Aus dem Institut
fuir Tierhygiene und Offentliches Veterinarwesen
der Veterinarmedizinischen Fakultat der Universitat Leipzig

Salmonella Typhimurium DT104
aus einer mesophilen Biogasanlage:
Uberlebenszeiten und experimentelle Inaktivierung
durch ausgewadhlte organische Sauren

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Grades eines
Doctor medicinae veterinariae (Dr. med. vet.)
durch die Veterindrmedizinische Fakultat
der Universitét Leipzig

eingereicht von
Wilma Staffa
aus Lichtenstein/Sachsen

Leipzig, 2003



Mit Genehmigung der Veterindrmedizinischen Fakultdt der Universitadt Leipzig

Dekan:

Betreuer:

Gutachter:

Prof. Dr. med. vet. habil. Gotthold Gébel
Prof. Dr. med. vet. habil. Armin Bergmann

Prof. Dr. med. vet. habil. Armin Bergmann / Institut fiir Tierhy-
giene und Offentliches Veterindrwesen der Veterindrmedizini-

schen Fakultdt der Universitadt Leipzig

Prof. Dr. med. vet. habil. Karsten Fehlhaber / Institut fiir Lebens-
mittelhygiene der Veterindrmedizinischen Fakultdt der Universi-

tit Leipzig

Prof. Dr. rer. nat. habil. Gerd-Rainer Vollmer / Professur fiir Bio-
logische Verfahrenstechnik im Fachbereich Flachen- und Stoffre-
cycling der Fachhochschule Nordhausen (FH)

Tag der Verteidigung: 07. November 2003



Inhaltsverzeichnis

21
2.2
2.2.1

2.2.1.1
2212
2.2.2

2.2.2.1
2222

2.3

2.3.1
2.3.2
2.3.3
234
2.3.4.1
2.34.2
2343
2344

3.1.1

3.1.2

Einleitung und Fragestellung

Literaturtibersicht

Flissigmist

Biogas

Fermentation organischer Stoffe sowie Bedeutung der
Cofermentation

Prinzipien

Methanogenese

Mesophile anaerobe Fermentation organischer Abprodukte
Vorteile und Risiken der mesophilen anaeroben Fermentation
EinfluRfaktoren auf Mikroorganismen wahrend der mesophilen
anaeroben Fermentation

Indikatororganismen/ mikrobiologische
Untersuchungsparameter

Enterobacteriacae

E.coli /koliforme Keime

Fakalstreptokokken/Enterokokken

Salmonellen

Humanmedizinische Bedeutung

Veterinarmedizinische Bedeutung

Antibiotikaresistenz

Bekampfung der Salmonellose

Material und Methoden
Untersuchungen in einer Biogasanlage und der gulle-

liefernden Milchviehanlage | sowie der Milchviehanlage Il in

Oberlungwitz/Sachsen

Beschreibung der Biogasanlage und der gilleliefernden
Milchviehanlage I, einschlieRlich Salmonellosestatus
Charakterisierung der Milchviehanlage Il in Oberlungwitz/
Sachsen

10
14
14

15

18
19
20
20
21
24
25
27
28

31

31

31

34



3.1.3

3.1.4

3.2

3.21

3.2.2

3.2.3

3.24

3.2.5

3.2.6

3.2.6.1
3.2.6.2

3.2.6.3

3.3

3.4

Entnahme von Probenmaterial in den Milchviehanlagen | und Il
sowie der Biogasanlage 36
Hygienisch-mikrobiologische Untersuchungen der Gllle der
Milchviehanlage |, der Fettabscheiderinhalte sowie des
Fermentationsmaterials der angegliederten mesophilen anaeroben
Biogasanlage 36
Untersuchungen zur Ermittlung der Uberlebenszeiten von

S. Typhimurium DT104 unter verschiedenen

Laborbedingungen 37
Orientierende Untersuchungen zu Uberlebenszeiten nativer
Salmonellen im Rinderflissigmist 37

