mezophil_Material G1_MNr.197 bifermentans Clostridium

Anlage 012_mezophil_Materal G1_Mr.197 bifermentans Clostridium

Anlage 072_mezophil_Materal F2_Mr185 bifermentans Clostridium

Anlage 072_mesophil_Materal F3_Mr.190 bifermentans Clostridium

Anlage 072_mesophil_Materal F2_Mr185 bifermentans Clostridium

T Anlage 012_mesophil_Material A1_Nr.171 paraputrificurn Clastridium
L Anlage 012_mesophil_Material A1_MNr171 paraputrificurn Clastridium

Abbildung 11: Cluster zu Anlage 12
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Die dreizehnte Vergarungsanlage wird mesophil mit Input aus Schweinegllle, Mais- und
Kleegrassilage betrieben. Proben durften von Kleegrassilage, Schweinegllle, Fermenter
Nr. 1 und Nr. 2 sowie Garrest genommen werden. Aus der Kleegrassilage und dem
Garrest konnten keine Clostridien isoliert werden. In der Schweinegulle und in beiden
Fermenterinhalten wurde Clostridium sporogenes isoliert und bestimmt. In der
Schweinegille wurden zusatzlich C. tyrobutyricum und ein neue unbekannte Clostridien-
Spezies (RIPAC-Bezeichnung: D13-0204-100-1-1) isoliert und identifiziert (siehe
Abbildung 12).

o 10 20 30 40 50 B0 70 a0 an 100
% project Species Genus

Anlage 013_mezophi_Material F1_Mr.204 Tporogenss Clostridium

Arlage 013_mesophil_Material F1_Mr.204 sporogenes Clastridium

Anlage 013_mesophil_Material F1_Mr.205 sporogenes Clastridium

Anlage 013_mesophi_Material F2_Mr.208 spoIogenes Clostridium

Anlage 013_meszophi_aterial F2_Mr 208 SpOfOgenes Clostridium

Anlage 013_mesophi_Material E5_Mr.202 Tporogenss Clostridium

Anlage 013_mesophil_Material E5_Mr.202 sporogenss Clostridium

Arlage 013_mesophil_Material F2_Mr.207 sporogenes Clastridium

Anlage 013 mesophil_Material F2_Mr.207 sporagenes Clostridium

Anlage 013_mesophi_Material F1_Mr.205 spoIogenes Clostridium

Anlage 013_meszophi_aterial F1_Mr 206 SpOfOgenes Clostridium

Ainlage 013_mezophi_Material F1_Mr.206 Tporogenss Clostridium

Arlage 013_mesophil_Material F1_Mr.203 sporogenes Clastridium

Arlage 013_mesophil_Material F1_Mr.203 sporogenes Clastridium

I Anlage 013 mesophil_Material ES_Mr.200 tyrobutyricum Clostridium
L Anlage 013_mesophi_Material E5_Mr.200 tyrobutyricum Clostridium
— Anlage 013_mesophi_Material E5_Mr 133 [013-0204-100-1-1 Clostridium
Anlage 013_mesophi_Material E5_Mr.199 [013-0204-100-1-1 Clostridium

Abbildung 12: Cluster zu Anlage 13
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Die vierzehnte untersuchte Vergarungsanlage wird unter Einsatz von Huihnertrockenkot,
Rindermist und Maissilage mesophil betrieben. Proben durften von Maissilage,
Huhnertrockenkot, Rinderfestmist, Fermenter und Garrest genommen werden. Nach
mikrobiologischer Untersuchung der Proben konnten, bis auf eine verdachtige Kolonie
aus der Maissilage-Probe, Clostridien erfolgreich isoliert werden. Die Isolate im
Rinderfestmist konnten als C. cochlearium, C. sporogenes und zwei unbekannte neue
Clostridien-Spezies (RIPAC-Bezeichnung: D11-0088-1-1-16 und D13-0204-31-1-1) von
der RIPAC-LABOR GmbH bestimmt werden. Die Isolate aus den Proben von
Huhnertrockenkot, Maissilage und Fermenter wurde als C. sporogenes identifiziert. Im
Garrest wurde neben C. sporogenes und C. bifermentans eine weitere unbekannte neue
Clostridien-Spezies (RIPAC-Bezeichnung D12-1413-1-1-3) identifiziert (siehe Abbildung
13).

Die Isolate mit den Nummern 223, 224 und 226 sind im Cluster mit ,F* dargestellt.
Tatsachlich sind diese Isolate nicht dem Fermenterinhalt ,F“ sondern dem Garrest ,G*
zugehorig. Hierbei handelt es sich nur um einen Tippfehler bei der Datentibermittlung an
die RIPAC-LABOR GmbH.

o 0 20 30 40 A0 60 70 a0 a0
% project Species Genus
Anlage 014_mesophil_Material F_Nr.220 sporogenes Clastridium
Anlage 014_mesophil_Material F_Ni.220 sporagenes Clostridium
Anlage 014_mesophil_Material F_Ni.224 spOIogenes Clostridium
Anlage 014_mesophil_Material E2_Mr.211 spOIOgenes Clostridium
Anlage 014_mesophil_katerial E2_Mr.211 SpOfogenes Clostridium
Anlage 014_mesophil_katerial E4_Nr.217 SpOfOgenes Clostridium
Anlage 014_mesophi_Material E4_Nr. 217 SpOfOgenes Clostridium
Anlage 014_mezophi_Material F_N.224 Tporogenss Clastridium
Anlage 014_mezophi_Material E2_Mr.212 Tporogenss Clastridium
Anlage 014_mesophil_Material E2_Nr.212 sporogenes Clastridium
Anlage 014_mesophi_Material E4_Nr.218 sporogenes Clastridium
Anlage 014_mesophi_Material E4_Nr.218 sporogenes Clastridium
Anlage 014_mesophil_Material F_Nr.219 sporogenss Clastridium
Anlage 014_mesophil_Material F_N.219 sporagenes Clostridium
Anlage 014_mesophil_Material 51_Mr.223 spOIogenes Clostridium
Anlage 014_mesophi_Material 51_Mr.223 spOIOgenes Clostridium
Anlage 014_meszophil_katerial F_Ni.221 SpOfOgenes Clostridium
Anlage 014_meszophil_katerial F_Ni.221 SpOfOgenes Clostridium
 — Anlage 014_mezophi_Material F_N.226 bifermentans Clastridium
- Anlage 074_mezophi_Material F_N.226 bifermentans Clastridium
— Anlage 014_mesophi_Materal F_Ni.223 01271413113 Clostridium
L Anlage 014_mesophi_Material F_Mr.223 D1214131-1-3 Clastridium
Anlage 014_mesophil_Material E2_Nr.215 [11-0088-1-1-16 Clastridium
Anlage 014_mesophi_Material E2_Nr.215 [11-0088-1-1-16 Clastridium
| Anlage 014_mesophil_Material E2_MNr.214 cochleariurn Clostridium
S Anlage 014_mesophil_Matenial E2_MNr.214 cochlearium Clostridium
— Anlage 014_mesophi_Material E2_Mr.213 [013-0204-31-11 Clostridium
Anlage 014_mesophi_Material E2_Mr.213 [013-0204-31-11 Clostridium

Abbildung 13: Cluster zu Anlage 14
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Die finfzehnte untersuchte Vergarungsanlage ist eine Vergarungsanlage fur Bioabfall und
Material der Kategorie 3, die im Temperaturbereich von 42 °C bis 55 °C mit einer
Hygienisierungseinheit (drei Behalter, 70 °C flr 1h) arbeitet. Proben durften aus dem
unhygienisierten und hygienisierten Input, einem Fermenter, dem flussigen und festen
Garrest und dem Permeat genommen werden. Im hygienisierten Input, fluissigen Garrest
und im Permeat konnten keine Clostridien isoliert werden. Aus dem unhygienisierten
Input, dem Fermenterinhalt (bis auf eine verdachtige Kolonie) und dem festen Garrest
wurden erfolgreich Clostridien isoliert. Die RIPAC-LABOR GmbH konnte neben einem
Isolat aus der Fermenterprobe, welches als Clostridium limosum identifiziert wurde, alle
weiteren Isolate als C. sporogenes identifizieren. Zusatzlich wurden im festen Garrest
zwei Isolate als neue unbekannte Clostridienarten (RIPAC-Bezeichnung: D13-0204-31-1-
1 und D13-0204-100-1-1) identifiziert (siehe Abbildung 14).

o 10 0 30 40 &0 &0 0 20 a0
% project Species Genus
Anlage 015_thermophil_Material A2_Mr232 sporogenss Clastridium
Anlage 015_thermophil_Material A2_Mr232 sporogenss Clastridium
Anlage 015_thermophil_Material F_Mr.240 sporogenss Clastridium
Anlage 015_thermophil_Material F_Mr.240 sporogenss Clastridium
Anlage 015_thermophil_Material A2_Mr.231 sporogenss Clastridium
Anlage 015_thermophil_Material A2_Mr.231 sporogenss Clastridium
Anlage 015_thermophil_Material A2_Mr236 sporogenss Clastridium
Anlage 015_thermophil_Material A2_Mr236 sporogenss Clastridium
Anlage 015_thermophil_Material A2_Mr233 sporogenss Clastridium
Anlage 015_thermophil_Material A2_Mr233 sporogenss Clastridium
Anlage 015_thermophil_Material A2_Mr.235 sporogenss Clastridium
Anlage 015_thermophil_Material F_Mr.238 sporogenss Clastridium
Anlage 015_thermophil_Material F_Mr.238 sporogenss Clastridium
Anlage 015_thermophil_Material F_Mr.233 sporogenss Clastridium
Anlage 015_thermophil_Material F_MNr.239 sporagenes Clostridium
Anlage 015_thermophil_Material A2_Mr.235 sporagenes Clostridium
] o Anlage 015_thermophil_Materal F_MNr.237 lirosurn Clostridium
[— Anlage 015_thermophil_Materal F_MNr.237 lirosurn Clostridium
Anlage 015 thermophil M ateral G2_Nr.244 013-0204-31-141 Clostridium
Anlage 015 thermophil M ateral G2_Nr.244 013-0204-31-141 Clostridium
' Anlage 015 thermophil M ateral G2_Ni.243 [013-0204-100-1-1 Clostridium
S Anlage 015 thermophil M ateral G2_Ni.243 [013-0204-100-1-1 Clostridium

Abbildung 14: Cluster zu Anlage 15

42



Die sechzehnte Vergarungsanlage wird im mesophilen Temperaturbereich unter Einsatz
von Mais-, Gras- und Ganzpflanzensilage betrieben. Proben durften von verschiedenen
Maissilagen, Getreide-Ganzpflanzensilage, Fermenter und festem und flissigem Garrest
genommen werden. Die RIPAC-LABOR GmbH konnte die Isolate in der Maissilage als
C. bifermentans und C. sporogenes identifizieren. In der Fermenterprobe konnte ebenfalls
ein Isolat als C. sporogenes identifiziert werden. Die Isolate im flissigen Garrest wurden
ebenfalls als C. sporogenes bestatigt. Im festen Garrest wurde neben C. sporogenes eine
neue unbekannte Clostridien-Spezies (RIPAC-Bezeichnung: D11-0088-1-1-16)
identifiziert (siehe Abbildung 15).

o 10 20 20 40 50 60 70 20 an
% project Species Genuz

Anlage 016_mezophi_Material G2_Mr.253 Sporogenss Clastridium

Anlage 0T6_mezophi_Material GZ_MNr.253 Sporogenss Clastridium

Anlage 016_mesophil_Material 51_MNr.255 sporogenes Clastridium

Anlage 016_mesophil_Material 51_MNr.255 sporogenes Clastridium

Anlage 016_mesophil_Material GE_Mr.254 sporogenss Clostridium

Anlage 016_mesophi_Material GZ_Mr.254 spOIogenes Clostridium

Anlage 016_meszophi_aterial F_Mr 247 sporogenes Clostridium

Anlage 016_meszophi_Material F_Mr 247 sporogenes Clostridium

Anlage 0T6_mezophi_Material G1_Mr.243 Sporogenss Clastridium

Anlage 016_mesophil_Material G1_MNr.249 sporogenes Clastridium

Anlage 016_mesophil_Material G1_Nr.248 sporogenes Clastridium

Anlage 016_mesophi_Material G1_Mr.248 sporogenss Clostridium

— Anlage 016_mesophil_Material GZ_Mr.252 [11-0088-1-1-16 Clostridium

[— Anlage 016_meszophi_Material GZ_Mr 252 [11-0088-1-1-16 Clostridium
— Anlage 016_mesophi_Material 51_MNr 256 bifermentans Clostridium
S Anlage 016_mezophi_Material 51_Mr.256 bifermentans Clastridium

Abbildung 15: Cluster zu Anlage 16
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3.3.2 Hygienisierungsversuche

Der durchschnittliche Sporenanteil, der in der Bakterienmasse vorhanden war, die auf den
Impfésen in die Probenrdhrchen gegeben wurde, betrug fur C. perfringens 67,2 %
(Standardabweichung = 26,3, Minimum = 13 %, Maximum = 92 %) (siehe Anhang 6). und
fur C. sporogenes 81,8 % (Standardabweichung = 9,0, Minimum = 64,5 %, Maximum =

90,7 %) (siehe Anhang 7) an allen Versuchstagen.

3.3.2.1 Versuche mit 70 °C

Fir den ersten Versuchsdurchlauf der Temperaturresistenzprifung der Sporen von
C. perfringens bei 70 °C wurden in den Probenréhrchen jeweils 9 ml Rapsdl und 10 mli
DRCM-Bouillon als Medium verwendet. In den mit DRCM gefiillten Probenréhrchen
konnte in allen Wiederholungen aller zwolf untersuchten Zeitintervalle hundertprozentiges

Keimwachstum festgestellt werden (siehe Abbildung 16).

C. perfringens nach 70 °C DRCM C. perfringens nach 70 °C 01
100 b — 100 H—HK—H—H—H KX
a0 90
80 80

70 70
50 50 1. Versuch (9 ml)

50 2. Versuch

1. Versuch

ener Proben [%]

50 ~#—2. Versuch (1 ml)
10 —i— 3. Versuch
30
20
10

40 3. Versuch (1ml)
30
20
10
0 ]
1h 2h  3h 4h Sh 6h 7h 8h 9h 10h 11h 12h th 2h 3h 4h sh &h 7h 8h 9h 1.0h 11h 12h
Dauer der Temperatureinwirkung Dauer der Temperatureinwirkung

Anteil gewachsener Proben [%]

Anteil gewachs:

Abbildung 16: Wachstum von C. perfringens nach 70 °C

Ebenso konnte bei dieser Temperatur im Rapsdl in allen Zeitintervallen ein vollstandiges
Keimwachstum registriert werden (siehe Abbildung 16). Wobei lediglich beim Zeitintervall
von 8 Stunden eine der zehn Wiederholungen kein Keimwachstum aufwies. Hierfur ergab
sich aber kein signifikanter Unterschied zum gleichen Zeitintervall in DRCM (p=1,000,
siehe Anhang 11). Der Sporenanteil der untersuchten Chargen betrug durchschnittlich
76,8 % furr den Tag- und 65,5 % furr den Uber-Nacht-Versuch (siehe Anhang 6).

Fir den zweiten und dritten Versuchsdurchlauf wurden Probenréhrchen mit 1 ml Rapsal
und 10 ml DRCM-Bouillon verwendet. Auf die Uber-Nacht-Versuche mit 11 und 12
Stunden wurde aufgrund der Ergebnisse aus dem ersten Versuchsdurchlauf verzichtet.
Sowohl in den mit DRCM gefillten als auch in den mit Rapsdl gefullten Probenréhrchen
wurde in allen Wiederholungen der jeweils zehn untersuchten Zeitintervalle
Keimwachstum verzeichnet (siehe Abbildung 16). Der Sporenanteil der untersuchten
Chargen betrug flr den zweiten Versuchsdurchlauf durchschnittlich 84,3 % und flir den
dritten Versuchsdurchlauf 89,2 % (siehe Anhang 6).
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Der erste Versuchsdurchlauf der Temperaturresistenzprifung der Sporen von
C. sporogenes bei 70 °C wurde ebenfalls in 9 ml Rapsdl bzw. 10 ml DRCM als Medium
durchgefihrt. Der Sporenanteil der Charge flir diesen Versuch betrug durchschnittlich
65,1 % (siehe Anhang 7). Bei den Proben in DRCM konnte in den zehn Wiederholungen
nach einer, nach elf und nach zwdIf Stunden kein Keimwachstum festgestellt werden. Von
der 2. bis zur 10. Stunde wurde bei mindestens zwei und maximal sieben der jeweils zehn
untersuchten Probenréhrchen Keimwachstum registriert (siehe Abbildung 17).

Im zweiten Versuch (durchschnittlicher Sporenanteil von 83,8 %, siehe Anhang 7) konnte
in allen zehn untersuchten Zeitintervallen hundertprozentiges Keimwachstum registriert
werden (siehe Abbildung17).

Beim dritten Versuch (durchschnittlicher Sporenanteil von 87,0 %, siehe Anhang 7) war
nach einer Stunde Verweildauer ein reduziertes Keimwachstum in Hohe von 20 %
ermittelbar. Fir die Verweildauern von zwei bis zehn Stunden war ein hundertprozentiges

Keimwachstum wie im zweiten Versuch zu registrieren (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17: Wachstum von C. sporogenes nach 70 °C

Signifikante Unterschiede der Wachstumshaufigkeiten konnten zwischen dem ersten und
dem zweiten Versuch bei allen Verweildauern aufer nach funf und nach acht Stunden
ausgemacht werden (p<0,001-0,039, siehe Anhang 16). Ebenso ergaben sich signifikante
Unterschiede im Vergleich der Wachstumshaufigkeiten des ersten Versuchs mit dem
dritten Versuch nach zwei, drei, vier, sechs, sieben, neun und zehn Stunden Verweildauer
(0,001=p=<0,039, siehe Anhang 16).

Im Rapsol war im ersten Versuchsdurchlauf bei 70 °C in allen untersuchten Zeitintervallen
Keimwachstum zu verzeichnen, wobei ebenfalls nach einer, nach elf und nach zwolf
Stunden die geringsten Wachstumsergebnisse (50 %, 30 % und 40 %) auftraten.
Hundertprozentiges Wachstum konnte nach drei, nach funf und nach zehn Stunden

registriert werden (siehe Abbildung 17). Im zweiten und dritten Versuch mit Rapsdl war
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ein hundertprozentiges Wachstum in allen Zeitintervallen zu verzeichnen (siehe
Abbildung 17).

