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Abtotung von Fusariensporen wahrend
des Garprozesses in Biogasanlagen

Ein Ausblick

Fusarium und sein toxisches Stoff-
wechselprodukt DON (Deoxyniva-
lenol) sind bekannt fiir ihre schddi-
gende Wirkung. Im Rahmen eines
Forschungsprojekts an der Univer-
sitdt Hohenheim wird untersucht,
unter welchen Bedingungen fusari-
umbelastetes Getreide in Biogas-
anlagen als Gdrsubstrat genutzt
werden kann.
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dhrlich werden in Deutschland etwa

3,8 Mio. t durch Pilzbefall kontaminier-
ter Getreidechargen verzeichnet. Unter
giinstigen klimatischen Bedingungen (15 bis
20°C) bildet Fusarium intermedidre katabo-
le Produkte. Laut Angaben der FAO sind
grob 25% der weltweiten Getreideernte
durch diese intermedidren Stoffwechselpro-
dukte kontaminiert [1]. Deoxynivalenol
(DON) ist der bekannteste Vertreter dieser
Mykotoxine. Sowohl bei kurzzeitiger als
auch chronischer Aufnahme 16st es unter an-
derem Anorexie und Erbrechen aus.

Gesetzliche Voraussetzungen
innerhalb der EU

Um die Aufnahme dieser Toxine in der
menschlichen Nahrungskette zu vermeiden,
hat die Europdische Gemeinschaft eine An-
derung der Mykotoxinhdchstmengenverord-
nung erlassen ((EC) No 856/2005). Diese
umfasst konkret die Mykotoxine Deoxyniva-
lenol (DON), Zearalenon (ZON) und Fumo-
nisine. Fiir unverarbeitetes Getreide liegt die
Hoéchstmenge fiir DON bei 1250 pg/kg.

Zur Einhaltung dieser gesetzlichen Vorga-
ben ist eine sichere Disposition kontaminier-
ter Getreidechargen nétig. Der Schwerpunkt
laufender Untersuchungen an der Univer-
sitdt Hohenheim liegt diesbeziiglich im Be-
reich einer potenziellen Inaktivierung des
Fusariums und einer Metabolisierung des
Toxins wiahrend des anaeroben Fermenta-
tionsprozesses. Die Mikroorganismen des
Pansens sind in der Lage, DON in das weit-
aus weniger zelltoxische Deepoxynivalenol
(DOM-1) umzuwandeln [3]. Literaturanga-
ben zufolge wurden 10 mg DON durch den
so genannten Detoxifikationsmechanismus
der Wiederkduer innerhalb von 24 Stunden
génzlich zu DOM-1 metabolisiert.

Zielsetzung

Im Vorfeld wurden bereits verschiedene Bio-
gas-Untersuchungen nach VDI 4630 durch-
gefiihrt [4]. Die Bestimmung der mikrobio-
logischen Aktivitdt kontaminierter Chargen
erfolgte im Labormalstab. Dabei wurde

Weizen als intaktes Korn und als gemahlenes
Substrat im diskontinuierlichen Verfahren
fermentiert. Die Untersuchung gliedert sich
in diesem Kooperationsprojekt wie folgt:
* Ermittlung des Potenzials an Biogas:
Um eine mogliche mikrobiologische
Hemmung des Fermentationsprozesses
durch kontaminiertes Getreide zu detek-
tieren
* Inaktivierung der Keimfahigkeit:
Um Reinfektion durch das Ausbringen
von Fusariumsporen in Gérriickstinden
auf das nachfolgende Erntegut zu vermei-
den
* Toxinmonitoring:
Um die Infektionskette durch einen nicht
auszuschliefenden ,,Carry Over“-Effekt zu
unterbrechen

Fusarium kontaminierte Getreidechargen

Um eine mogliche Inaktivierung des Pilzes
und die Abtotung seiner Sporen wihrend des
Fermentaitonsprozesses zu untersuchen,
wurde inokulierter Weizen als Versuchsma-
terial eingesetzt. Nach der Ernte wurde das
Material durch einen Cyklon separiert und
durch zusitzliche Siebanalyse (2,3 bis 2,5
mm) versucht, ein homogenes Aliquot ohne
Storstoffe und kleinste Kiimmerkornanteile
herzustellen. Dieses Versuchsmaterial wurde
als gemahlenes Substrat und als ganzes Ge-
treidekorn vergoren.