Hygienisch-mikrobiologische Untersuchungen nach Zugabe von

S. Typhimurium DT104 in Rinderflissigmist der Milchvieh-

anlage |, in Substrat der Lagune und in Rinderflissigmist der
Milchviehanlage Il bei 7°C und 22°C (£ 2°C) 38
Untersuchungen zum Uberleben von S. Typhimurium DT104 in

der Gllle der Milchviehanlage I, im Substrat des ersten und

zweiten Fermenters und im Material der Lagune bei 37°C 38
Untersuchungen zur Tenazitat von S. Typhimurium DT104 in der
flussigen Phase (Ultrazentrifugation) der Gille der Milchvieh-
anlage |, der Substrate des ersten und zweiten Fermenters

und der Lagune bei 37°C 39
Untersuchungen zum Uberleben von S. Typhimurium DT104 in

geschlossenen Ampullen im Rinderflissigmist bei 37°C 40
Untersuchungen zur Inaktivierung von S. Typhimurium DT104 nach
dem Zusatz verschiedener organischer Sauren 40
Materialien 41

Prifung einzelner Sauren zur Inaktivierung von S. Typhimurium

DT104 42
Prifung eines Gemisches organischer Sauren gegen

S. Typhimurium DT104 43
Untersuchungen auf Auxotrophie verschiedener

S. Typhimurium-Stamme 44

Priufung der Antibiotikaempfindlichkeit ausgewahliter
Salmonellenwildisolate und S. Typhimurium-Impfstamme 45



3.5
3.5.1
3.5.2
3.5.2.1
3.5.2.2

3.5.3

3.54
3.5.5
3.5.6

3.5.7
3.5.8
3.5.9
3.6
3.7
3.8
3.8.1
3.8.2
3.8.3

4.2

4.3

Bakteriologische Arbeitsmethoden 49
Auswahl der Testkeime 49
Herstellung der Testkeimsuspensionen 49

Herstellung der Testkeimsuspensionen (konventionelle Methode)49
Herstellung der Testkeimsuspensionen zur Untersuchung des
Einflusses von organischen Sauren auf das Uberleben von

S. Typhimurium DT104 50
Quantitativer Nachweis von Salmonellen mittels KOCH’schem
Oberflachenverfahren 50
Quantitativer Nachweis von Salmonellen (MPN-Verfahren) 51
Qualitativer Nachweis der Salmonellen 53
Bestimmung der aeroben Gesamtkeimzahl mittels KOCH’schem
Oberflachenverfahren 53
Bestimmung der Anzahl der Enterobacteriaceae 54
Bestimmung der Anzahl von Escherichia coli 54
Bestimmung der Anzahl der Enterokokken 55
Bestimmung des pH-Wertes 55
Bestimmung des Trockensubstanzgehaltes 55
Statistische Berechnungen 56
Berechnung der Regression 56
Bestimmung des D-Wertes 57
Kontrolle der MPN-MeRwerte 57
Ergebnisse 58
Keimzahlen in der Giille der Milchviehanlage |, in den
Fermentern | und Il und der Lagune 58

Vorkommen von Salmonellen in der Giille der Milchvieh-
anlage |, in Fettabscheiderinhalten und im
Fermentationsmaterial der nachgeschalteten Biogasanlage 59
Untersuchungen zum Uberleben von S. Typhimurium DT104

in der Giille der Milchviehanlage |, im Substrat des

Fermenters | und Il und im Material der Lagune bei 37°C 61



4.4 Untersuchungen zur Tenazitat von S. Typhimurium DT104
in der flissigen Phase (Ultrazentrifugation) der Giille der
Milchviehanlage I, der Substrate der Fermenter | und Il

sowie der Lagune bei 37°C 63
4.5 Uberlebenszeiten nativer Salmonellen im Rinderfliissigmist 64
4.6 Hygienisch-mikrobiologische Untersuchungen der bei 7°C

gelagerten Giille sowie des Substrats nach Zugabe von

S. Typhimurium DT104 65
4.7 Hygienisch-mikrobiologische Untersuchungen der bei

22°C gelagerten Giille sowie des Substrats nach Zugabe

von S. Typhimurium DT104 69
4.8 Hygienisch-mikrobiologische Untersuchungen der bei

37°C gelagerten Giille nach Zugabe von S. Typhi-

murium DT104 72
4.9 Uberlebensfihigkeit von S. Typhimurium DT104 in bei

22°C gelagertem Rinderfliissigmist der Milchviehanlage | 73
410 Uberlebensfihigkeit von S. Typhimurium DT104 in bei