Signifikante Unterschiede in den Wachstumshaufigkeiten ergaben sich zwischen dem
ersten Versuch und den beiden anderen Versuchen nach einer Stunde Verweildauer
(p=0,039) (siehe Anhang 16).

Im Vergleich der eingesetzten Medien der ersten Versuchsreihe bei 70 °C ergaben sich
signifikante Unterschiede nach einer, drei, vier und zehn Stunden zwischen den
Wachstumshaufigkeiten in DRCM und in Rapsdl, wobei im DRCM geringere
Auskeimraten zu verzeichnen waren als im Rapsdl (siehe Anhang 16).

Beim Vergleich der eingesetzten Medien im zweiten und dritten Versuch ergab sich
ausschlieBlich fur die Verweildauer von einer Stunde ein signifikanter Unterschied
(p=0,001, siehe Anhang 16).

3.3.2.2 Versuche mit 90 °C

Bei der Temperaturresistenzprifung der Sporen von C. perfringens bei 90 °C wurde im
ersten Versuchsdurchlauf (durchschnittlicher Sporenanteil 92,0 %, siehe Anhang 6) in
DRCM erstmalig nach flinf Stunden vermindertes Keimwachstum registriert, welches nach
acht Stunden vollstandig ausblieb, aber noch einmal nach zehn Stunden bei 10 % lag.
Der zweite Versuchsdurchlauf (durchschnittlicher Sporenanteil von 88,6 %, siehe
Anhang 6) zeigte erst nach acht Stunden ein reduziertes Keimwachstum, welches sich
nach zehn Stunden bis auf 10 % absenkte. Im dritten Versuchsdurchlauf
(durchschnittlicher Sporenanteil von 90,1 %, siehe Anhang 6) konnte das Absinken des
Keimwachstums erstmalig nach sechs Stunden registriert werden. Es reduzierte sich nach
zehn Stunden ebenfalls bis auf 10 % (siehe Abbildung 18).
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Abbildung 18: Wachstum von C. perfringens nach 90 °C

Signifikante Unterschiede bei den Wachstumshaufigkeiten in DRCM konnten nur fur die
Zeitintervalle von sieben (p=0,005) und acht Stunden (p=0,009) zwischen dem ersten und

zweiten Versuchsdurchlauf ermittelt werden (siehe Anhang 12). Generell zeigt sich in
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DRCM aber ein ahnlicher Verlauf in der signifikanten Reduktion des Keimwachstums
nach langerer Verweildauer in allen drei Versuchen.

In Rapsél konnte in den drei unabhangigen Versuchsdurchlaufen in allen zehn
untersuchten Zeitintervallen Keimwachstum festgestellt werden, wobei sich nach vier,
sieben und neun Stunden starkere Reduzierungen im Vergleich zu den anderen
Zeitintervallen erkennen lassen. In Rapsdl sind die Wachstumshaufigkeiten in allen drei
Versuchen starken Schwankungen unterlegen, wobei auch nur eine leichte Tendenz der
Reduzierung des Keimwachstums nach langerer Verweildauer erkennbar ist (siehe
Abbildung 18). Beim Herausnehmen der Réhrchenstéander aus dem Olbad nach Erreichen
der jeweiligen Verweildauer konnte festgestellt werden, dass in manchen Rdhrchen die
Osenspitzen aus dem Medium herausragten. Diese Réhrchen wurden bei den weiteren
Untersuchungen nicht mehr bericksichtigt und verworfen. Tabelle 8 listet die in den
berlcksichtigten Rohrchen gewachsenen Proben des 90 °C-Versuchs mit C. perfringens

uf.

Q

Tabelle 8: C. perf. - 90 °C - gewachsene Proben in berilicksichtigten Réhrchen

C. perf. 90°C Ol | 1. Versuch | 2. Versuch | 3. Versuch
Verweildauer

A 0(0)  10(10) 5(8)
EO  8(10)  10(10) 9(9)
El a0 fo(t0) 0(9)
LN a(t0) (o) 8(10)
e | 8(10) 58)  8(10)
B T 58)  6(10)
B10)  7(10) 510
I %9 (o) 6(8)
(S T BT 6(9)
ML 6(10)  9(10) 5(8)

Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Wachstumshaufigkeiten
in den untersuchten Zeitintervallen der drei Versuche in Rapsél (siehe Anhang 12).

Beim Vergleich der drei Versuche zeigten sich aber signifikante Unterschiede (p < 0,001 -
0,031) zwischen den verwendeten Medien DRCM und Rapsdl in den Zeitintervallen von
vier, acht, neun und zehn Stunden (siehe Anhang 12). In DRCM keimten nach langerer
Verweildauer deutlich weniger Proben aus als im Rapsél (siehe Abbildung 18). Hierbei
verdeutlicht sich, dass bei den 90 °C-Versuchen im dligen Medium eine schwachere

Reduktion des Keimwachstums als im wassrigen Medium vorliegt (siehe Abbildung 18).
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Bei allen drei Versuchsreihen mit C. sporogenes bei 90 °C (durchschnittliche
Sporenanteile von 89,7%, 89,2% und 90,7%, siehe Anhang 7) konnte
hundertprozentiges Keimwachstum sowohl in DRCM als auch in Rapsdl verzeichnet
werden (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 19: Wachstum von C. sporogenes nach 90 °C

Auch bei diesen Versuchen konnte festgestellt werden, dass in manchen Roéhrchen nach
der jeweiligen Verweildauer im Olbad die Osenspitzen aus dem Medium herausragten.
Diese Roéhrchen wurden bei den weiteren Untersuchungen nicht mehr bertcksichtigt und
verworfen. Tabelle 9 zeigt die in den berlcksichtigten Réhrchen gewachsenen Proben

des 90 °C-Versuchs mit C. sporogenes.

Tabelle 9: C. sporo. - 90 °C - gewachsene Proben in berucksichtigten Rohrchen

C. sporo. 90°C Ol | 1. Versuch | 2. Versuch | 3. Versuch
Verweildauer

10(10) 10(10) 9(9)
10(10) 10(10) 8(8)
10(10) 10(10) 10(10)

9(9) 10(10) 10(10)
10(10) 10(10) 10(10)
10(10) 10(10) 9(9)
10(10) 10(10) 10(10)
10(10) 10(10) 10(10)
10(10) 10(10) 9(9)
10(10) 10(10) 10(10)

3.3.2.3 Versuche mit 100 °C

In der Versuchsreihe mit 100 °C wurden zusatzlich Verweilzeiten unterhalb einer Stunde
an den Sporen von C. perfringens untersucht. Der Sporenanteil der eingesetzten Charge
betrug durchschnittlich 35,5 % (Minimum: 3 %, Maximum: 68%; siehe Anhang 6). Nach 20

Minuten konnte ein hundertprozentiges Keimwachstum festgestellt werden. Nach 40
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Minuten wuchsen die Keime im ersten und zweiten Versuchsdurchlauf noch in 70
beziehungsweise 80 % der Proben. Im dritten Versuch ergab sich nach 40 Minuten wieder
ein hundertprozentiges Keimwachstum. Nach einer Stunde blieb das Keimwachstum im
ersten Versuch bei 70 %, im zweiten Versuch stieg es nach einer Stunde wieder auf
90 %. Im dritten Versuch senkte es sich auf 90 % ab (siehe Abbildung 20). Es ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Wachstumshaufigkeiten dieser
Versuchsreihen (siehe Anhang 13).

In der ersten Versuchsreihe flur Verweildauern von ein bis zehn Stunden bei 100 °C
betrug der Sporenanteil durchschnittlich 28,3 % (Minimum: 20 %, Maximum: 40,5 %,
siche Anhang 6). Bis nach acht Stunden Verweildauer zeigte sich eine stark
schwankende Reduzierung im Keimwachstum bis auf 0 %, wobei schon nach vier
Stunden 80 % der Proben nicht auskeimten. Nach neun Stunden kam es wieder zu einem
Anstieg auf 12,5 % und nach 10 Stunden Verweilzeit bei 100 °C konnte in 50 % der
untersuchten Proben Keimwachstum ermittelt werden (siehe Abbildung 20).

Im zweiten Versuch (durchschnittlicher Sporenanteil von 79,4 %, siehe Anhang 6)
reduzierte sich das Keimwachstum schwankend bis auf 10 % nach zehn Stunden
Verweildauer, wobei schon starkere Einschnitte im Keimwachstum nach drei Stunden
(60 %) und nach sieben Stunden (10 %) zu verzeichnen waren (siehe Abbildung 20).

Im dritten Versuch (durchschnittlicher Sporenanteil von 89,3 %, siehe Anhang 6) zeigte
sich bereits nach einer Stunde Verweilzeit bei 100 °C eine Reduzierung des
Keimwachstums auf 80 %. Bis 5 Stunden reduzierte sich der Anteil auswachsender
Proben auf 25 %. Nach sechs Stunden zeigte sich hingegen wieder eine hdhere
Wachstumsrate von 60 %, die dann bis nach neun Stunden Verweildauer bei 100 °C auf
30 % zuritckging. Nach zehn Stunden konnte eine Wachstumsrate von 37,5 % ermittelt
werden (siehe Abbildung 20).
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Abbildung 20: Wachstum von C. perfringens nach 100 °C
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Die Réhrchen, bei denen nach Versuchsende die Osenspitzen aus dem Medium ragten,
wurden bei den weiteren Untersuchungen nicht mehr bertcksichtigt und verworfen (siehe
Tabelle 10).

Tabelle 10: C. perf. - 100 °C - gewachsene Proben in bertcksichtigten Réhrchen

C. perfr. 100°C | 1. Versuch | 2. Versuch | 3. Versuch
Verweildauer

9(10) 9(10) 8(10)
5(8) 10(10) 5(8)
5(6) 6(10) 5(10)
1(5) 8(10) 4(9)
3(7) 6(10) 2(8)
4(8) 5(10) 6(10)
2(7) 1(10) 5(9)
0(5) 4(10) 5(10)
1(8) 2(10) 3(10)
4(8) 1(10) 3(8)

Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Wachstumshaufigkeiten
der drei Versuchsreihen bei 100 °C (siehe Anhang 13).

Signifikante Unterschiede ergaben sich aber im Vergleich der Versuchsreihen bei 90 °C
mit 100 °C, wobei sich die Wachstumsraten der 90 °C-Versuche in DRCM in den
Verweildauern von zwei bis sieben Stunden signifikant (p<0,001-0,019) von den
Wachstumsraten der 100 °C-Versuche in Rapsol unterscheiden (siehe Anhang 14). Erst
nach acht Stunden Verweilzeit werden deutliche Reduzierungen im Keimwachstum bei
einer Temperatur von 90°C im wassrigen Medium erreicht, wobei bei 100 °C schon nach
drei Stunden Reduzierungen im Keimwachstum mdglich sind.

Ebenso finden sich signifikante Unterschiede zwischen den Wachstumsraten der 90 °C-
Versuchsreihe mit Rapsél und der 100°C-Versuchsreihe mit Rapsél (p<0,001-0,012) nach

drei, funf, sechs, sieben, neun und zehn Stunden Verweildauer (sieche Anhang 14).

Der erste Versuch zur Temperaturresistenzprifung der Sporen von C. sporogenes bei
100 °C erfolgte mit einem durchschnittlichen Sporenanteil von 74,5 % (siehe Anhang 7).
Nach einer bis zu drei Stunden Verweildauer konnte hundertprozentiges Keimwachstum
registriert werden. Nach vier Stunden konnte in 90 % der untersuchten Proben
Keimwachstum festgestellt werden und nach finf Stunden waren wieder 100 %
bewachsen. Danach reduzierte sich das Keimwachstum schwankend bis auf 60 % nach
neun Stunden Verweildauer bei 100 °C. Aber nach zehn Stunden verzeichnete man
schon wieder bei 90 % der untersuchten Proben Keimwachstum (siehe Abbildung 21).
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Sowohl im zweiten (Sporenanteil 84,8 %, siehe Anhang 7) als auch im dritten Versuch
(Sporenanteil 83,4 %, siehe Anhang 7) konnte Uber die gesamte Verweildauer

hundertprozentiges Keimwachstum registriert werden (siehe Abbildung 21).
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Abbildung 21: Wachstum von C. sporogenes nach 100 °C

Auch nach den 100 °C-Versuchen ragten manchmal Osenspitzen aus dem Medium

heraus, wodurch die betreffenden Réhrchen verworfen wurden (siehe Tabelle 11).

Tabelle 11: C. sporo. - 100 °C - gewachsene Proben in berlcksichtigten Réhrchen

C. sporo. 100°C (1. Versuch | 2. Versuch | 3. Versuch
Verweildauer

10(10) 10(10) 10(10)

10(10) 9(9) 10(10)
10(10) 10(10) 10(10)
9(10) 10(10) 9(9)
10(10) 10(10) 10(10)
8(10) 10(10) 10(10)
9(10) 9(9) 10(10)
8(10) 10(10) 10(10)
6(10) 10(10) 9(9)
9(10) 9(9) 10(10)

Im statistischen Vergleich der Wachstumshaufigkeiten der einzelnen Versuche ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in
den Wachstumshaufigkeiten innerhalb der 100 °C-Versuche (siehe Anhang 18) und auch
nicht zwischen den Versuchen von 90 °C und 100 °C (siehe Anhang 17).

3.3.2.4 Versuche mit 121 °C

Es wurden zwei Versuchsreihen an den Sporen von C. perfringens bei 121 °C

durchgefuhrt. Im ersten Versuch durchschnittlicher Sporenanteil von 71 %, siehe
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Anhang 6) wurden zehn Zeitintervalle untersucht, wobei in allen kein Keimwachstum nach
der Einwirkung von 121 °C festgestellt werden konnte (siehe Abbildung 22). Der
Sporenanteil im zweiten Versuch betrug durchschnittlich 13 % (siehe Anhang 6). Uber die
gesamte Versuchsdauer von vier Stunden konnte ebenfalls kein Keimwachstum in den

Proben festgestellt werden (siehe Abbildung 22).
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Abbildung 22: Wachstum von C. perfringens und C. sporogenes nach 121 °C

Im Vergleich der Wachstumshaufigkeiten der Versuche bei 121 °C mit den
Wachstumshaufigkeiten der Versuche bei 100 °C zeigten sich signifikante Unterschiede

bei den Zeitintervallen von einer bis sechs Stunden (p<0,001-0,033) (siche Anhang 15).

In der ersten Versuchsreihe mit C. sporogenes bei 121 °C wurde 9 ml Rapsdl eingesetzt
und fir die ersten drei Zeitintervalle Keimwachstum bei jeweils zwei der zehn
Wiederholungen verzeichnet. Ab der 4. Stunde wurde kein Keimwachstum mehr registriert
(Siehe Abbildung 22). Der Sporenanteil belief sich fir diese Versuchsreihe auf
durchschnittlich 88,5 % (siehe Anhang 7).

Der zweite Versuch wurde aufgrund der Ergebnisse des ersten Versuchs in den
untersuchten Verweildauern (1h bis 4h anstelle bis 10 h) angepasst und mit 1 ml Rapsél
in den Probenrdhrchen durchgefiuhrt. Hierbei ergab sich ein durchschnittlicher
Sporenanteil von 72,5 % (siehe Anhang 7). In den ersten drei Zeitintervallen konnten
jeweils noch 10 % der eingesetzten Sporen auskeimen. Nach vier Stunden waren es
sogar 16,67 % (siehe Abbildung 22). Im Vergleich der Wachstumshaufigkeiten der
Versuchsreihe mit 100 °C und der mit 121 °C ergaben sich signifikante Unterschiede
(p=<0,001, siehe Anhang 19).

Auch nach den 121 °C-Versuchen ragten manchmal Osenspitzen aus dem Medium

heraus, wodurch die betreffenden Réhrchen verworfen wurden (siehe Tabelle 12).
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Tabelle 12: 121 °C - gewachsene Proben in berlcksichtigten Réhrchen

121 °C C. perfr C. perfr C. sporo. C. sporo.
Verweildauer | 1. Versuch | 2. Versuch | 1. Versuch | 2. Versuch

S 10(10) 0(5) 2(10) 1(9)
VR 10(10) 0(6) 2(10) 0(5)
E 10(10) 0(7) 2(10) 1(10)
S 10(10) 0(8) 0(10) 1(6)
ELN | 10(10) i
I 10(10) 0(10)
10(10) 0(10)
O 10(10) 0(10)
L 10(10) i)
I 10(10) 0(10)

3.3.2.5 Versuche mit 134 °C

Die Temperatureinwirkung von 134 °C auf Clostridium perfringens wurde in einem
Versuch mit zehn Zeitintervallen durchgefihrt. Der durchschnittliche Sporenanteil betrug
60 % (siehe Anhang 6). Bei allen untersuchten Verweildauern konnte kein Keimwachstum
festgestellt werden (siehe Abbildung 23). Im Vergleich der Wachstumshaufigkeiten der
Versuche mit 134 °C und 121 °C ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (siehe
Anhang 15).
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Abbildung 23: Wachstum von C. perfringens und C. sporogenes nach 134 °C

Beim ersten 134 °C-Versuch mit C. sporogenes (durchschnittlicher Sporenanteil von
88,0 %, siehe Anhang 7) wurde 9 ml Rapsdl eingesetzt. AulRer im dritten Zeitintervall (1
von 10 Wiederholungen positiv) konnte kein Keimwachstum flr die untersuchten
Zeitintervalle festgestellt werden (siehe Abbildung 23). Die zweite Versuchsreihe wurde
aufgrund der Ergebnisse des ersten Versuchs ebenfalls in der untersuchten Verweildauer
(1 h bis 4 h anstelle bis 10 h) angepasst und mit 1 ml Rapsél durchgefihrt. Hierflr ergab
sich ein durchschnittlicher Sporenanteil von 64,5 % (siehe Anhang 7). Bei allen vier
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untersuchten Verweildauern konnte kein Keimwachstum festgestellt werden (siehe
Abbildung 23). Signifikante Unterschiede ergaben sich fir die beiden Versuchsreihen mit
134 °C nicht (siehe Anhang 20). Beim 2. Versuch ragten einige Osenspitzen aus dem
Medium heraus, wodurch die betreffenden Rohrchen verworfen wurden (siehe
Tabelle 13).