Bild 1: Anordnung der Kolbenprober im Brut-
schrank

Fig. 1:Arrangement of flask samplers in an
incubator
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Batchversuch im LabormaBstab —
Hohenheimer Biogasertrags-Test (HBT)

Die Evaluierung des Biogaspotenzials er-
folgt durch die Ermittlung des Methaner-
trags aus organischer Substanz (VDI 4630
und DIN 38414 Teil 8) [5]. Im bewihrten
Verfahren werden hierzu Versuche im
Kleinst-Labormafstab (30 ml Impfgiille;
500 mg Substrat; Glaskolben in ml-Skalie-
rung) durchgefiihrt. Die qualitative Gasmes-
sung mittels Infrarotsensor liefert in Kombi-
nation mit einer quantitativen Bestimmung
der gebildeten Gasmenge das im Substrat
enthaltene Potenzial. In der Folge kann iiber
den gesamten Versuchsablauf jede Hem-
mung des mikrobiologischen Abbauprozes-
ses sofort erkannt werden [6] (Bild 1).

Fusarium Nachweis durch ldentifikation

Die mikrobiologische Identifikation des
Fusariums wird nach der Fermentierung auf
einem Nahrstoff-Agar (Schmitt-Agar) visu-
ell untersucht (Makro- oder Mikrokonidien)
[7]. Die Parameter werden liber den gesam-
ten Versuch durch gestaffelte Probenentnah-
men ermittelt, dabei betrdgt die kiirzeste Ver-
weilzeit 0,5, die langste 35 Tage. Die Quan-
tifizierung des Pilzbefalls wird sowohl mit
dem Versuchsbeginn (Nullwert) wie auch
nach der entsprechenden Fermentationsdau-
er in Form der Infektionsrate (IR) auf dem
Nahrmedium bestimmt. Um die Infektions-
rate zu ermitteln, werden zum entsprechen-
den Entnahmetermin jeweils neun Proben
aus dem Brutschrank entnommen. Nach
dem Ausplattieren werden diese bei 28°C
mindestens acht Tage im Inkubator bebriitet.
Mikroskopische Analysen zur Detektion von
Fusarien und deren Sporen werden ab der
ersten bis zur zwolften Woche durchgefiihrt.
Visuelle Hauptbestimmungsmerkmale sind
bei Fusarium rétlich bis gelbliche Mycelien
und sichelférmig septierte Sporen.

Tab. 1: Temperatur-Zeit Einfluss auf die Infekti-
onsrate (in %)

Table 1: Temperature-time effect on infection

Bild 2: Mesophile
anaerobe Fermentation
von Fusarium infiziertem
Getreide

Methanertrag (m3/kg oTS)

Fig. 2: Mesophilic
anaerobic fermentation,
inoculation of cereal by

Fusarium
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Interpretation des Biogasprozesses

Betrachtet man den Gérverlauf und den spe-
zifischen Methanertrag getrennt voneinan-
der, so kommt man zu folgenden Ergebnis-
sen: Die Kinetik als Indikator fiir den Gér-
verlauf lasst keine Hemmung erkennen: Zu
Beginn des Fermentationsversuchs ist die
Bakterienpopulation noch relativ gering und
unadaptiert, nach einer kurzen Startphase (0
bis 4 Tage) erreichen die Mikroorganismen
jedoch schnell ihre maximale Leistungs-
fahigkeit, bis diese durch die erschopften
Nihrstoffressourcen abgebremst wird. Ver-
wendet man den spezifischen Methanertrag
als Indikator fiir mégliche Interaktionen mit
kontaminiertem Substrat, so lassen sich Er-
tragseinbuflen erkennen. Entsprechend zu
den anderen dargestellten Kurvenverldaufen
zeigt ,Referenzmaterial gemahlen” den
hochsten spezifischen Methanertrag (Bild
2). Zum einen ist dies aus der Tatsache zu er-
kldren, dass die mikrobiologische, enzyma-
tische Dekomposition beim gemahlenen
Korn schneller durch Bakterien vollzogen
werden kann, zum anderen enthalten konta-
minierte und verschimmelte Getreidekdrner
geringere Anteile relevanter Inhaltstoffe (be-
stitigt durch Futtermitteluntersuchungen).
So variiert das Tausendkorngewicht von 43 g
bis auf 30 g bei einem infizierten Korn [8].