Tabelle 13: C. sporo. - 134 °C - gewachsene Proben in bericksichtigten Réhrchen
134 °C C. sporo.
Verweildauer

0(2)

0(3)

0(6)
0(3)
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3.4 Diskussion

3.4.1 Material

3.4.1.1 Anlagenscreening

Nahrbouillon | wurde zu Beginn der mikrobiologischen Untersuchungen als Zusatz fir die
Homogenisierung fester Proben und fur die Eluatherstellung im Stomacher eingesetzt, da
es das Wachstum von Mikroorganismen unterstutzt. LUND & WYATT (1984) erkannten
einen Zusammenhang zwischen der Konzentration von NaCl und dem Redoxpotential auf
das Auskeimen von Clostridien-Sporen. Auch TAYLOR et al. (2013) stellten in ihren
Versuchen fest, dass ein starkeres Keimwachstum von C. sporogenes bis zum einem
NaCl-Gehalt von 0,8 % im Nahrmedium zu verzeichnen ist. Daher wurde spater nur NaCl-
Lésung verwendet.

Die Verdunnungsreihen wurden erstellt, um die Interaktionen zwischen den anderen
Bakterien und den Clostridien auf den Nahrbdden zu reduzieren und den Clostridien somit
mehr Raum und Zeit zum Wachsen zu verschaffen.

Die alternative Thioglycolat-Lésung USP (OxolD DEUTSCHLAND GMBH, 2009) wurde flr
die Anzucht anaerober Mikroorganismen durch Senkung des Redoxpotentials im
Nahrmedium fir die Proben im Rahmen des Anlagenscreenings verwendet. Fir die
anderen Untersuchungen im Rahmen der Hygienisierungsversuche war DRCM Bouillon
(Differential Reinforced Clostridial Medium, Oxoid Deutschland GmbH, 2009) allein
ausreichend fur Anzucht sulfitreduzierender, sporenbildender Anaerobier. Zudem ergab
sich ein besserer Wachstumsnachweis durch eindeutige Schwarzfarbung (H2S-Bildung.
Die Thioglycolat-Lésung zeigte nur eine einfache Tribung. Das Probeneluat war bereits

trib, daher waren nach der Bebrutung kaum Veranderungen sichtbar.

3.4.1.2 Hygienisierungsversuche

Die fur die Hygienisierungsversuche genutzten Clostridienstdmme C. perfringens und
C. sporogenes wurden aufgrund ihrer starken Umweltresistenz (SETLOW, 2003; SETLOW,
2006; SCHNEIDER, 2007) und Pathogenitat (SCHAUMANN & RODLOFF, 2009; RODLOFF,
2012; KAYSER & BOTTGER, 2010; NAWROCKI, 2018; POULAIN & POPOFF, 2019) ausgewahlt.
C. sporogenes wurde zudem in mehreren Studien erfolgreich aufgrund der engen
Verwandtschaft zu C. botulinum (BYUN et al., 2011; OcloO et al., 1994; WELT et al., 1994;
GUAN et al., 2003; MCGLYNN et al., 2003; TAYLOR et al., 2013), und weil der Stamm kein

Botulinum-Neurotoxin produziert und seine Sporen eine hdhere Hitzetoleranz aufweisen
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(NAKAMURA et al., 1977; BULL et al., 2009; BROWN et al., 2012; DIAO et al., 2014; BUTLER
et al., 2017), als Surrogat eingesetzt.

Die UnregelmafRigkeiten im ersten Versuch mit C. sporogenes bei 70 °C, die ein deutlich
schlechteres Wachstum der Bakterien als in den beiden anderen Versuchen aufzeigten,
kénnen nicht auf die Nahrmedien fur die Anzucht zuriick gefiihrt werden, da die Anzucht
von C. perfringens mit den gleichen Chargen von Nahrmedien erfolgte und dort keine
UnregelmaBigkeiten auftraten. Eine Veranderung in der Methodik ist ebenso
auszuschlie®en. Auch geben die positiven Kontrollproben keinen Anhaltspunkt auf eine
schlechte Vitalitat der Bakterienstdmme in den betroffenen Chargen (siehe Anhang 10).
Zur Kontrolle der Vitalitdt der Bakterienmasse wurden pro Tag und Keim jeweils zwei
Kontrollproben ohne Temperatureinwirkung untersucht. In zwei Fallen kam es bei diesen
Kontrollproben zu keinem Wachstum nach 10 Tagen (siehe Anhang 10). In den
betreffenden Versuchen waren an den entsprechenden Versuchstagen die behandelten
Proben positiv im Keimwachstum, wodurch von einem intakten Bakterienstamm in den

betroffenen Chargen ausgegangen werden kann.

3.4.2 Methoden

3.4.2.1 Anlagenscreening

Das Untersuchungsgebiet fur das Anlagenscreening umfasste die drei Bundeslander
Niedersachsen, Schleswig-Holstein und Mecklenburg-Vorpommern, da in diesen
Bundeslandern oft Falle des viszeralen Botulismus in Zusammenhang mit steigender
Biogasanlagenzahl und vermehrter Garrestausbringung benannt sind (KRUGER, 2005;
BESTE, 2007; PUBANTZ, 2010; ANONYMOUS, 2012; BOHNEL & GESSLER, 2010; HELLWIG,
2010).

Far die Erhebung wurde ein vierseitiger Fragebogen in Anlehnung an den DBFZ-
Fragebogen (2009) erstellt (sieche Anhang 3). Es erfolgte kein gesonderter Pretest, da der
Fragebogen nur in einzelnen Bereichen angepasst wurde. Anschreiben (Anhang 1) und
Fragebogen (Anhang 2) wurden mit einem frankierten Riickumschlag versandt, um die
Rucklaufquote zu erhéhen.

Far die Probenahme wurden insgesamt 16 der 48 Anlagen, die einer Beprobung
zugestimmt hatten, ausgewahlt. Kosten und zeitlicher Aufwand fir Reisen und Beprobung
(Transportbedingungen und vor allem Transportzeiten fur die Proben) spielten dabei eine

wesentliche Rolle.
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Neun lIsolate aus allen untersuchten Anlagen konnten nach erfolgreicher Isolation nicht
mehr reaktiviert und weiter mittels MALDI-TOF-MS identifiziert werden. Dies lasst
Spekulationen Uber die Clostridienart zu. Es kénnte sich um Clostridium botulinum
gehandelt haben, welche teilweise extrem empfindlich gegenuber Sauerstoffeinfluss sind.
Gemal RODLOFF (2012) handelt es sich bei C. botulinum um strikte Anaerobier. Daher
kénnen die Verweilzeiten der zu isolierenden Bakterien aul3erhalb anaerober Verhaltnisse
wahrend der mikrobiologischen Aufbereitung in Betracht gezogen werden.

Die gewahlte Inkubationstemperatur von 37 °C ist fir das Wachstum der vegetativen
Zellen aller Gruppen von C. botulinum optimal (GRITzAI PARKINSON & ITO, 2002;
FRANCIOSA et al., 2003). Daher kénnen diesbeziglich keine negativen Auswirkungen auf
das Wachstum festgestellt werden.

Gemal WYNNE und FOSTER (1948) ist eine Inkubationszeit von maximal drei Tagen fur
eine betrachtliche Kolonieentwicklung fir samtliche Anaerobier erforderlich. In ihren
Untersuchungen konnten sie damit ein gutes Keimwachstum von C. botulinum-Kolonien
verzeichnen (WYNNE & FOSTER, 1948). Auch RODLOFF (2012) gibt fiir die Koloniebildung
von C. botulinum mindestens 48 h an. Daher kann auch bei der in den hier
durchgefiihrten Untersuchungen angewendeten Inkubationszeit von drei Tagen keine
Einschrankung fir die Wachstumsbedingungen von C. botulinum nachvollzogen werden.
Das Nahrmedium Leber-Bouillon wurde von Oxoid Deutschland GmbH (Code: CM0077B)
bezogen. Als Verwendungshinweis gibt OXolD DEUTSCHLAND GMBH ,zum Nachweis
saccharolytischer oder Verwesung hervorrufender mesophiler und thermophiler
Anaerobier’ an (OxolID DEUTSCHLAND GMBH, 2012). Folglich kénnte es sich bei den
abgestorbenen Isolaten um proteolytische C. Botulinum-Stamme der Gruppe 1 oder
Gruppe 4 (siehe Punkt 2.1.2.2) handeln.

Die vegetativen Zellen der unbekannten Clostridienarten der Gruppe 1 oder 4 sind dann
durch die Lagerung im Kihilschrank bei Temperaturen unter 10 °C im Wachstum blockiert
worden (KRAMER & PRANGE, 2017) und ggf. abgestorben ohne Sporen zu bilden.

Sechs Clostridien verdachtige Bakterienkolonien aus allen Proben der untersuchten
Vergarungsanlagen konnten nicht erfolgreich isoliert werden. Ursachlich dafir waren
anhaftende Kolonien anderer Bakterien, die auch nach wiederholter versuchter Trennung

nicht ablosbar waren.

3.4.2.2 Hygienisierungsversuche
Um die Sporenbildung anzuregen, wurde die Sauerstoffkonzentration in den
Anaerobiertopfen erhoht, indem diese am vorletzten Inkubationstag kurz gedffnet und

wieder luftdicht verschlossen wurden. Am letzten Inkubationstag wurden sie erneut fur die
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Entfernung der Anaerogen-Beutel gedffnet und anschlieRend nicht mehr Iluftdicht
verschlossen und bis zur Versuchsdurchflihrung bei Raumtemperatur gelagert. Durch die
stufenweise Erhéhung des Sauerstoffgehaltes wurden die vegetativen Zellen, die sonst
nur unter anaeroben Verhaltnissen wachsen, stetig mehr gestresst und viele von ihnen
zur Sporulation angeregt und nicht gleich abgetbtet. Dadurch ergab sich ein hoher,
durchschnittlicher Sporenanteil von 67,2 % fur C. perfringens bzw. von 81,8 % fur

C. sporogenes an allen Versuchstagen (siehe Anhang 6 und 7).

Die DRCM-Bouillon-Réhrchen wurden nach Abschluss der Temperatureinwirkung mit 1 ml
Paraffin Gberfullt, um eine anaerobe Atmosphare zu schaffen.

Die Probenrdhrchen, die mit 1 ml Rapsél gefillt waren, wurden nach Abschluss des
Versuchs zur Temperatureinwirkung mit 10 ml DRCM Bouillon aufgefillt, wobei das

aufsteigende Ol an die Stelle des Paraffins tritt und eine anaerobe Atmosphére erzeugt.

Der mdogliche Bakterienverlust bzw. mdglicherweise negative Einfluss durch
Sauerstoffkontakt durch die Uberfihrung der Impfésen aus 9 ml Ol in 10 ml DRCM konnte
durch die Methodenanpassung in der Reduzierung von 9 ml auf 1 ml Rapsoél
ausgeschlossen werden. Wobei aber die Versuchsreihen mit 9 ml Rapsoél keine
Unterschiede zu den Ergebnissen der 1 ml-Versuchsreihen aufwiesen. Folglich wurden

diese in der Ergebnisauswertung weiterhin berlcksichtigt.

Durch den Methodenwechsel in der Verwendung von 1 ml anstelle 9 ml Rapsdl in den
Probenréhrchen, kam es bei den Versuchsreihen ab 90 °C zum Verbiegen der Plastik-
Impfésen und 6fters auch zum Herausragen der Osenspitze mit Bakterienmasse aus dem
Medium. Dieses konnte aber immer erst beim Herausnehmen der Probenréhrchen aus
dem Olbad nach der jeweiligen Verweildauer festgestellt werden. Somit konnte nicht
sicher davon ausgegangen werden, dass sich die Bakterienmassen wahrend der
gesamten Temperatureinwirkzeit im Medium der Probenrdhrchen befanden. Die
Vergleichbarkeit mit den Ubrigen Proben war dadurch nicht mehr gewahrleistet. Daher
wurden die betreffenden Rohrchen bei den weiteren Untersuchungen und der

statistischen Auswertung nicht mehr berucksichtigt.

Da bei der 1. Versuchsreihe mit 70 °C bei C. perfringens kein Unterschied im
Keimwachstum im Zeitraum von 10 bis 12 Stunden zu verzeichnen und der Aufwand der
Versuchsdurchfihrung enorm war, wurde die zu betrachtende Versuchsdauer auf
10 Stunden reduziert.

58



In der 90 °C-Versuchsreihe mit C. perfringens verdeutlichte sich, dass im éligen Medium
eine schwachere Reduktion des Keimwachstums als im wassrigen Medium vorliegt (siehe
Abbildung 18). Laut MARGOSCH et al. (2004) und RAJU & SARKER (2005) beeinflusst die
Zusammensetzung des Mediums, in dem Sporen einer Warmezufuhr ausgesetzt werden,
die Hitzetoleranz der Sporen. Dies belegen auch Untersuchungen bezuglich pH-Wert (ITO
et al., 1978) und aw-Wert (MURREL & SCOTT, 1966; ALDERTON et al. 1980); je hOher der aw-
Wert eines Mediums ist, desto geringer ist die Hitzeresistenz der Sporen. Im 90 °C-
Versuch mit C. sporogenes konnte kein derartiger Unterschied zwischen den Medien

verzeichnet werden.

In den Versuchsreihen unter 100 °C wurden dlige (Rapsdl) und wassrige Medien (DRCM-
Bouillon) parallel eingesetzt, um den Einfluss dieser Medien auf die Bakterien vergleichen
zu konnen. Da das 6lige Medium bei Temperaturen tber und unter 100 °C eingesetzt
werden konnte, wurden auch vergleichbare Bedingungen zwischen allen untersuchten
Temperaturen geschaffen. Da wassrige Losungen bei Temperaturen udber 100°C

verdunsten, wurde ab dieser Temperatur ausschlielRlich Rapsol als Testmedium gewahit.

3.4.3 Untersuchungsergebnisse

3.4.3.1 Anlagenscreening

Bei der Befragung ergab sich zwar eine geringe Rucklaufquote von 19%, aber die
gelieferten Informationen waren hinreichend gut, um eine ausgewogene Auswahl der
Anlagentypen fur die nachfolgende Beprobung treffen zu kénnen.

In der Garrestprobe der ersten untersuchten Vergarungsanlage wurde neben mehreren
unbekannten Erregern auch ein Typ A-Stamm von C. perfringens mit einem
a-Toxinbildungsvermdgen von bis zu 64 Naglereinheiten (NE) pro ml Rohtoxin festgestellt
(RIPAC-Schreiben, 23.03.2012). In der Garrestprobe der Vergarungsanlage 2 und in der
Maissilageprobe der Anlage 4 wurde ebenfalls C. perfringens isoliert. Da es keine
gesonderten Toxinbestimmungen dazu gab, kann keine Aussage zur Toxizitat der
isolierten Stdmme in Vergarungsanlage 2 und 4 gemacht werden.

Auch in untersuchten Proben aus Inputsubstraten und Garresten von niedersachsischen
landwirtschaftlichen Biogasanlagen, in denen wunter anderem Rindergille oder
Schweinegiille eingesetzt wird, hat BREVES (2011) C. perfringens vom Typ A-Stamm mit
einem a-Toxinbildungsvermégen von bis zu 64 Naglereinheiten (NE) pro ml Rohtoxin mit
Unterstitzung der RIPAC-LABOR GmbH identifiziert. Stamme vom Typ A sind die
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Haupterreger der Clostridienmyositis (Gasbrand) (SCHAUMANN & RODLOFF, 2009;
RODLOFF, 2012).
Die untersuchten Isolate aus den Vergarungsanlagen konnten nicht immer vollumfanglich
von der RIPAC-LABOR GmbH identifiziert werden. Die unbekannten Erreger der ersten
Vergarungsanlage wurden nicht ndher untersucht und erhielten keine gesonderte RIPAC-
Bezeichnung. Daher kdénnen keine weiteren Rickschlisse auf deren Identitdt gezogen
werden. Die unbekannten lIsolate der Vergarungsanlagen 2 bis 16 wurden in den
Ergebnisberichten der RIPAC-LABOR GmbH zur MALDI-TOF-MS-Analyse mit ,neu in
SARAMIS* ausgewiesen (RIPAC-Ergebnisbericht, 04.09.2012). In der beigeflgten
Erlauterung gab die RIPAC-LABOR GmbH an: ,[...], dass dieses Muster des MALDI-TOF
Massenspektrums noch nicht in der SARAMIS Datenbank hinterlegt ist. Somit kénnen
ebenso die bekannten Spezies, welche ausreichend hinterlegt sind, ausgeschlossen
werden. Es konnten somit [...] eindeutige Subgruppen identifiziert werden, welche in
unserer SARAMIS Datenbank als unbekannt vorliegen. Diese entsprechen nach den
derzeitigen Erkenntnissen [...] unterschiedlichen Spezies. Laut Farbung nach Gram,
Katalasetest und aerober Kontrolle handelt es sich vermutlich um Clostridien.“ (RIPAC-
Ergebnisbericht, 04.09.2012). Nach erfolgter Sequenzierung durch die RIPAC-LABOR
GmbH verbleiben die nachfolgend aufgeflhrten Isolate als unbekannte neue Spezies
(RIPAC-Ergebnisbericht, 05.03.2013 und 09.04.2013):

o D11-0088-1-1-16 (99,9% Clostridium, Isolat wurde sequenziert)

e D12-1005-78-1-1 (99,9% Clostridium, Isolat wurde sequenziert)

o D12-1413-1-1-3 (99,9% Clostridium, Isolat wurde sequenziert)

e D13-0204-31-1-1 (99,9% Clostridium, Isolat wurde sequenziert)

e D13-0204-45-1-1 (99,9% Clostridium, Isolat wurde sequenziert)

e D13-0204-100-1-1 (99,9% Clostridium, Isolat wurde sequenziert)

Isolat D11-0088-1-1-16 konnte spater als Clostridium tepidum identifiziert werden
(DOBRITSA et al., 2017, KOHLER, 2018). C. tepidum wird laut TRBA 466 (2019) noch in
Risikogruppe 1 eingestuft, aber die DSMZ (2019g) gibt im zugehdrigen Datenblatt bereits
Risikogruppe 2 an. Daher ist eine Pathogenitat bei diesem Keim nicht mehr
auszuschlieRen.

Clostridium tertium wurde auflerdem in der ersten untersuchten Vergarungsanlage in der
Maissilage identifiziert. Es wird von der DSMZ nach TRBA 466 (2019) in Risikogruppe 2
mit Hinweis ,ht* (pathogen fir Menschen und Wirbeltiere, aber i.d.R. keine Ubertragung
zwischen diesen Wirtsgruppen) eingestuft (DSMZ, 2019a).
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C. xylanolyticum wurde in zwei der untersuchten Vergarungsanlagen aus Maissilage und
flissigem Garrest isoliert. Es erscheint nicht in der Darstellung zur phylogenetischen
Verwandtschaft der pathogenen Clostridien nach LYRAS & RooD (2006). Ebenso gibt die
DSMZ keine Hinweise auf Restriktionen im Umgang mit diesem Keim (DSMZ, 2019b;
TRBA 466, 2019). Folglich kann C. xylanolytikum als nicht pathogen und somit irrelevant
fur die Betrachtungen im Rahmen dieser Dissertation angesehen werden.

Clostridium baratii wurde in einer Garrestprobe einer NaWaRo-Vergarungsanlage isoliert.
Die DSMZ stuft C. baratii anhand der TRBA 466 (2019) in Risikogruppe 2 mit dem
besonderen Hinweis ,Z“ ein, da es sich hierbei um einen Zoonoseerreger handelt (DSMZ,
2019c). Laut POULAIN & POPOFF (2019) produziert C. baratii das Botulinum-Neurotoxin
Typ F7. Zoonosen umfassen samtliche Krankheiten und/oder samtliche Infektionen, mit
denen sich Tiere und Menschen naturlicherweise (in)direkt gegenseitig anstecken kénnen
(TRBA 466, 2019).

Clostridium cochlearium konnte in finf mesophil betriebenen Vergarungsanlagen in
Rinderfestmist, mehrfach in Kleegrassilage, im Fermenter und im flissigen Garrest isoliert
werden. C. cochlearium wurde laut TRBA 466 (2019): “[...] [in] Einzelfallen als
Krankheitserreger nachgewiesen oder vermutet, Uberwiegend bei erheblich
abwehrgeminderten Menschen|...]*. Es besteht eine nahe Verwandtschaft zu Clostrdium
tetani (NAKAMURA, 1979).

Die isolierten Clostridium glycolicum- Stamme in Vergarungsanlage 3, 4 und 6 bis 10
wurden vermehrt in Fermenterproben, aber auch im In- und vereinzelt im Output isoliert.
In Vergarungsanlage 4 wurde C. glycolicum sogar im Probenmaterial des thermophil
betriebenen Fermenters identifziert. Von GERRITSEN et al. (2014) wurde dieser
Clostridienstamm ein Jahr nach Abschluss der Untersuchungen zum Terrisporobacter
glycolicus in der Familie der Peptostreptococcaceae reklassifiziert. Dieser wird aber
weiterhin von der DSMZ (2019d) in Risikogruppe 2 nach TRBA 466 (2019) eingestuft. Da
es sich nun nicht mehr um einen pathogenen Clostridienstamm handelt, wird dieser im
Rahmen dieser Dissertation nicht weiter betrachtet.

Clostridium tyrobutyricum wurde im Input von Vergarungsanlage 3 (Zuckerriibenmus) und
13 (Schweinegllle) identifiziert. Gemal DSMZ (2019e) ist C. tyrobutyricum nicht als
pathogen eingestuft. Daher wird der Keim im Rahmen dieser Dissertation nicht weiter
betrachtet.

Clostridium aminovalericum wurde in drei Vergarungsanlagen (3, 5, 6) im Input
(Zuckerruibenmus, Kleegrassilage) und im Fermenter gefunden. Im Zuge der
Literaturrecherche konnte ermittelt werden, dass nach ein paar Jahren nach Abschluss

der Untersuchungen Clostridium aminovalericum durch DNS-Analysen von UEKI et al.
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(2016) der Familie der Anaerocolumnaae zugeschrieben werden konnte und folglich in
Anaerocolumna aminovalerica umbenannt wurde. Da es sich nun um keinen Keim der
Familie Clostridiaceae handelt, wird dieser in der vorliegenden Dissertation nicht weiter
betrachtet.

Clostridium cadaveris wurde in zwei mesophil betriebenen Vergarungsanlagen (3, 6) im
Fermenter und im Garrest entdeckt. Die DSMZ (2019f) stuft den Keim in Risikogruppe 2
nach TRBA 466 (2019) ein. C. cadaveris kommt gewdhnlich im Gastrointestinaltrakt von
Menschen und anderen Saugetieren vor und kann trotzdem Infektionen, wie zum Beispiel
Bakteriamie (Bakterien im Blut des Patienten; PFAFF, 2016), hervorrufen (WILLIS, 1977).
Diese Clostridien Spezies produziert kein Toxin und gehdrt zu den Mikroben, die
verantwortlich fur die Gasproduktion wahrend der menschlichen Verwesung sind (KLEIN,
1899).

Clostridium sordellii wurde lediglich in einer Inputprobe (Mais-Hirse-Silage) der fiinften
Vergarungsanlage identifiziert. Clostridium bifermentans und Clostridium sordellii sind laut
NISIDA et al. (1964) und BROOKS et al. (1969) phylogenetisch eng miteinander verwandt.
Jedoch zeigen jungste phylogenetische Analysen, dass die 16S-rRNA-Gensequenz der
Typen-Stamme von C. bifermentans, C. ghonii und C. sordellii aulerhalb der Gruppe | der
Gattung Clostridium im engeren Sinne gruppiert werden muissen (SASI JYOTHSNA et al.,
2016). Darliber hinaus betragt der ANI-Wert (MaR fiir genetische Ahnlichkeit auf
Nucleotid-Ebene zwischen den kodierenden Regionen zweier Genome) zwischen
C. bifermentans ATCC 638T und C. sordellii ATCC 9714T lediglich 82.6 %, welcher die
Schaffung neuer Gattungen unterstitzt (SASI JYOTHSNA et al.,, 2016). 2016 wurde
Clostridium sordellii von SASI JYOTHSNA et al. aufgrund der weiterfuhrenden
phylogenetischen, biochemischen und chemotaxonomischen Analysen schlieRlich der
Gattung Paeniclostridiae (lat. paene = fast) zugeordnet und in Paeniclostridium sordellii
umbenannt. Nach TRBA 466 (2019) wird Paeniclostridium sordelli weiterhin in
Risikogruppe 2 mit Hinweis ,ht* (pathogen fir Menschen und Wirbeltiere, aber i.d.R. keine
Ubertragung zwischen diesen Wirtsgruppen) eingestuft.

Clostridium bifermentans wurde in den Vergarungsanlagen 6 bis 9, sowie in 12, 14 und 16
vorrangig in Fermenterproben, aber auch in Inputsubstraten (Maissilage und Rindergdlle)
sowie in flissigen Garresten identifiziert. Bei der zwodlften Vergarungsanlage handelt es
sich um eine Vergarungsanlage fur organische Abfélle, die mesophil mit einer
Hygienisierungseinheit (5 Behalter; 75 °C fir 1h) betrieben wird. Es werden
hauptsachlich Flotate (70 %), Magen- und Darminhalte aus Schlachtbetrieben sowie
Uberalterte Lebensmittel (Material der Kategorie 3) vergoren. Clostridium bifermentans

wurde hier in den Fermentern 2 und 3 sowie im Garrest nachgewiesen. Wie vorhergehend
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ausgefuhrt, wurde auch Clostridium bifermentans aufgrund phylogenetischer,
biochemischer und chemotaxonomischer Kriterien der neuen Gattung Paraclostridiae
(para (griech.) = neben) zugeordnet und in Paraclostridium bifermentans umbenannt (SASI
JYOTHSNA et al., 2016). Obwohl der Typen-Stamm von Clostridium bifermentans ATCC
638T als nicht pathogen eingestuft ist, gibt es viele Forscher, die den Keim als pathogen
einstufen (WONG et al., 2014). Auch KUTSUNA et el. (2018) konnten mit ihren Ergebnissen
zeigen, dass Paraclostridium bifermentans eine akute Verschlechterung einer Kolitis
hervorrufen kann. Nach TRBA 466 (2019) wird Paraclostridium bifermentans weiterhin in
Risikogruppe 2 mit Hinweis ,ht* (pathogen fur Menschen und Wirbeltiere, aber i.d.R. keine
Ubertragung zwischen diesen Wirtsgruppen) eingestuft.

Clostridium paraputrificum wurde lediglich in der unhygienisierten Probe aus dem
Vorgarer der 12. Vergarungsanlage identifiziert. Nach TRBA 466 (2019) wird der Keim der
Risikogruppe 2 zugeschrieben.

Clostridium limosum wurde in der Fermenterprobe der 15. Vergarungsanlage (Bioabfall
und Material Kategorie 3) bestimmt. LAWSON und RAINEY (2016) haben aufgrund
16S rRNA Genanalysen C. limosum der neuen Gattung Hathewayae (Namensauswahl
zur Ehrung des amerikanischen Mikrobiologen Charles L. Hatheway fiir seine Forschung
an pathogenen Clostridien) zuordnen konnen. Nach TRBA 466 (2019) wird auch
Hathewaya limosa in Risikogrupope 2 mit Hinweis ,ht* (pathogen fir Menschen und
Wirbeltiere, aber i.d.R. keine Ubertragung zwischen diesen Wirtsgruppen) eingestuft.
Clostridium sporogenes wurde sehr haufig in den Proben fast aller untersuchten
Vergarungsanlagen identifiziert. Dies bestatigt das ubiquitdre Vorkommen nach
NAKAMURA (1977). Nach TRBA 466 (2019) wird der Keim der Risikogruppe 2 zugeordnet.
Erfolgreiche horizontale Botulinum-Neurotoxin-Gentransfers zwischen den Stammen von
Gruppe 1 von C. botulinum und C. sporogenes unterstreichen ihre nahe genetische
Verwandtschaft (NAWROCKI ET AL., 2018). Hierdurch ergabe sich im Falle von
Anwesenheit von C. botulinum ein mdglicher Ubergang des Botulinum-Neurotoxin-Gens
mittels Plasmid auf Clostridium sporogenes (NAWROCKI ET AL., 2018), welcher im
Nachgang auch zur Bildung von Toxin befahigt ist. Dies ist, im Hinblick auf die in den hier
durchgefuhrten Untersuchungen sehr haufig bestimmten Clostridium sporogenes-Isolate,
besorgniserregend.

Alle befragten Anlagenbetreiber gaben in den ausgewerteten Fragebdgen an, dass es
keine Probleme mit pathogenen Clostridien in deren Anlagen gébe. Jedoch zeigen die
Untersuchungen, dass viele Clostridienarten mit pathogenem Hintergrund in den

Anlagenproben (Input, Fermenter und Output) gefunden wurden.
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3.4.3.2 Hygienisierungsversuche

Die 70 °C Versuche zeigten keinen negativen Einfluss auf das Auskeimen der Sporen von
C. perfringens. Hier wurde immer 100 % Keimwachstum verzeichnet. In diversen
Publikationen werden die vegetativen Zellen bei 75 °C nach 20 Minuten abgetdtet, um
allein die Sporen fir die weiteren Untersuchungen betrachten zu kdénnen (WEISS &
STRONG, 1967; ANDO et al., 1985; PAREDES-SABJA et al., 2008). Die vorgeschriebene
Pasteurisierung bei 70 °C fur eine Stunde (TIERNEBV, 2018) reicht folglich nicht fur die
Inaktivierung der Sporen von C. perfringens aus. Beim Herausnehmen der
Probenréhrchen aus dem Olbad konnte festgestellt werden, dass die Impfésen-Schlaufen
mit der Bakterienmasse nicht in allen Probenrohrchen im Medium verblieben waren, weil
sich die Plastik-Impfésen infolge der Temperatureinwirkung verbogen hatten (siehe
Tabelle 8-13). Es wurden nicht alle Probenréhrchen bei der statistischen Analyse
berlcksichtigt.

Bei den 90 °C-Versuchen konnten flir C. perfringens Unterschiede in der Auskeimung in
den verschiedenen Medien festgestellt werden, wobei im dligen Medium eine schwachere
Reduktion des Keimwachstums als im wassrigen Medium vorlag. ANDO et al. (1985)
verzeichneten fur C. perfringens erst ab 95 °C ein Absterben der Sporen, wobei diese
aber zuvor hitzeaktiviert (75 °C flr 20 Minuten) wurden. Erst in den 100 °C-Versuchen
sprachen die Sporen des untersuchten C. perfringens-Stamms auf die
Temperatureinwirkung mit einer deutlich reduzierten Auskeimung an. WEISS & STRONG
(1967) gaben an, dass Sporen von C. perfringens bereits unterhalb einer Stunde bei
100 °C abgetottet werden. Diese Aussage konnte mit den im Rahmen dieser Dissertation
durchgeflihrten Untersuchungen nicht bestatigt werden. Aus den Versuchen von WANG et
al. (2012), bei denen die Sporen in einem wassrigen Medium hitzebehandelt wurden, geht
hervor, dass nach einer Behandlung von 100 °C fir 10 bis 20 Minuten 97 bis 99 % der
Sporen, mit einer Behandlung von 100 °C fir 30 Minuten Uber 99 % der Sporen inaktiviert
werden. Die im Rahmen dieser Dissertation durchgefihrten Versuche bei 100 °C haben
aufgrund der zu erwartenden erheblichen Verdampfungen des flissigen Mediums bei
langen Verweilzeiten in einem odligen Medium stattgefunden. Auch schon bei den 90 °C-
Versuchen ist aufgefallen, dass die Sporen von C. perfringens im o6ligen Medium
resistenter gegenuber der Temperatureinwirkung als im wassrigen Medium waren.
Daraus kann gefolgert werden, dass die Anwesenheit von Lipiden im umgebenden
Medium einen positiven Effekt auf die Hitzeresistenz der Sporen von C. perfringens haben
kann. Eine Temperatur von 100 °C ist besser geeignet, das Keimwachstum von
Clostridium perfringens bei langeren Verweildauern zu reduzieren. Eine ganzliche

Verhinderung des Auskeimens ist aber auch nicht mit 100 °C nach 10 Stunden mdglich.
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SchlieRlich konnte nach einer Stunde bei 121 °C das Ausbleiben der Auskeimung
festgestellt werden. Auch die Versuche mit 134 °C zeigten die Inaktivierung der Sporen
von C. perfringens deutlich. Generell werden diese Temperaturbereiche unter
zusatzlichem Einfluss von Druck und Wasserdampf zur Desinfektion angewendet, die
sogenannte Drucksterilisation (133 °C, 2 bar, 20 min, Kantenldnge max. 50 mm)
(V 142/2011/EG, V 1069/2009/EG).

Auch die Sporen von C. sporogenes zeigten uber 10 Stunden keine negative Einwirkung
bei den Versuchen mit 70 °C und keimten in 100 % der Proben aus. Auch dieser Keim
kann mittels Pasteurisierung (70 °C fir 1 h) nach TierNebV (2018) nicht inaktiviert
werden. Die 90 °C-Versuche zeigten ebenfalls deutlich, dass die Sporen von
C. sporogenes nicht negativ beeinflusst werden und anschlieRend zu 100 % auskeimten.
Hierbei ergaben sich Uberhaupt keine Unterschiede zwischen dem wassrigen und oligen
Medium. Die 100 °C-Versuche zeigten auf die Sporen von C. sporogenes ebenfalls
keinen negativen Effekt, da auch hiernach 100 % der Proben nach 10 Stunden
Einwirkdauer auskeimten. Erst Temperaturen von 121 °C zeigten nach drei bis vier
Stunden und Temperaturen von 134 °C zeigten bereits nach einer Stunde kein
Keimwachstum mehr. DIAO et al. (2014) konnten in ihren Versuchen mit C. sporogenes
ebenfalls feststellen, dass die Sporen einer Klade von C. sporogenes, die besonders
hitzeresistent ist, Temperaturen zwischen 117 °C und 121 °C uberleben kénnen, wobei
die einer anderen Klade, die hitzesensitiver ist, bereits nach finf Minuten bei 105 °C

absterben.

Die Hitzeaktivierung von Sporen (70 °C fur 20 min bzw. 75 °C fur 20min) wird in diversen
Publikationen behandelt (Keynan et al., 1964; WEISS & STRONG, 1967; GIBBS und
HIRSCH, 1956; ANDO et al., 1985, WANG et al., 2011) und ist ein etabliertes Vorgehen zur
Anregung der Auskeimung von Sporen (DE JONG et al., 2004; SCHNEIDER, 2007; DIAO et
al. 2014; PAREDES-SABJA et al., 2008; WANG et al., 2012). Auch wenn die hier
vorliegenden Untersuchungen ohne vorhergehende Hitzeaktivierung der Sporen
durchgefuhrt wurden, spiegeln die Ergebnisse wider, dass die vorgeschriebene
Pasteurisierung nicht ausreichend fir eine Inaktivierung der Sporen von C. perfringens
und C. sporogenes ist. Vielmehr werden die Sporen durch die Pasteurisierung zur
Auskeimung angeregt. Zudem bedingt bei JUNEJA et al. (2003) und WANG et al. (2011)
eine Hitzebehandlung von C. perfringens und C. sporogenes (BUTLER et al., 2017) eine

signifikant héhere Hitzeresistenz der Sporen bei 100 °C.
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4 Schlussfolgerungen

Das Anlagenscreening der untersuchten Vergarungsanlagen zeigte auf, dass unabhangig
von der Betriebsart und —temperatur pathogene Clostridien, wie C. sporogenes,
C. perfringens, C. cadaveris, C. tertium, C. baratii, C. cochlearium, C. tepidum und
C. paraputrificum, sowohl in Input-, Fermenter- als auch in Garrestproben identifiziert
werden konnten. Aber es wurden auch apathogene Clostridien, wie C. xylanolytikum und
C. tyrobutyricum isoliert und finf unbekannte neue Spezies, deren Pathogenitat unklar ist.
Aus allen Proben der untersuchten Vergarungsanlagen konnten sechs clostridien-
verdachtige Bakterienkolonien nicht erfolgreich isoliert werden. Neun Isolate aus allen
untersuchten Anlagen konnten nach erfolgreicher Isolation nicht mehr reaktiviert und
weiter mittels MALDI-TOF-MS identifiziert werden. Darlber hinaus wurden einige der als
pathogen eingestuften isolierten Clostridienstamme von Forschern spater anderen
Familien und Gattungen zugeordnet, wodurch C. glycolicum (Terrisporobacter glycolicus),
C. aminovalericum (Anaerocolumna aminovalerica), C. sordellii (Paeniclostridium
sordellij), C. bifermentans (Paraclostridium bifermentans) und C. limosum (Hathewaya
limosa) nicht mehr relevant fur die Betrachtungen im Rahmen dieser Dissertation sind.
Clostridium botulinum wurde nicht unter den Isolaten bestimmt. Hingegen wurde sein sehr
naher Verwandter Clostridium sporogenes in fast allen untersuchten Vergarungsanlagen
identifiziert.