Die Futtermittelanalysen zeigten fiir kon-
taminierte Substrate vor allem reduzierte
Gehalte an Stirke und Zucker. Der Biogas-
bildungsprozess scheint, gemessen anhand
des Biogasbildungspotenzials, nach ersten
Laborergebnissen nicht nachteilig durch die
Zugabe von kontaminiertem Material beein-
flusst zu werden (maximale Versuchskonta-

rate (in %) mination 46000 pg/kg).
Mesophile Nullwert Nach 0,5 Tagen Nach 12 Tagen Nach 35 Tagen
Fermentation: (ohne Fermentation) Fermentation Fermentation Fermentation
37°C
Pilzbefall total in % 100 50 40 10
davon Fusarium in % 100 0 0 0
Thermophile Nullwert Nach 0,5 Tagen Nach 12 Tagen Nach 35 Tagen
Fermentation: (ohne Fermentation) Fermentation Fermentation Fermentation
53°C
Pilzbefall total in % 100 0 0 0
Hefen in % 0 100 100 100
davon Fusarium in % 100 0 0 0
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Mikrobiologische Interpretation

Eine Abtotung von Fusariensporen durch
den Biogasprozess kann durch die ersten Er-
gebnisse bestitigt werden (7ab. I). Die In-
fektionsraten des Ausgangssubstrats (ohne
Fermentation) zeigen einen Befall von
100 %. In beiden Temperaturbereichen
(37°C und 53 °C) konnten bereits nach der
relativ kurzen Verweilzeit im anaeroben Fer-
mentationsprozess von 0,5 Tagen keine
keimféhigen Fusariensporen nachgewiesen
werden. Die Inaktivierung der Fusarien kann
durch die Absenz von Sauerstoff, der fiir die
Pilze iiberlebenswichtig ist, erklédrt werden.
Andere Schimmelpilze wurden, soweit dies
moglich war, identifiziert und der Gruppe
Pilzbefall total zugeordnet. Darunter fielen
Pilze wie Aspergillus flavus, Penecillium
rouqueforti und weitere.

Perspektiven

Erste Ergebnisse dieser interdisziplindren
Untersuchung zeigen ein addquates Potenzi-
al zur Inaktivierung der Sporulation von
Fusarium. Der Prozessverlauf blieb im HBT
Batch Versuch auch unter Zugabe kontami-
nierten Materials (Fusarium) stabil und wur-
de nicht negativ beeinflusst. Die ersten Er-
gebnisse miissen durch Variation der Pro-
zessparameter (Trockensubstanzgehalt des
Fermentationsprozesses, Varianten der Pro-
zessfiihrung) abgesichert werden. Eine zu-
sitzliche Analyse des Metabolismus (DON
in DOM-1) bei den vorgenannten Varianten
ist zwingend erforderlich. Durch diesen viel
versprechenden Ansatz konnte kontaminier-
tes Getreide unter gleichzeitiger Energiege-
winnung sicher entsorgt werden. Die FAO
beziffert dies mit 3,8 Mio. Tonnen pro Jahr.
Sofern die Ergebnisse in den folgenden Un-
tersuchungen bestétigt werden konnen, stellt
die Verwertung in Biogasanlagen im Gegen-
satz zur Miillverbrennung die verfahrens-
technisch und 6konomisch giinstigere Vari-
ante dar.
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