Obwohl mit der Clusteranalyse keine Ruckschlisse auf Verwandtschaften der isolierten
Clostridienspezies getroffen werden koénnen, ist der Nachweis der Keime in fast allen
Stufen der untersuchten Vergarungsanlagen ein Indiz dafir, dass die pathogenen
Clostridien den gesamten Vergarungsprozess durchlaufen und bei der nachfolgenden
Garrestausbringung verschleppt werden kénnen.

Die Hygienisierungsversuche haben gezeigt, dass der verwendete Stamm von
C. sporogenes viel resistenter gegentber hohen Temperaturen als der ebenfalls
untersuchte Stamm von C. perfringens ist. Die Sporen beider pathogenen Clostridien-
Stamme Uberleben die standardmalige Hygienisierungstemperatur von 70 °C Uber
mindestens zehn Stunden. Somit garantiert die bislang vorgeschriebene Pasteurisierung
von organischem Abfall in Biogasanlagen auf 70 °C uUber eine Stunde nicht die
vollstdndige Hygienisierung des Input-Materials und kann sogar zur Hitzeaktivierung der
Sporen fuhren. Diese Hitzeaktivierung kann ein vermehrtes Wachstum pathogener
Clostridien wahrend des Fermentationsprozesses beglnstigen. Eine Positionierung der
Pasteurisierungseinheit im Nachgang des Fermentationsprozesses ware denkbar, aber

aufgrund der hohen Durchsatzmengen unwirtschaftlich. Zudem garantiert die
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nachgeordnete Pasteurisierung weiterhin nicht die Inaktivierung der Sporen der
pathogenen Clostridien.

Die Hygienisierungsversuche haben zudem gezeigt, dass durchschnittlich 32,5 % der mit
C. perfringens-Sporen beflliten Proben und 96,7 % der mit C. sporogenes-Sporen
befullten Proben Erhitzen auf 100 °C Uber zehn Stunden Uberleben. Nach einer Stunde
bei 121 °C unter normalem atmospharischem Druck konnte bei den Sporen von
C. perfringens kein Keimwachstum mehr registriert werden, wahrend die Sporen von
C. sporogenes erst nach drei Stunden bei 134°C unter normalem atmospharischem Druck
nicht mehr auskeimten. Standardisierte Hygienisierungssysteme flr diese hohen
Temperaturbereiche arbeiten zusatzlich mit hohen Dricken und Wasserdampf zur
Effektivitatssteigerung. Deren Anwendung ist fur Hoch-Risiko-Material (TIERNEBV 2018)
bereits vorgeschrieben und ware auch fur organische Abfdlle nach BIOABFV und
TIERNEBV denkbar.

Um wirksam Sporen pathogener Clostridien zu inaktivieren, missen die gesetzlichen
Vorgaben fir die Hygienisierung beziglich Sporen lberdacht werden. Hierbei sollten
Indikatorkeime, wie C. perfringens, C. sporogenes und C. botulinum, herangezogen
werden, um Inputmaterialien flir Biogasanlagen bewerten und daraus die erforderliche
Hygienisierungsmalnahme ableiten zu kénnen.

Es sollten zusatzlich Grenzwerte flir das Vorhandensein von pathogenen Clostridien sp.
im Garrest festgelegt werden, wenn dieser auf Flachen zur Futtergewinnung ausgebracht
werden soll. Zusatzlich musste die Anwendung von nicht untersuchten oder Grenzwert
Uberschreitenden Garresten auf Flachen zur Futtergewinnung (Grinfutter/Silage/Heu)
verboten werden. Es sind weitere Untersuchungen notwendig, um die offenen Fragen
(H6he der anzusetzenden Grenzwerte, die Auswahl der Indikatorkeime und die
Kontrollverfahren) zu klaren. Das Thema Garrest(aus)wirkung wird aufgrund der Anzahl
und Dichte von Biogasanlagen und der verwendeten Inputmaterialien aktuell bleiben und

bedarf weiterer Forschung.
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7 Anhang

Anhang 1 Fragebogen — Anschreiben

Universitat .
SCHAFTLICHE
RO StOC k Traditio et Innovatio FAKULTAT
Unkearsbst Riciteck | AUF | Al¥El- usd SEaffabrondtschaft M. Sc. Beatrix Lidecke

LEISS Reteck, Jou-ven-Liskig-Wag &

Professur fur Abfal- und
Stofistromwirtschaft

S Jushuz-von-Liehi ]
D- 13059 R

Fon  -AB(0381  498-341
Fm ~9381  496-3402

Mai  bestiz uesdecie@uni-rosiock.de
Rostock, 24.01.2012

Befragung

Sehr geehrie Anlagenbetreiber,

im Rahmen meiner Doktorarbeit an der Professur for Abfall- und Stoffstromwirtschaft der Agrar- und
Unmwelbwissenschaftlichen Fakultdt der Universitit Rostock flhre ich Stoffistromanalysen verschiedener
Biogasanlagen und Abfallvergarungsaniagen durch und untersuche die substratabhangige mikrobielle
Zusammensetzung in den Fermentem.

Um die méglichen Substratkombinationen und Gamestverwertungen zu emifteln, fihre ich eine
Befragung von Betreibem von Biogasanlagen und Abfallvergarungsanlagen durch.

Anhand lhrer Antworten kann ich Stoffstrdme von Substraten, die in Biogasanlagen eingebracht werden,
und von Garmesten ermitteln.

Durch die mikrobiclogische Analyse der Inputsubfrate, der Fermenterinhalte und der Garreste kdnnen
eventuelle Zusammenhdnge der mikrobiellen Zusammensetzung aufgrund der unterschiedlichen
Substrateinsatze abgeleitet werden. Daher wiirde ich mich auch Gber die Maglichkeit freuen, Proben von
lhren Inputsubsiraten, aus lhrem Fermentern und Garmestlagem entnehmen und analysieren zu difen.
Dazu werde ich Sie gesondert kontaktieren. lhnen entstehen keine Kosten! Die Ergebnisse lhrer Proben
stelle ich Ihnen natirlich gemn zur Verfligung.

Ihre Angaben werden vertraulich behandelt und nicht an Dritte weitergegeben. Die Ergebnisse
der Befragung und der mikrobiclogizchen Analytik werden anonymisiert und verallgemeinert in
meine Dizsertation eingebunden.

Bitte senden Sie den vollstdndig ausgefiillien Fragebogen im beigefiigten kostenfreien Rickumschlag
biz spétestens 06, Februar 2012 zurlck.

Sofern Sie Fragen oder Anregungen haben, stehe ich |hnen unter der chen aufgefihrien
Telefonnummer oder Emailadresse gem zur Verfligung.

Wielen Dank fir [hre Unterstitzung!

Mit freundlichen Grilen

Beatrix Lidecke
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Anhang 2 Fragebogen

. TP H‘H\ AGRAR- UND
Unlvemltat T I UMWELTWISSEN-
ol - . SCHAFTLICHE
RO StDC k Traditio et Innovatio FAKULTAT
Betreiber/Standort:  Biogenes Zentrum Peine GmbH Datum:
Ackerkipfe 19
31249 Hohenhameln-Mehrum
Anlage
Branche | [JLandwirtschaft [ Abfallwirts chaft [industrie
Jahr der Inbetriebnahme:
Fldche aller am Betrieb der Anlage davon: Ackerand: ha
beteiligien Betriebe: ha Grinland: ha
Anbauflache zur Biogasproduktion? dawvomn: Ackerand: ha
ha Grinland: ha

Erfolgte nach Bau der Biogasanlage eine
Mutzungsanderung im Grunland?

Cnein [ ja, welche:

AnlagenflieBhild:

Anlagentechnik

1. | Verfahren [IMassvergdrung [ Feststoff-Trackenvergdrung
(Osonstiges:

2. | Anzahl der Fermenter Fermentervolumen (chne Garrestlager):

3. | Aufenthaltszeitthydraulische Verweildauer der Subsirate (ohne Gamestlager) |

4. | Reaktorsystem [ stehend [ liegend

5. | Prozessstufenanzahl

6. | Betriebstemperatur [*C]

7. | Raumbelastung [ kg oTSim™d)]

8. | Biogasproduktion [m"u"Tag]

9. | Rihrtechnik [ zentral [J Paddelriihrwerk [ Propellemihrserk
[ schragriihrer

10. | Entschwefalung [ biclogisch ] chemisch
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UMWELTWISSEN-
SCHAFTLICHE
FAKULTAT

Einbringtechnik

11.| Vorager Yolumen: m? | Abdeckung: [ ja O Ausrichtung nach Shden
Oberfldche: m* [ nein
12_ | Hygienisierung ja wenn ja, welche:
L nein
13_| Einbringtechnik [ Schnecke [ Kratzboden [ sonstiges:
14| Einbringintervalle: | Anzahl: Menge: [kg/lintervall]
15. | Rezirkulat: Menge: [Jaus Hauptfermenter [ aus Machgérer
Siliertechnik

Emntetechnik
16| Hacksler (Hacksellange, etc) |
17| Silierzusat= | Produkt Dosierart:
Silierkette
18| Verdichiung: | Fahrzeuggewicht: [t
19_| Ernte und Silierzeitraum (Beginn bis Abdeckung) |

Silo
20| Artdes Siles | [ Fahrsilo [ silchaufen [ sonstiges:
21| Abmessungen des Silos | Breite: m Hohe: m Lange: m
22| Abdeckung ||:| nein [ Folie []Zwischenfolie []Voogelschutz []Sonstiges:
23| Entnahmetechnik ] Frise [JRadlader [Jscnstiges:
24| Anschnitt Vorschub: [miTag]
25| Anschnitt Aussehen | [ locker [] fest
26| Offnungsdatum (Zeitraum nach Abdeckung) |

Siloskizze:
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Garrestlager (nicht beheizt)

27. | Volumen: m* | [Joffen [ abgedeckt [] Ausrichtung nach Siden
Oberflache: m* | O gasdicht abgedeckt
28. | Nutzen Sie eine Gamestautbersitung? | []ja wenn ja, welche:
[ nein
28| Verwertung der Gérreste | [] im eigenen Betrieb: ha, davon Grinland: ha

I:l EXIEI:

[ in Zulieferbetrieben der Inputsubstrate (Anzahl: )

ha, davon Grinland: ha
durchschnittliche Transporentfernung: km
[]in anderen Betrieben {&nzahl: I
ha, davon Grinland: ha
durchschnittliche Transporentfernung: km

Biogasqualitat

30| Methan: [Viol.-%%]
31| Kohlendioxid: [Viol. %]
32| Sauverstoff: [Vol.-%]
33| Schwefelwasserstoff: [ppm]
Gasverwertung
34| Abgashbehandlumg ||:| nein  [] Oxidationskatalysator [ therm. Machverbrennung
35| Entschwefelung! Gasreinigung [ Luftsinblasung Obial. Wascher CJaktivkahle
[CJEisenzudosierung [Jandere
36| BHKW: Anzahl der Aggregate: Grote: [KW ]
(] Ziindstrahl O Gas
37| Auslastung [h/dahr]
3B.| eingezpeister Strom [KWhiJahr]
Probleme

38.

Was verursachte

(] Eintragstechnik [ JRGhrtechnik

O schwimmsachicht

CIBHKW

im vergangenen O schaum [ Ubersduerung [ Komosion O
Jahr Ausfallzeiten? Tage/Jahr
40| Wurden in [hren
Inputsubsiraten, Ornein j= welche:
Fermenterinhalten [[nein  [ja welche:
oder Garresten Ornein ja welche:

Keimbelastungen
festgestellt?

magliche Ursache:
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Substrateinsatz

Eigenproduktion / Anbau

Zukauf { von extem

mittlere

Antei
[~

Menge
[tTag]

Menge
[EJahr]

Ant=i
(G- %

Menge

[tTag] | [fJahr

Herlun(t

Transport-
entfernung
[krn]

Rindergille

Schwenegille

Festmist
won

Hihnertrockenkot

Maissilage

Grassilage

Kleegrassilage

Gras, frisch:

Getreidekomn

GPS (Hauptucht)

Zwischenfrucht:

Bioabfal

Material der
Kategorie 3

weiteres Substrat

weiteres Substrat

weiteres Subsirat

Prozesshifssioff

Wurde der Gilleensatz seit 2009 (Golle-Bonus)

werandert?

[ ] n=in

ja, mehr Gille
nein, weniger Gille

% Veranderung (ggi. 2003)
% Veranderung {gga. 2008)

Sind Sie mit einer Probenahme aus lhren Inputsubsiraten,

Gamesten einverstanden?

Fermenterinhalien und

Olia [ nein

Vielen Dank fiir lhre Unterstitzung!
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Anhang 3 DBFZ-Fragebogen

Deutsches BiomasseForschungsZentrum DBFZ

German Biomass Research Centre

DBFZ * Torgauer Strafe 116 « D-04347 Leipzig Deutsches
BiomasseForschungsZentrum

gemeinnutzige GmbH

Torgauer Strafe 116

D-04347 Leipzig

Tel.: +49 341 2434 - 112

Fax: +48 341 2434 - 133

info@dbfz.de

www.dbfz.de

Bearbeiter: Nadja Rensberg
Tel.: +49 341 2434 - 459
biogas@dbfz.de

Status [ in Betrieb OinPlanung [Jin Bau [ z.Zt. auRer Betrieb [ stillgelegt
Branche O Landwirtschaft O Abfaltwirtschaft O Industrie O Kl#ranlagen
Jahr der Inbetriebnahme Anlagenerweiterungen:
Genehmigung O Baurecht O BImSchG O UVP-Gesetz  [] Abfallrecht
Privilegiert gebaut (§ 35 BauGB) [[dja O nein

[ Grundvergiitung NawaRo-Bonus: [ 2004 [] 2009
Wie ist lhre Anlage nach EEG [ Gulle-Bonus KWK-Bonus: [ 2004 [1 2009
eingestuft? [ Emissions-Bonus Innovationsbonus:  [] 2004 [1 2008

[ Landschaftspflege-Bonus

Installierte elektrische Leistung KW |eingespeiste Strommenge: kKWhg fJahr
Produzierte Strommenge (inkl. Eigenstrombedarf) | kwWh/Jahr

Betriebsstunden h/Jahr | Volllaststunden: h fJahr
e i doOrmirngy (DI Cioveosary T Dsseran
{Mehrfachnennung méglich) [ Mikrogasturbine [ Mikrogasleitung [ sonstige:

Wirkungsgrad (Gasnutzung) elektrisch: % thermisch: %

Fackel vorhanden? [ nein Oija wenn, ja: [ station&r [ mobil
Eigenstromverbrauch der Anlage kWh ¢ fJahr bzw. % (bezogen auf die prod. Strommenge)
Eigenwarmeverbrauch kWh , /Jahr bzw. % (bezogen auf die prod. Warmemenge)
Wie viel der produzierten Warme kWwhy/Jahr  bzw. % (KWK-Anteil)

wird extern genutzt? Warme genutzt fur:

Warmeerldse ot/ kWwhy,

Verfahren [ Nassverggrung [ FeststoffiTrockenvergdrung [ sonstige:

Anzahl der Fermenter Fermentervolumen (ohne Garrestlager): m?
Aufenthaltszeit/ Verweildauer der Substrate (ohne Garrestlager) Tage
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/ & | Bommiigarun
flr Umwoit, Naturschutz
DBFZ und Reaktorsicherhait

Fragebogen Biogasanlagen FAX an: 0341-2434-133

Girrest ht beheizt [ offen [ abgedeckt [ gasdicht abgedeckt
arrestiager (nicht beheizt) Volumen Garrestlager: m® Oberflache Garrestlager: m?
Nutzen Sie eine Garrestaufbereitung? | nein Oja wenn ja, welche:
[] im eigenen Betrieb: ha
Verwertung der Gérreste
O extern: ha
Abgasbehandlung O nein [ Oxidationskatalysator O therm. Nachverbrennung

Entschwefelung/ Gasreinigung

[ Lufteinblasung [ Biol. Wascher [] Aktivkohle [ Eisenzudosierung [[] andere

[ Eintragstechnik

VWas verursachte im vergangenen - .
[ Ubersauerung

Jahr Ausfallzeiten?
Tage/ Jahr

[ Ruhrtechnik
[ Kormrosion

[ Schaum
[ BHKW

[ Schwimmschicht

Substrateinsatz Biogasanlage (landwirtschaftl. Biogasanlage, Abfallanlage, andere Anlage)

Eigenproduktion/Anbau Zukauffvon extern mittlere
Menge [t/Jahr] | Kosten [€/t] | Menge [tJahr] | Preis[€#4] Transportent-
Frischmasse frei BGA Frischmasse frei BGA femung [km]
Gulle (] Rind [] Schwein) :
Festmist (] Rind [ Schwein) :
Geflligelmist/~kot:
Silomais:
Getreidekorn:
Gras, frisch [] Griinland [] Ackerland:
Grassilage :
GPS (Hauptfrucht), welche :
Zwischenfrucht, welche:
Substrat:
Substrat:
Substrat:
O nein

Wurde der Gllleeinsatz seit 2008 (Gllle-Bonus)

[ ja, mehr Guille

% Veranderung (ggl. 2008)

verandert ? _ ]

[ nein, weniger Guille % Verénderung (ggl. 2008)
Siloart: Folienabdeckung: [Jja [ nein | Sickersaft in Anlage genutzt: [Jja [ nein
Flache aller am Betrieb der Anlage beteiligten Betriebe: ha |davon: Ackerland: ha/ Grinland: ha
Anbauflache zur Biogasproduktion ? ha |davon: Ackerland: ha/ Grunland: ha

Erfolgte nach Bau der Biogasanlage eine Nutzungsénderung im Griinland? | [ nein [Jja welche:

Verbesserungswiinsche hinsichtlich
der Novellierung des EEG 20127

Ansprechpartner

Telefon

Adresse

E-Mail

Vielen Dank fur die Beantwortung der Fragen!
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Anhang 4 Nomenklatur der Materialien in Probenbezeichnung der Cluster-

Isolate

Materialgruppe

A-Abfall

C-Cerealien (Getreide)

Z- Zuckerriibe

R- Restfutter

V- Vorgrube

P- Permeat

1- Input aus Vorgarer (unhygienisiert)
2- Input unhygienisiert

3- Input hygienisiert

1- Ausputz

2- Weizenschrot

1- Schnitzel

2- Mus

1- Rindergdlle

2- Rinderfestmist

3- Pferdefestmist

4- Hihnertrockenkot

5- Schweineglille

6- Festmistmischung(Pferd/Rind)

1- Mais

2- Mais + Hirse
3- Gras

4- Ganzpflanzen
5- Kleegrassilage
1- Behalter 1

2- Behalter 2

1- flissig

2- fest

3- Zentrat
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Anhang 5 Ubersicht der isolierten Clostridien nach Anlagen

mesophil

mesophil

mesophil

thermophil

thermophil

S1
G1
G1

F

G1

S3

z2

S1

RIPAC-Identifizierung

O OO0 O 0O 0O0O OO0 O0OO0OO0OO0OOO0OO0OO0OOO0OOOOoOOOOOOOOOOOoOOOO OO

. perfringens

. perfringens

. perfringens

. cochlearium

. sporogenes

. sporogenes

. cochlearium

. xylanolyticum
. baratii

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. cadaveris

. glycolicum

. glycolicum

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. glycolicum

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. tyrobutyricum
. aminovalericum
. glycolicum

. glycolicum

. sporogenes

. xylanolyticum
. perfringens

. tepidum

. tepidum

. sporogenes
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RIPAC-Nummer

D12-0275-1
D12-0275-2
D13-0204-1
D12-1005-1
D13-0204-2
D13-0204-3
D12-1005-4
D13-0204-4
D12-1005-6
D13-0204-5
D13-1079-2
D13-0204-6
D13-1079-
D12-1005-8
D12-1005-9
D12-1005-10
D12-1005-11
D13-0204-7
D13-0204-8
D12-1005-12
D12-1005-13
D13-0204-9
D12-1005-14
D13-0204-10
D13-0204-11
D13-1079-3
D13-1079-4
D12-1005-92
D13-0204-12
D12-1005-17
D13-0204-14
D13-0204-15
D13-0204-4
D12-1005-19
D11-0088-1-1-16
D11-0088-1-1-16
D12-1005-23



mesophil

mesophil

F2
G1

G2

S2
Z1

G1

S3

F

G1

45
46
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
60
61
62
63
64
65
66
69
73
74
75
76
77
78
80
82
83
84
85
86

88
89
90
91
92
93
94
95
96
97

O O 0O 0O 0000000 O0OO0OOO0OO0OO0OO0OOOOOOOoOOOOoOOoOOoOOoOOoOOonOaeona onoaonoaoonooooooonon

. sporogenes
. aminovalericum
. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. D12-1005-78-1-1
. sporogenes

. tepidum

. sporogenes

. sporogenes

. sordellii

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. glycolicum

. sporo. + bifermentans
. sporogenes
. glycolicum
. cadaveris +sordellii
. sporogenes

. D13-0204-31-1-1
.D11-0088-1-1-16
. D12-1005-78-1-1
. bifermentans

. bifermentans

. glycolicum

. Sporogenes

. sporogenes

. cochlearium

. aminovalericum
. glycolicum

. bifermentans

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

94

D13-0204-17
D13-0204-18
D13-0204-19
D13-1079-5
D12-1005-24
D13-1079-6
D13-0204-20
D13-1079-7
D12-1005-78
D13-0204-21
D11-0088-1-1-16
D13-0204-22
D13-0204-23
D12-1005-28
D13-0204-24
D13-0204-25
D13-0204-26
D13-0204-27
D13-0204-28
D13-0204-29
D13-0204-30
D12-1005-29
D12-1005-30
D13-0204-31
D11-0088-1-1-16
D12-1005-78
D13-0204-33
D13-0204-34
D13-0204-35
D12-1005-34
D13-0204-36
D12-1005-35
D13-0204-37
D13-0204-38
D12-1005-36
D13-0204-39
D13-1079-8
D13-1079-9
D12-1005-37
D13-0204-40
D13-0204-41
D13-0204-42
D13-1079-10
D13-0204-43



S1 99 C. aminovalericum D13-0204-44
100 C.D13-0204-45-1-1 D13-0204-45
mesophil E1l 101 C. sporogenes D13-0204-46
102 C. glycolicum D13-0204-47
103 C. bifermentans D13-0204-48
E4 104 C. sporogenes D13-1079-11
105 C. sporogenes D13-1079-12
106 C. sporogenes D13-1079-13
107 C. sporogenes D13-0204-49
108 C. sporogenes D13-0204-50
F 109 C. sporogenes D13-0204-51
110 C. sporogenes D13-1354-1-1-1
112 MKC. cochlearium, Bacillus cereus D12-1005-39
G1 113 C.D12-1005-78-1-1 D12-1005-78
116 C. sporogenes D13-0204-52
S1 118 C. sporogenes D13-0204-53
119 C. tepidum D11-0088-1-1-16
mesophil F1 120 C. glycolicum D13-0204-55
121  C. glycolicum D13-1079-14
122  C. bifermentans D13-0204-56
123  C. sporogenes D13-0204-57
F2 125 C. sporogenes D13-0204-58
127 C. sporogenes D13-0204-59
128 C. sporogenes D13-1079-15
129 C. glycolicum D13-1079-16
130 C. sporogenes D12-1005-42
131 C. sporogenes D13-0204-60
G1 132  C. sporogenes D13-0204-61
133 C. glycolicum D12-1005-43
134  C. sporogenes D13-0204-62
135 C. sporogenes D13-0204-63
136 C. sporogenes D13-1079-17
137 C. sporogenes D13-0204-64,65,66
S3 138 C. sporogenes D12-1005-44
139 C. cochlearium D13-0204-67
thermophil E2 140 C. sporogenes D13-0204-68
142  C. sporogenes D12-1005-45
143  C. sporogenes D13-0204-69
144  C. sporogenes D13-0204-70
145 C. sporogenes D13-0204-71
146 C. sporogenes D13-0204-72
148 C. sporogenes D13-0204-73
F 149 C. sporogenes D13-0204-74
150 C. sporogenes D13-0204-75
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mesophil

mesophil

mesophil

G1

S1

F2
G1

S1
Al

F1

F2

F3

Gl

F1

F2

151
153
154
155
157
158
160
161
163
165
166
167
168
171
172
174
176
177
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
192
194
195
196
197
199
200
202
203
204
205
206
207
208

O OO0 0O 00000 O0OO0OO0OO0OOO0OO0OO0OOOOO0OOOOOOOOOOOOOOOOOoOOnOOOoOOoOOoOOoO O

. sporogenes
. sporogenes
. sporogenes
. glycolicum
. sporogenes
. sporogenes
. sporogenes
. sporogenes
. sporogenes
. sporogenes
. sporogenes
. sporogenes
. sporogenes
. paraputrificum
. sporogenes

. cochlearium

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. bifermentans
. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. bifermentans
. sporogenes

. sporogenes

. bifermentans
. bifermentans
. bifermentans
. D13-0204-100-1-1
. tyrobutyricum
. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes
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D13-1079-18
D13-0204-76
D13-0204-77
D13-0204-78
D13-0204-79
D13-0204-80
D12-1005-46
D13-0204-81
D12-1005-47
D13-0204-82
D13-0204-83
D13-0204-84
D13-0204-85
D13-0204-86
D13-0204-87
D12-1005-49
D13-0204-88
D12-1005-50
D13-0204-89
D13-0204-90
D12-1005-51
D13-1079-19
D13-0204-91
D13-0204-92
D13-0204-93
D13-1079-20
D13-0204-94
D13-1079-21
D13-0204-95
D12-1005-52
D13-0204-96
D13-0204-97
D13-0966-2
D12-1005-55
D13-0204-99
D13-0204-100
D12-1005-57
D13-0204-101
D12-1005-58
D13-0204-102
D13-0204-103
D12-1005-59
D13-0204-104
D13-0204-105



mesophil

thermophil

mesophil

E4

G1

S1
A2

G2

G1

G2

S1

211
212
213
214
215
217
218
219
220
221
223
224
226
229
231
232
233
235
236
237
238
239
240
243
244
247
248
249
252
253
254
255
256

O 0O 0O 000000

. sporogenes
. sporogenes

. D13-0204-31-1-1
. cochlearium

. D11-0088-1-1-16
. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

MK C. sporogenes, C. bifermentans

O 0O 0O 00000 O0OO0OO0OO0OOO0OO0OO0OOOOO0OO0OO O

.D12-1413-1-1-3
. sporogenes

. bifermentans

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. limosum

. sporogenes

. sporogenes

. sporogenes

. D13-0204-100-1-1
. D13-0204-31-1-1
. Sporogenes

. sporogenes

. Sporogenes

. tepidum

. sporogenes

. sporogenes

. Sporogenes

. bifermentans
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D13-0204-106
D13-0204-107
D13-0204-108
D12-1005-61
D11-0088-1-1-16
D13-0204-109
D13-1079-22
D13-0204-110
D13-0204-111
D13-1079-23
D12-1413-1-1-3
D13-0204-113
D12-1005-64
D13-0204-114
D13-0204-115
D13-0204-116
D13-1079-24
D12-1005-65
D13-1079-25
D13-0204-117
D13-0204-118
D13-0204-119
D13-0204-120
D13-0204-100
D13-0204-31
D12-1005-68
D13-0204-121
D13-1079-26
D11-0088-1-1-16
D13-0204-122
D13-0204-123
D13-0204-124
D12-1005-70



Anhang 6 Sporenanteil Clostridium perfringens

(UN= Uber Nacht; V = vegetative Zelle; S = Spore; 1 = 1. Zahlung, 2 = 2. Zahlung)

Datum Temperatur Probe V1 |S1 [V2 [S2 |Vegetativanteil |Sporenanteil Sporenanteil Versuchstag [%]
09.04.2013 70 °C 1 24| 76| 7] 93 15,5 85 76.8
2 34| 66| 35 65 34,5 66
3 26| 74| 12 88 19| 81
4 32| 68| 22| 78 27 73
5 29| 71| 11| 89 20 80
09.04.13 (N 70 °C 1 24| 76| 45| 55 34,5 66 65,5
15.04.13 UN 121°C 1 24| 76| 10| 90 17 83 83,0
16.04.2013 121°C 1 34| 66| 24| 76 29 71 71,0
17.04.2013 134 °C 1 79| 21| 56| 54 67,5 38 60,0
2 26| 74 9| 91 17,5 83
29.05.2013 100 °C 1 32| 68| 97 3 64,5] 36 35,5]
04.06.2013 121°C 2 86| 14| 88| 12 87| 13 13,0
13.01.2014 100 °C 1a 84| 16| 70| 30 77| 23 28,3
1b 57| 43| 62| 38 59,5 41
2a 82| 18| 63| 37 72,5 28
2b 78| 22| 82| 18 80 20
3. 62| 38| 77| 23 69,5 31
14.01.2014 100 °C 1a 36| 64| 19 81 27,5 73 79,4
1b 25| 75| 20| 80 22,5 78
2a 18] 82| 26| 74 22 78
2b 22| 78| 14| 86 18] 82
3. 11] 89| 15| 85 13 87
15.01.2014 70 °C 1. 20| 80| 16| 84 18 82 84,3
2. 18] 82| 18| 82 18 82
3. 23| 77| 6] 94 14,5 86
4. 19| 81| 16| 84 17,5 83
5. 9| 91| 12| 88 10,5 90
21.01.2014 90 °C 1. 14| 86| 7| 93 10,5 90 92,0
2. 9 91| 8 92 8,5 92
3. 4] 96| 5| 95 4,5 96
4. 11 89 7| 93 9 91
5. 8| 92| 6| 94 7 93
6. 9 91 8| 92 8,5 92
22.01.2014 70 °C 1. 12| 88 9 91 10,5 90 89,2
2. 14| 86| 6| 94 10 90
3. 21| 79 11| 89 16 84
4. 9| 91| 13| 87 11 89
5. 11] 89 7| 93 9 91
6. 11] 89 6] 94 8,5| 92
27.01.2014 90 °C 1. 23| 77| 17] 83 20 80 88,6
2. 13| 87[ 12| 88 12,5 88
3. 7] 93] 13| 87 10 90
4. 8| 92| 6| 94 7| 93
5. 10[ _90[ 5| 95 7,5 93
01.04.2014 90 °C 1. 14| 86| 13| 97 125 92 90,1
2. 12| 88 7] 93 9,5 91
3. 13| 87 9] 91 11 89
4. 9| 91| 12| 88 10,5 90
5. 11 89 9 91 10 90
02.04.2014 100 °C 1. 8| 92| 8| 92 8| 92 89,3
2. 15| 85 12| 88 13,5 87
3. 10[ _90[ 11| 89 10,5 90
Mittelwert 67,2
Varianz 646,1
Standardabweichung 27,9
Maximum 92,0
Minimum 13,0

98




Anhang 7 Sporenanteil Clostridium sporogenes

(UN= Uber Nacht; V = vegetative Zellen; S = Sporen; 1 = 1. Zahlung, 2 = 2. Zahlung)

Datum Temperatur |Probe [V 1 (S 1|V 2 |S 2 [Vegetativanteil [Sporenanteil Sporenanteil Versuchstag [%]
10.04.2013 70 °C 1| 62| 38| 25| 75 43,5 56,5 67,0
2| 42| 58] 8| 92 25 75
3| 47| 53| 22| 78 34,5 65,5
4] 39| 61| 18| 82 28,5 71,5
5| 46| 54| 21| 79 33,5 66,5
16.04.2013 121 °C 1] 14| 86| 9| 91 11,5 88,5 88,5
17.04.2013 134 °C 1| 15| 85| 10| 90 12,5 87,5 88,0)
2| 12| 88| 9| 91 10,5 89,5
3| 21| 79| 5| 95 13 87
29.05.2013 100 °C 1| 42| 58/ 9| 91 25,5 74,5 74,5
04.06.2013 121 °C 1| 45| 55| 10[ 90 27,5 72,5 72,5
05.06.2013 134 °C 1| 44| 56| 27| 73 35,5 64,5 64,5
13.01.2014 100 °C 1a| 19| 81| 13| 87 16 84 84,8
1b 15| 85| 18| 82 16,5 83,5
2a 10| 90| 14| 86 12 88
2b 12| 88| 23| 77 17,5 82,5
3. 9| 91| 19| 81 14 36
14.01.2014 100 °C 1a 7] 93| 10[ 90 8,5 91,5 83,4
1b 29| 71| 21| 79 25 75
2a 12| 88| 13| 87 12,5 87,5
2b 21| 79| 22| 78 21,5 78,5
3. 19| 81| 12| 88 15,5 84,5
20.01.2014 70 °C 1. 16| 84| 20{ 80 18 82 83,8
2. 11| 89| 16| 84 13,5 86,5
3. 21| 79| 21| 79 21 79
4. 13| 87| 11| 89 12 88
5. 12| 88| 14| 86 13 87
6. 19| 81| 21| 79 20 30
28.01.2014 70 °C 1. 9 91| 6| %4 7,5 92,5 87,0
2. 22| 78| 14| 86 18 82
3. 12| 88| 8| 92 10 90
4. 16| 84| 9| 91 12,5 87,5
5. 23| 77| 11| 89 17 83
03.02.2014 90 °C 1. 12| 88| 5| 95 8,5 91,5 89,7
2. 10/ 90| 12| 88 11 89
3. 14| 86| 7| 93 10,5 89,5
4. 5| 95| 6| 94 5,5 94,5
5. 18| 82| 15| 85 16,5 83,5
6. 11| 89 9| 91 10 90
04.02.2014 90 °C 1. 12| 88| 12| 88 12 88 89,2
2. 13| 87| 6| 94 9,5 90,5
3. 12| 88| 10[ 90 11 89
4. 16| 84| 9| 91 12,5 87,5
5. 7] 93] 11| 89 9 91
05.02.2014 90 °C 1. 6| 94| 4| 96 5 95 90,7|
2. 20[ 80| 7] 93 13,5 86,5
3. 23| 77| 6| 94 14,5 85,5
4. 5| 95| 5| 95 5 95
5. 11] 89| 6| 94 8,5 91,5

Mittelwert 81,8
Varianz 75,4
Standardabweichung 9,0
Maximum 90,7
Minimum 64,5
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Anhang 8 Gewicht der Bakterienmasse auf einer 1ul-Impfose

(Eigengewicht der Impfése wurde abgezogen)

- opo 0,0013
e 00026 0,0014
. o002 0,001
D 0,0032 0,0008
. o003 0,0008
S 0,0024 0,0011
0,0039 0,019
L 0,009 0,0016
000 0,0014
S 0,009 0,0019
D 00032 0,0016
L 0,0034 0,0015
0,0046 0,0021
| 14 0,0057 0,0016
E 00027 0,0017
e 0,0082 0,0024
0,0049 0,0015
S 0,0089 0,0016
S o008 0,0022
D ooost 0,0022
0,003825 0,00158
[ Waximum [T 0,0024
[ Winmum [ OE 0,0008
0,00130540 0,00045143

Anhang 9 Abkihlung der Proben nach Versuchsdurchfiihrung

Temperatur Abkihlungsdauer Abkiihlung auf
[min]
C

01:15 25
90 °C (C')I, 9 ml) 02:40 25°C
100 °C 03:00 23°C

121 °C 03:50 23°C

134 °C 04:30 23°C
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Anhang 10 Keimwachstum der Kontrollproben

(UGN = Uber Nacht, P = C. perfringens; S = C. sporogenes; Wachstum = Nachweis Keimwachstum
nach Ausbringen auf Columbia-Agar mit Schafblut*)

Datum Keim| Tim Wachstum Wachstum Wachstum Wachstum
Versuc | Positivkontrolle | Positivkontrolle | Negativkontrolle | Negativkontrolle
h DRCM Ol DRCM Ol
70

09.04.2013 P positiv positiv negativ negativ

10.04.2013 S 70 positiv positiv negativ negativ
15.04.2013 P 121 positiv positiv negativ negativ
iN
16.04.2013 S 121 positiv positiv negativ negativ
16.04.2013 P 134 positiv positiv
uiN
17.04.2013 S 134 negativ positiv negativ negativ
17.04.2013 P 134 positiv positiv
P 100 positiv positiv negativ negativ
S 100 positiv positiv
04.06.2013 P 121 positiv positiv negativ negativ
04.06.2013 S 121 positiv positiv
05.06.2013 S 134 positiv positiv negativ negativ
P 100 positiv positiv negativ negativ
S 100 positiv positiv
14.01.2014 P 100 positiv positiv negativ negativ
14.01.2014 S 100 positiv positiv
P 70 positiv positiv negativ negativ
20.01.2014 S 70 positiv positiv negativ negativ
P 90 positiv positiv negativ negativ
S 90 positiv positiv
P 70 positiv positiv negativ negativ
27.01.2014 P 90 positiv positiv negativ negativ
28.01.2014 S 70 positiv positiv negativ negativ
03.02.2014 S 90 positiv positiv negativ negativ
04.02.2014 S 90 negativ positiv negativ negativ
05.02.2014 S 90 positiv positiv negativ negativ
01.04.2014 P 90 positiv positiv negativ negativ
02.04.2014 P 100 positiv positiv negativ negativ
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Anhang 11 C. perfringens: statistisch signifikante Unterschiede 70 °C

(Legende: Temperatur Medium / Zeitintervall (Wachstum/gultige Wiederholungen), signifikante Unterschiede bei p < 0,05)

70°C

70°C Ol /8h (9/10)

70 °C DRCM 8h (10/10)

p:

1,000

Anhang 12 C. perfringens: statistisch signifikante Unterschiede bei 90 °C

(Legende: Temperatur Medium / Zeitintervall (Wachstum/gultige Wiederholungen), signifikante Unterschiede bei p < 0,05)

90°C 0O1|90°C O1({90°C OI|90°C OI|90°C O190°C Olj9o°C Ol| 90°C Ol 90°C & 90°C Ol
90°C 21/01/14 /1h / 2h / 3h /4h / 5h / 6h /7h 8h oh (4/8) / 10h

(10/10) | (9/10) | (8/10) | (8/10) | (8/10) | (8/8) | (8/10) | (9/9) (6/10)

90° DRCM / 1h (10/10)|p=1,000

90° DRCM / 2h (10/10) p=1,000

90° DRCM / 3h (10/10) 0=0,456

90° DRCM / 4h (10/10) 0=0,456

90° DRCM / 5h (9/10) 0=1,000

90° DRCM / 6h (6/10) ~0,094

90° DRCM / 7h (3/10) 0=0,072

90° DRCM / 8h (0/10)

90° DRCM / 9h (0/10)

90° DRCM / 10h (1/10) p=0,061

90 °C Vergleich 90°C | 90°C | 90°c | 90°C | 90°C

DRCM innerhalb 5h 6h 7h 8,9h 10h

21/1/14 (9/10) | (6/10) | (3/10) | (0/10) | (1/10)

90°C 1-4h (10/10) p=1,000|p=0,094

90°C 5h (9/10) p=0,302

90°C 6h (6/10) p=0,369 =0,061

90°C 7h (3/10) p=0,210 | p=0,576

90°C 8,9h (0/10) p=1,000

o H A o QOOC o o

90 °C Vergleich Ol 90°C 2h | %", |90°C 9h|90°C 10h

innerhalb 21/1/14 (9/10) (8/10) (4/8) (6/10)

90°C 1,6,8h (10/10), (8/8), (9/9) | p=1,000 | p=0,456 =0,094

90°C 2h (9/10) p=1,000 |p=0,061| p=0,302

90°C 3,4,5,7h (8/10) p=0,171]| p=0,626

90°C 9h (4/8) p=0,958

90°C 10h (6/10)
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90°C 61[90°C 61[90°C O1[90°C BI[90°C BI[90°C BI[90°C OIf 90°C I [90°C OI[90°C Ol
90°C 27/01/14 1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h oh | 10h
(10/10) | (10/10) | (10/10) | (8/10) | (8/8) | (8/8) | (7/10) | (9/10) | (8/10) | (9/10)
90°C DRCM 1h(10/10)|p=1,000
90°C DRCM 2h(10/10) p=1,000
90°C DRCM 3h(10/10) p=1,000
90°C DRCM 4h(10/10) p=0,456
90°C DRCM 5h(10/10) p=1,000
90°C DRCM 6h(10/10) p=1,000
90°C DRCM 7h(10/10) p=0,210
90°C DRCM 8h(6/9) p=0,495
90°C DRCM 9h(2/10)
90°C DRCM 10h(1/10)
90 °C Vergleich 90°C | 90°C 90°C
DRCM innerhalb |  8h %h 10h
271114 619) | (2/10) | (1/10)
90°C 1-7h (10/10) _ |p=0,174
90°C 8h (6/9) p=0,111
90°C 9h (2/10) p=1,000
90 °C Vergleich Ol innerhalb | 20°C | 90°C | 90°C
b7/1714 4,9h | 8,10h 7h
(8/10) | (9/10) | (7/10)
90°C 1,2,3,5,6h (10/10), (8/8) | p=0,456 | p=1,000 | p=0,210
90°C 4,9h (8/10) p=1,000 | p=1,000
90°C 8,10h (9/10) p=0,576
90°C OI[90°C 0I[90°C OI[90°C O1[90°C BI[90°C OI[90°C OIP0°C OI[90°C BI[90°C Ol
90°C 01/04/14 /1h | /2h | /3h | /4h | /5h | /6h | /7h | /8h | /9h | /10h
8/8) | (919) | (9/9) | (8110) | (8/10) | (6/10) | (5/10) | (6/8) | (6/9) | (5/8)
90° DRCM / 1h (10/10) p=1,000
90° DRCM / 2h (10/10) h=1,000
90° DRCM / 3h (10/10) =1,000
90° DRCM / 4h (10/10) =0,456)
90° DRCM / 5h (10/10) h=0,456
90° DRCM / 6h (9/10) b=0,302
90° DRCM / 7h (7/10) =0,648
90° DRCM / 8h (4/10) =0,314
90° DRCM / 9h (4/10) h=0,482
90° DRCM / 10h (1/10) b=0,065
90 °C Vergleich | 90°C | 90°C | 90°C | 90°C
DRCM innerhalb 6h 7h | 89h | 10h
01/04/14 (9/110) | (7/10) | @/10) | (1110
90°C 1-5h (10/10) __|p=1,000/p=0,210
90°C 6h (9/10) p=0,576|p=0,061
90°C 7h (7/10) p=0,369
90°C 8-9h (4/10) p=0,302
90 °C Vergleicn O [y°u g (TC ITE GTE RO
innerhalb 01/04/14 1,10 l610) [5110) l6/8)  [619)  (5/8)
90°C 1-3h (8/8), (9/9)p=0,557 p=0,145 [p=0,068 [p=0,450 |p=0,245|p=0,200
90°C 4-5h (8/10) 0,626 |p=0,348 [p=0,751 |p=0,891 |p=0,769
90°C 6h (6/10) =1,000 |p=0,867 |p=0,861|p=0,705
90°C 7h (5/10) =0,522 |p=0,788|p=0,958




90°C DRCM 90°C | 90°C [ 90°C | 90°C [ 90°C [ 90°C | 90°C [ 90°C | 90°C [ 90°C
10114 mit 270144 | 1h27/1] 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h 9h 10h
(10/10) | (10/10) | (10/10) | (10/10) | (10/10) | (10/10) | (10/10)| (6/9) | (2/10) | (1/10)

90°C DRCM1h(10/10) 21/1|p=1,000

90°C DRCM 2h (10/10) p=1,000

90°C DRCM 3h (10/10) p=1,000

90°C DRCM 4h (10/10) p=1,000

90°C DRCM 5h (9/10) p=1,000

90°C DRCM 6h (6/10) p=0,094

90°C DRCM 7h (3/10)

I~~~ |~~~

90°C DRCM 8h (0/10)

90°C DRCM 9h (0/10) p=0,456

90°C DRCM 10h (1/10) p=1,000

90°C DRCM 90°C | 90°C | 90°C | 90°C | 90°C | 90°C | 90°C | 90°C | 90°C | 90°C
01/04114 mit24/0114 | Th 21| 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h 9h 10h
(10/10) | (10/10) | (10/10) | (10/10) | (9/10) | (6/10) | (3/10) | (0/10) | (0/10) | (1/10)

90°C DRCM 1h (10/10) 1/4p=1,000

90°C DRCM 2h (10/10) p=1,000

90°C DRCM 3h (10/10) p=1,000

90°C DRCM 4h (10/10) p=1,000

90°C DRCM 6h (9/10) p=0,302

90°C DRCM 7h (7/10) p=0,180

(
(
(
90°C DRCM 5h (10/10) p=1,000
(
(
(

90°C DRCM 8h (4/10) p=0,094

90°C DRCM 9h (4/10) p=0,094

90°C DRCM 10h (1/10) p=1,000

90°C DRCM 90°C | 90°C | 90°C | 90°C | 90°C | 90°C | 90°C | 90°C | 90°C | 90°C
01/04/14 mit 27/01/14 | 'h 27111 2h 3h 4h 5h 6h 7h gh oh | 10h
(10/10) | (10110) | (10/10) | (10/10) | (10/10) | (10/10) | (10/10) | (619) | (2/10) | (1/10)

90°C DRCM 1h (10/10) 1/4p=1,000

90°C DRCM 2h (10/10) p=1,000

90°C DRCM 3h (10/10) p=1,000

90°C DRCM 4h (10/10) p=1,000

90°C DRCM 5h (10/10) p=1,000

90°C DRCM 6h (9/10) p=1,000

90°C DRCM 7h (7/10) p=0,210

90°C DRCM 8h (4/10) p=0,482

90°C DRCM 9h (4/10) p=0,626

90°C DRCM 10h (1/10) p=1,000

90°C OI]90°C O1[90°C O1]90°C OI]90°C OI[90°C OI]90°C OI]90°C O1[90°C O1]90°C O

/1h27/1| /2h | /3h | /4h | /5h | /éh | /7h | /8h | /9h | /10h
(10/10) | (10/10) | (10/10) | (8/10) | (8/18) | (8/8) | (110) | (9/10) | (8/10) | (9/10)

90° O/ 1h (10/10)[__

21/1 p=1,000

90° OI/ 2h (9/10) p=1,000
90° O / 3h (8/10) p=0,456
90° OI/ 4h (8/10) p=1,000
90° OI/5h (8/10) p=0,456
(
(
(

90°C 01 21/01/14
mit 27/01/14

90° OI / 6h (8/8) p=1,000
90° OI/ 7h (8/10) p=1,000
90° OI / 8h (9/9) p=1,000
90° OI / 9h (4/8) p=0,402
90° OI/ 10h (6/10) p=0,302
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90°C Ol 01/04/14
mit 21/01/14

90°C Ol
/ 1h 21/1
(10/10)

90°C Ol
/2h
(9/10)

90°C Ol
/3h
(8/10)

90°C Ol
/ 4h
(8/10)

90°C Ol
/ 5h
(8/10)

90°C Ol
6h (8/8)

90°C Ol
/7h
(8/10)

90°C Ol
oh (4/8)

90°C Ol
8h (9/9)

90°C Ol
/10h
(6/10)

90°C OI/ 1h (8/8)
01/04/14

p=1,000

90°C Ol / 2h (9/9)

p=1,000

90°C Ol / 3h (9/9)

=0,456

90°C Ol / 4h (8/10)

p=1,000

p=1,000

90°C Ol / 6h (6/10)

=0,094

90°C Ol / 7h (5/10)

=0,348

(

E
90°C Ol / 5h (8/10)

(

(

(

90°C Ol / 8h (6/8)

=0,399

90°C Ol / 9h (6/9)

=0,839

90°C OI/ 10h (5/8)

b=0,705

90°C Ol 01/04/14
mit 27/01/14

90°C Ol
I 1h 27/1
(10/10)

90°C Ol
/2h
(10/10)

90°C Ol
/3h
(10/10)

90°C Ol
/ 4h
(8/10)

90°C Ol
/ 5h
(8/18)

90°C Ol
/ 6h
(8/8)

90°C Ol
/7h
(7/10)

90°C Ol
/9h
(8/10)

90°C Ol
/ 8h
(9/10)

90°C Ol
/10h
(9/10)

90°C Ol / 1h (8/8)
01/04/14

p=1,000

90°C Ol / 2h (9/9)

p=1,000

90°C Ol / 3h (9/9)

p=1,000

90°C Ol / 4h (8/10)

p=1,000

=0,456

90°C Ol / 6h (6/10)

=0,145

90°C Ol / 7h (5/10)

=1,000

(

E
90°C Ol / 5h (8/10)

(

(

(

90°C Ol / 8h (6/8)

=0,832

90°C Ol / 9h (6/9)

=0,891

90°C Ol / 10h (5/8)

p=0,410

90°C alle ol

DRCM zu Ol

28/28

1h

Ol 2h
28/29

Ol 3h
27/29

Ol 4h
24/30

Ol 5h
24/28

Ol 6h
22/26

Ol 7nh
20/30

Ol 8h
24/27

Ol 9nh
18/27

Ol 10h
20/28

DRCM 1h

3030 |P7!

,000

DRCM 2h
30/30

p=0,986

DRCM 3h
30/30

p=0,457

DRCM 4h
30/30

DRCM 5h
29/30

p=0,309

DRCM 6h
25/30

p=0,815

DRCM 7h
20/30

p=1,000

DRCM 8h
10/29

DRCM 9h
6/30

DRCM 10h
3/30
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Anhang 13 C. perfringens: statistisch signifikante Unterschiede bei 100 °C

(Legende: Temperatur Zeitintervall (Wachstum/giiltige Wiederholungen), signifikante Unterschiede bei p < 0,05)

100° OI/ 20min (10/10)

=0,456jp=1,000p=0,138

100° O / 40min (8/10)

b=1,000p=0,769

100° Ol / 1h (9/10)

p=0,410

100°C | 100°C | 100°C | 100°C | 100°C
o Ol Ol Ol o] Ol
100°C 29/05/13 1m 20min | 30min | 40min | 50min 1h
(10/10) | (8/10) | (7/10) | (6/10) | (7/10)
100° OI / 10min (10/10)  |p=1,000{p=0,456|p=0,210{p=0,094|p=0,210
100° Ol / 20min (10/10) p=0,456|p=0,210|p=0,094|p=0,211
100° Ol / 30min (8/10) p=1,000|p=0,626|p=1,000
100° Ol / 40min (7/10) p=1,000{p=1,000
100° Ol / 50min (6/10)
1%?°/C 100°C | 100°C
100°C 13/01/14 1ml 40min Ol/1h |Ol/2h
(8/10) (9/10) | (5/8)

100° Ol / 2h (5/8) b=0,809p=1,000

100° Ol / 3h (5/6) =0,136jp=0,356jp=0,470p=0,157| p=0,031 | p=0,035
100° O1 / 4h (1/5) b=0,836p=0,620jp=0,735| p=1,000 | p=0,671
100° O/ 5h (317) b=0,809p=1,000{ p=0,310 | p=0,458
100° Ol / 6h (4/8) =0,751/ p=0,200 | p=0,281
100° O1/ 7h (2/7) b=0,751 p=0,601 | p=0,897
100° Ol / 8h (0/5) b=0,200 p=0,805
100° O / 9h (1/8) b=0,281

100° O / 10h (4/8)

100°C | 100°C | 100°C | 100°C | 100°C
100°C o] o] o] o] o]
14/01/14 1ml| 40min | 1h 2h 3h 4h
(10/10) | (9/10) | (10/10) | (6/10) | (8/10)

20min (10/10)|p=1,000[p=1,000[p=1,000|p=0,094[p=0,456

40min (10/10) p=1,000/p=1,000[p=0,094|p=0,456

1h (9/10) p=1,000/p=0,302|p=1,000|p=0,302

2h (10/10) p=0,094|p=0,456(p=0,094

3h (6/10) p=0,626|p=1,000

4h (8/10) p=0,626 p=0,171] \

5h (6/10) p=1,000| p=0,061 [p=0,655|p=0,171| p=0,061

6h (5/10) p=0,143 |p=1,000|p=0,348| p=0,143

7h (1/10) p=0,302[p=1,000| p=1,000

8h (4/10) p=0,626| p=0,302

9h (2/10) p=1,000
100° OI [100° O1 [100° O1 100° OI [100° OI [100° OI [100° OI 100° OI 100° Ol

100°C 02/04/14 1ml 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h 9h 10h

(5/8)  [(5/10) (4/9) {2/8) [6/10) (5/9) |(5/10) (3/10) {(3/8)

100° O1 02/04/14 1 h (8/10) p=0,769p=0,348jp=0,259p=0,063p=0,626p=0,516pp=0,348jp=0,072jp=0,177

100° OI/ 2 h (5/8) =0,958p=0,797|p=0,313jp=0,705p=0,839p=0,958jp=0,367|p=0,617

100° OI/ 3h (5/10) =0,828p=0,552jp=1,000[p=0,828p=1,000p=0,648p=0,958

100° Ol / 4h (4/9) =0,742p=0,827jp=1,000[p=0,828p=0,861p=0,839

100° OI / 5h (2/8) p=0,314jp=0,433|p=0,552p=0,769p=1,000

100° Ol / 6h (6/10) p=0,787pp=1,000p=0,369p=0,635

100° OI/ 7h (5/9) p=0,828pp=0,508]p=0,797

100° OI/ 8h (5/10) p=0,648p=0,958

100° OI/ 9h (3/10) p=0,867

100° OI 10h (3/8)
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100°C [100° Ol
13/01/14 [14/01/14
mit 20min
14/01/14 (10/10)

100° Ol
40min
(10/10)

100° O
1h
(9/10)

100° O
oh
(10/10)

100° O
3h
(6/10)

100° O
4h
(8/10)

100° Ol
5h
(6/10)

100° Ol
6h
(5/10)

100° O
7h
(1/10)

100° O
8h
(4/10)

100° O
9h
(2/10)

100° O
10h
(1/10)

100° O1/
20min p=1,000
(10/10)

100° Ol /
40min
(8/10)

p=0,456

100° OI /
1h (9/10)

p=1,000

100° OI /
2h (5/8)

p=0,138

100° OI /
3h (5/6)

p=0,677

100° OI /
4h (1/5)

p=0,094

100° OI /
5h (3/7)

p=0,839

100° OI /
6h (4/8)

p=0,635

100° O/
7h (217)

p=0,732

100° OI /
8h (0/5)

p=0,302

100° OI /
oh (1/8)

p=0,832

100° OI /
10h (4/8)

p=0,176

100°C 13/01/14 mit
02/04/14

100°
02/04
1h

(8/10)

100° O
2h
(5/8)

100° O
3h
(5/10)

100° O
4h
(4/9)

100° O
5h
(2/8)

100° O
6h
(6/10)

100° O
7h
(5/9)

100° O
8h
(5/10)

100° O
%h
(3/10)

100° O
10h
(3/8)

100° OI/ 1h (9/10)

p=1,000

100° Ol / 2h (5/8)

p=1,000

100° Ol / 3h (5/6)

p=0,425

p=0,740

100° Ol / 5h (3/7)

p=0,855

100° Ol / 6h (4/8)

p=0,958

100° OI / 7h (2/7)

p=0,568

(

E
100° Ol / 4h (1/5)

(

(

(

(

100° Ol / 8h (0/5)

p=0,175

100° O/ 9h (1/8)

p=0,751

100° Ol / 10h (4/8)

p=1,000

14/01/14

100°C 02/04/14 mit

100°
1h

(9/10)

A 100

4 2h

14/01/1

(10/10)

ol

100° O1 /
3h (6/10)

100°
4h

(8/10)

Ol [100°
5h

(6/10)

oI [100°
6h

(5/10)

Ol [100°
7h

(1/10)

Ol [100°
8h

(4/10)

Ol 100°
9h

(2/10)

Ol [100°
10h

(1/10)

Ol

100° 02/04 1 h (8/10)

p=1,000

100° Ol / 2 h (5/8)

p=0,138

100° Ol / 3h (5/10)

p=1,000

100° Ol / 4h (4/9)

p=0,259

100° Ol / 5h (2/8)

p=0,314

100° Ol / 6h (6/10)

p=1,000

p=0,101

100° Ol / 8h (5/10)

p=1,000

100° Ol / 9h (3/10)

p=1,000

(

(

E
100° OI/ 7h (5/9)

(

(

(

100° Ol 10h (3/8)

p=0,410
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Anhang 14 C. perfringens: statistisch signifikante Unterschiede zwischen
90 °C und 100 °C

(Legende: Temperatur Medium / Zeitintervall (Wachstum/gliltige Wiederholungen), signifikante Unterschiede bei p < 0,05)

90 DRCM zu 100
ol

100°C Ol
/ 2h
(20/26)

100° OI /
1h
(26/30)

3h (16/26)

100°C Ol /

100°C O /
4h (13/24)

100°C Ol /

5h (11/25)

100°C Ol /
6h (15/28)

100°C Ol
/7h
(7/26)

100°C Ol
/ 8h
(9/25)

100°C Ol
/ 9h
(6/28)

100°C
O1/10h
(8/26)

90°C DRCM 1h
30/30

p=0,121

DRCM 2h 30/30

DRCM 3h 30/30

DRCM 4h 30/30

DRCM 5h 29/30

DRCM 6h 25/30

DRCM 7h 20/30

DRCM 8h 10/29

p=0,865

DRCM 9h 6/30

p=0,849

DRCM 10h 3/30

p=0,107

90 Ol zu 100 Ol

100°C Ol
/2h
(20/26)

100° OI /
1h
(26/30)

100°C Ol
/3h
(16/26)

100°C O /
4h (13/24)

100°C Ol
/ 5h
(11/25)

100°C Ol /
6h (15/28)

100°C O
/7h
(7/26)

100°C Ol /
8h (9/25)

100°C Ol
/9h
(6/28)

100°C
O/ 10h
(8/26)

90°C Ol 1h 28/28

p=0,138

Ol 2h 28/29

p=0,076

OlI 3h 27/29

Ol 4h 24/30

p=0,083

Ol 5h 24/28

Ol 6h 24/26

01 7h 20/30

Ol 8h 24/27

Ol 9h 18/27

Ol 10h 20/28

Anhang 15 C. perfringens: statistisch signifikante Unterschiede 100 °C,
121 °C und 134 °C

(Legende: Temperatur Medium / Zeitintervall (Wachstum/gliltige Wiederholungen), signifikante Unterschiede bei p < 0,05)

100 Ol zu 121 Ol

121°C Ol
1h (0/15)

100° Ol / 1h (26/30)

100°C Ol / 2h (20/26

100°C Ol / 3h (16/26

100°C Ol / 4h (13/24

100°C Ol / 5h (11/25

100°C Ol / 6h (15/28

)
)
)
)
)

121°C O1[121°C O11121°C OI[ 121°C Ol 5-
2h (0/16)[3h (0/17)|4h (0/18)| 10h (0/10)

100°C Ol / 7h (7/26) p=0,174
100°C Ol / 8h (9/25) p=0,076
100°C Ol / 9h (6/28) p=0,276
100°C Ol / 10h (8/26) p=0,123
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134 °C Ol
121°C zu 134 °C Ol 1-12h
(0/10)
121°C Ol 1h (0/15) p=1,000
121°C Ol 2-4h (0/16-0/18) | p=1,000
121°C OI 5-12h (0/10) | p=1,000

Anhang 16 C. sporogenes: statistisch signifikante Unterschiede 70 °C

(Legende: Temperatur Medium / Zeitintervall (Wachstum/gultige Wiederholungen), signifikante Unterschiede bei p < 0,05)

70°C  [70°C  [70°C [70°C  [70°C  [70°C [70°C  [70°C  |70°C  [70°C
DRCM [DRCM |DRCM [DRCM |DRCM |DRCM |[DRCM [DRCM |DRCM |DRCM

70°CDRCM  [2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h oh 10h  [11,12h
10/04/13 (3110) |(5/10) [(2/10) |(7/10) |(4/10) |(5/10) |(7/10) [(3/10) |(2/10) |(0/10)
70°C 1h (0/10) |p=0,210 p=0,456 p=0,210]p=0,456 |p=1,000
70°C 2h (3/10) p= 0,648|p=1,000|p=0,180 |p=1,000|p=0,648|p=0,180 |p=0,626 [p=1,000 |p=0,210
70°C 3h (5/10) p=0,348|p=0,648]p=1,000|p=0,655|p=0,648|p=0,648 [p=0,348
70°C 4h (2/10) p=0,072|p=0,626 |p=0,348|p=0,072|p=1,000|p=0,576
70°C 5h (7/10) p=0,369 |p=0,648|p=0,626 |p=0,180[p=0,072
70°C 6h (4/10) p=1,000|p=0,369|p=1,000|p=0,626
70°C 7h (5/10) p=0,648|p=0,648|p=0,348
70°C 8h (7/10) p=0,180|p=0,072
70°C 9h (3/10) p=1,000|p=0,210

] 70°C B1[70°C dIf70°C &I[70°C OI[70°C OI70°C BI[70°C BIf70°C BIf70°C BI[70°C OI[70°C OI

70°C Ol [2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h oh 12h
10/04/13  |(6/10) [(10/10) |(8/10) |(10/10) |(8/10) [(6/10) |(7/10) |(8/10) (4/10)

70°C 1h (5/10) |p=1,000 lp=0,348]p=1,000|p=0,648|p=0,348 p=1,000
70°C 2h (6/10) p=0,094|p=0,626|p=0,094|p=0,626|p=1,000[p=1,000|p=0,626 =0,655
70°C 3h (10/10) p=0,456|p=1,000|p=0,456|p=0,094|p=0,210|p=0,456
70°C 4h (8/10) p=0,456|p=1,000|p=0,626|p=1,000|p=1,000
70°C 5h (10/10) p=0,456|p=0,094|p=0,210|p=0,456
70°C 6h (8/10) p=0,626|p=1,000|p=1,000|p=0,456p=0,072|p=0,171
70°C 7h (6/10) p=1,000]p=0,626p=0,094p=0,369|p=0,655
70°C 8h (7/10) p=1,000|p=0,210|p=0,180 |p=0,369
70°C 9h (8/10) p=0,456|p=0,072p=0,171
70°C 10h (10/10)
70°C 11h (3/10) p=1,000
70°C ] 70°C B1[70°C &1[70°C O1[70°C O1[70°C B1]70°C &1 |70°C &I [70°C OI[70°C O1[70°C BIf70°C O
DRCM mit Ol 1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h oh 10h  [11h  [12h
10/04/13 (5/10) [(6/10) [(10/10) [(8/10) |(10/10) |(8/10) |(6/10) [(8/10) [(10/10) |(3/10) |(4/10)
DRCM 1h (0/10)
DRCM 2h (3/10) p=0,369
DRCM 3h (5/10)
DRCM 4h (2/10)
DRCM 5h (7/10) p=0,210
DRCM 6h (4/10) p=0,171
DRCM 7h (5/10) p=1,000
DRCM 9h (3(10) p=0,072
DRCM 10h (2/10)
DRCM 11h (0/10) p=0,210
DRCM 12h (0/10) p=0,094
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70°C__ [70°C
DRCM (O
70°CDRCMund OL  [2-10h  |1-10h
28/01/14 10110)  |(10/10
70°C DRCM 1h (2/10)
70°C DRCM 2, 4-10h (10/10) p=1,000
70°C DRCM 3h (9/9) 0=1,000 |p=1,000
. 20/01/14 70°C [28/01/14 70°C |28/01/14 70°C

70°C DRCM DRCM DRCM DRCM
10/04/13 1-10h 1h 2-10h
mit 20/01/14 und 28/01114  |; % (210) o)
70°C DRCM 1h (0/10) 10/04/13 0=0,456

(
70°C DRCM 2h (3/10)
70°C DRCM 3h (5/10)
70°C DRCM 4h (2/10)

(

(

(

70°C DRCM 5h (7/10) =0,210 =0,210
70°C DRCM 6h (4/10)

70°C DRCM 7h (5/10)

70°C DRCM 9h (3(10)

70°C DRCM 10h (2/10)

20+28/01/14
70°C O1 10/04/13 mit 20/01/14 [70°C O

und 28/01/14 1-10h (10/10
70°C Ol 1h (5/10) 10/04/13 #I
70°C Ol 2h (6/10) p=0,094

70°C 01 3h (10/10) p=1,000

70°C Ol 4h (8/10) p=0,456

70°C OI 5h (10/10) p=1,000

70°C Ol 6h (8/10) p=0,456

70°C OI 7h (6/10) p=0,094

70°C Ol 8h (7/10) p=0,210

70°C OI 9h (8/10) p=0,456

70°C OI 10h (10/10) p=1,000

Anhang 17 C. sporogenes: statistisch signifikante Unterschiede bei 90 °C
und 100 °C

(Legende: Temperatur Medium / Zeitintervall (Wachstum/gliltige Wiederholungen), signifikante Unterschiede bei p < 0,05)

90°C OI/DRCM
90 °C zu 100 °C Ol 1ml 1-10h (25/25) / (30/30)
100°C 1-3,5h (30/30), (29/29) p=1,000
100°C 4,7,10h (28/29) p=0,986
100°C 6,8h (28/30) p=0,472
100°C 9h (25/29) p=0,112

110



Anhang 18 C. sporogenes: statistisch signifikante Unterschiede bei 100 °C

(Legende: Temperatur Medium / Zeitintervall (Wachstum/gtiltige Wiederholungen), signifikante Unterschiede bei p < 0,05)

100°C 1ml 100°C [100°C [100°C [100°C [100°C [100°C [100°C [100°C [100°C
29/05/13 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h 9h 10h
innerhalb (10/10) |(10/10) [(9/10) [(10/10) |(8/10) [(9/10) |(8/10) |(6/10) |(9/10)
100°C 1h (10/10) [p=1,000|p=1,000]p=1,000[p=1,000|p=0,456 [p=1,000|p=0,456 [p=0,094 |p=1,000
100°C 2h (10/10) p=1,000|p=1,000|p=1,000|p=0,456 |p=1,000|p=0,456 |p=0,094 |p=1,000
100°C 3h (10/10) p=1,000|p=1,000]p=0,456p=1,000|p=0,456|p=0,094 |p=1,000
100°C 4h (9/10) p=1,000|p=1,000|p=1,000|p=1,000|p=0,302|p=1,000
100°C 5h (10/10) p=0,456 |p=1,000|p=0,456 |p=0,094 |p=1,000
100°C 6h (8/10) p=1,000|p=1,000]p=0,626|p=1,000
100°C 7h (9/10) p=1,000|p=0,302|p=1,000
100°C 8h (8/10) p=0,626|p=1,000
100°C 9h (6/10) p=0,302
100°C 1ml 29/05/13  [100°C 1-10h

mit 13+14/01/14 (10/10 bzw. 9/9)

100°C 1h (10/10) 29/05 p=1,000

100°C 2h (10/10) p=1,000

100°C 3h (10/10) p=1,000

100°C 4h (9/10) p=1,000

100°C 5h (10/10) p=1,000

100°C 6h (8/10) p=0,456

100°C 7h (9/10) p=1,000

100°C 8h (8/10) p=0,456

100°C 9h (6/10) p=0,094

100°C 10h (9/10) p=1,000

Anhang 19 C. sporogenes: statistisch signifikante Unterschiede bei 100 °C
und 121 °C

(Legende: Temperatur Medium / Zeitintervall (Wachstum/gtiltige Wiederholungen), signifikante Unterschiede bei p < 0,05)

100 zu 121

121°C 1ml 1h (3/19)
121°C 1ml 2h (2/15)
121°C 1ml 3h (3/20)
121°C 1ml 4h (1/16)
121°C 1ml 5-12h (0/10)

Anhang 20 C. sporogenes: Statistisch signifikante Unterschiede bei 134 °C

(Legende: Temperatur Medium / Zeitintervall (Wachstum/gltige Wiederholungen), signifikante Unterschiede bei p < 0,05)

134°C 134°C 1ml
9ml 17/04/13 und 1ml 05/06/14 |1-4h (0/10)

134°C 9ml 17/04/13 1,2,4h (0/10)|p=1,000

134°C 9ml 17/04/13 3h (1/10) p=1,000
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Anhang 21 Thesen

1. Zielstellung der Arbeit
Immer wieder gibt es in der Presse Meldungen, dass von Biogasanlagen ein
Gesundheitsrisiko  fur Menschen und landwirtschaftliche Nutztiere durch die
unbeabsichtigte Vermehrung pathogener Clostridien wahrend der Fermentation in
Biogasreaktoren ausgehen kann. Ziel der Promotion war die Untersuchung von
Biogasanlagen (Substrate/Garreste) auf das Vorhandensein vermehrungsfahiger
Clostridien und die Klarung der Frage, ob die HygienisierungsmalRnahmen fir das
Substrat ausreichend fir die Inaktivierung pathogener Clostridien sind. Dazu wurde
e mittels eines Anlagenscreenings die In- und Outputs mikrobiologisch auf
Vorhandensein pathogener Clostridien untersucht. Die Ergebnisse sollten die
Eintrags- und Verbreitungswege pathogener Clostridien in Vergarungsanlagen
aufzeigen.
und
e die Empfindlichkeit von Sporen pathogener Clostridien sollte in
Hygienisierungsversuchen gegenuber hohen Temperaturen in Abhangigkeit
verschiedener Verweildauern geprift. Die Ergebnisse sollten die Wirksamkeit
aktuell angewandter Hygienisierungsverfahren abklaren und ggf. Anregungen zur

Anpassung dieser Verfahren geben.

2. Hauptaussagen der Arbeit

Das Anlagenscreening ergab:
o Unabhangig von der Betriebsart und —temperatur sind pathogene Clostridien, wie
C. sporogenes, C. perfringens, C. cadaveris, C. tertium, C. baratii, C. cochlearium,
C. tepidum und C. paraputrificum, sowohl in Input-, Fermenter- als auch in

Garrestproben nachweisbar.

e Als naher Verwandter von C. botulinum wurde Clostridium sporogenes in fast allen

untersuchten Vergarungsanlagen identifiziert.

e Der Nachweis der Keime in fast allen Stufen der untersuchten Vergarungsanlagen
ein Indiz dafr, dass die pathogenen Clostridien den gesamten
Vergarungsprozess durchlaufen und bei der nachfolgenden Garrestausbringung

verschleppt werden kénnten.
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Aus den Hygienisierungsversuchen lasst sich ableiten, dass:

e der verwendete Stamm C. sporogenes eine hohere Toleranz gegenuber hohen

Temperaturen aufweist als der genutzte Stamm C. perfringens.

o Die Sporen beider pathogenen Clostridien-Stamme Uberleben die standardmaRige

Hygienisierungstemperatur von 70 °C Gber mindestens zehn Stunden.

¢ Die bislang vorgeschriebene Erhitzung von organischem Abfall in Biogasanlagen
auf 70 °C Uber eine Stunde flhrt nicht zur Inaktivierung von Clostridiensporen, sie

kann im Gegenteil sogar zur Hitzeaktivierung der Sporen fihren.

e Bei C. perfringens war unter normalem Druck eine Temperatur von 121 °C Uber

eine Zeit von einer Stunde zur einhundertprozentigen Inaktivierung erforderlich.

e Fur C. sporogenes ergab sich bei normalem Druck eine Temperatur von 134 °C

Uber eine Zeit von drei Stunden zur vollstdndigen Inaktivierung der Sporen.

3. Wissenschaftliche Wertung der Ergebnisse

Die Nachweise der Clostridien wurden durch die Verwendung des MALDI-TOFF-

Verfahrens verifiziert.

Das Vorhandensein von C. botulinum kann nicht ausgeschlossen werden (Die Arbeiten
liefen nicht komplett unter anaeroben Bedingungen, was zum Absterben empfindlicher
C. botulinum-Subtypen vor der Isolation fihren kdnnte. Oder die Anzahl war zu gering, um

erfasst zu werden.).

Die Hitzeaktivierung von Sporen (Temperaturbereich der vorgeschriebenen
Pasteurisierung) ist ein etabliertes mikrobiologisches Vorgehen zur Anregung der

Auskeimung von Sporen.

Die Hitzeaktivierung kann zur Anreicherung der pathogenen Clostridien im
anschlielenden Fermentationsprozess fihren (Temperaturbereich im Fermenter bietet

optimale Bedingungen fiir Wachstum).
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4. Allgemeine Bedeutung der Ergebnisse und Forderungen

Um wirksam Sporen pathogener Clostridien zu inaktivieren, missen die gesetzlichen

Vorgaben fur die Hygienisierung bezuglich Sporen Uberdacht werden.

o Gegebenenfalls sind diese Hygienisierungsmallnahmen nur bei Substraten, die
besonderes Gefahrenpotential in sich tragen (wie zum Beispiel Bioabfall, tierische
Exkremente, Schlachtabfdlle) anzuwenden, um den Energieverbrauch zu

minimieren.

e Es sollten Indikatorkeime, wie C. perfringens, C. sporogenes und C. botulinum,
herangezogen werden, um Inputmaterialien fir Biogasanlagen bewerten und

daraus die erforderliche Hygienisierungsmalnahme ableiten zu kénnen.

e Grenzwerte fir das Vorhandensein von pathogenen Clostridien sp. im Garrest
sollten festgelegt werden, wenn dieser auf Flachen zur Futtergewinnung

ausgebracht werden soll.

e Die Anwendung von nicht untersuchten oder Grenzwert Uberschreitenden
Garresten auf Flachen zur Futtergewinnung (Grinfutter/Silage/Heu) musste

verboten werden.

Es sind weitere Untersuchungen notwendig, um die offenen Fragen (Ho6he der
anzusetzenden Grenzwerte, die Auswahl der Indikatorkeime und die Kontrollverfahren) zu
klaren. Das Thema Garrest(aus)wirkung wird aufgrund der Anzahl und Dichte von
Biogasanlagen und der verwendeten Inputmaterialien aktuell bleiben und bedarf weiterer

Forschung.
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