37°C gelagertem Rinderfliissigmist der Milchviehanlage | 75
411 Uberlebensraten von S. Typhimurium DT104 in

geschlossenen Behiltnissen bei einer Lagerungs-

temperatur von 37°C 76
412 Inaktivierung von S. Typhimurium DT104 nach Zusatz

einzelner organischer Sauren 77
4.12.1 Semiquantitative Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration

organischer Sauren gegen S. Typhimurium DT104 77
4.12.2 Quantitative Hemmung der S. Typhimurium DT104 bei

verschiedenen Saurekonzentrationen 79
413 Uberleben von S. Typhimurium DT104 nach Zugabe zu

einem Sauregemisch 82
414 Untersuchungen auf Auxotrophie einiger isolierter

Salmonellen 84
4.15 Antibiotikaresistenz und —empfindlichkeit ausgewahliter

Salmonellenisolate 85

5 Diskussion 90



Zusammenfassung

Summary

Literaturverzeichnis

Anhang

105

108

110

131



API
BPLS
DNA
DT
D-Wert
ECBO

Ent.
ERV
FP
KBE
KIDso
KP
kW
kWh
KZ
LPS
MHK
MPN
MVA
MW
n.d.
n.n.
PT
RV

Sc.
TS
TTC
up
XLD

Abkilirzungsverzeichnis

Analytischer Profil-Index
Brillantgriin-Phenolrot-Laktose-Saccharose
Desoxyribonukleinsdure
definitive type

Kehrwert des Betrages des Regressionskoeffizienten
enteric cytopathogenic bovine orphan
Escherichia

Enterococcus

equine rhinovirus
Futtermittelprobe
Kolonie-bildende Einheiten

50% kulturinfektiose Dosis
KOCH’sches Plattenverfahren
Kilowatt

Kilowattstunde

Keimzahl

Lipopolysaccharid

Minimale Hemmkonzentration
most probable number
Milchviehanlage

Megawatt

nicht durchgefiihrt

nicht nachweisbar

Phagentyp

RAPPAPORT und VASSILIADIS
Salmonella

Streptococcus

Trockensubstanz
Triphenyltetrazoliumchlorid
Umgebungsprobe
Xylose-Lysin-Desoxycholat



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1:
Tabelle 2:

Tabelle 3:

Tabelle 4:

Tabelle 5:

Tabelle 6:

Tabelle 7:

Tabelle 8:

Tabelle 9:

Tabelle 10:

Tabelle 11:

Tabelle 12:

Tabelle 13:

Tabelle 14:

Tabelle 15:
Tabelle 17:

In Giille vorkommende bakterielle Krankheitserreger (STRAUCH 1988) .....cceecvvvvevvenivenieenne. 5
Vergleich zwischen mesophiler und thermophiler anaerober Fermentation (WANDREY

UNA ATVASIDIS 1983)...euietiieieiieieiettsteiete ettt sttt ettt sttt ettt st st b e be st ssesseneesesaeneesenens 15
Parameter der Biogasanlage in Oberlungwitz/Sachsen .........c..ccccecuevieviinininicninieneeieiccenee, 32

Vorberichtliche Ergebnisse amtlich angewiesener Kot-, Kotsammel- und
Umgebungsuntersuchungen in der Milchviehanlage I nach einer am 24.08.1996

festgestellten Salmonellose, ausgelost durch S. Typhimurium ..............ccoeceeeeeieevecieieeeeeeen. 35
Gehalt an organischen Sduren (mg/l) wéhrend der anaeroben mesophilen Fermentation in
Hiihnerfliissigmist (SCHEURER 1986) und dem Substrat des 1. Fermenters (Rindergiille

+ Cosubstrate) in ODEITUNZWILZ ......cc.eecvieiirieiieiieie ettt e e seeenseenseenaessaeneas 41
Aufstellung der in den Versuchen zur Inaktivierung von S. Typhimurium DT104

benutzten ChemiKalien ...........cooiiiiiiiiie et 41
Getestete Konzentrationen organischer Sduren gegen S. Typhimurium DT104 (getestete
Konzentrationen = x, nicht durchgefihrt =n. d.) ....coooiiiiiiii e, 42

Zusammensetzung des Sauregemischs zur Priifung der Inaktivierung von S. Typhimurium

Getestete Antibiotika und Konzentration je Testbléttchen, Bewertung der

HemmhofdurchmesSer (INIM)...........coeviieiieieniesiieieeie e eee et sre e eeseseeesseesseesseessesssesssenenas 46
Gegen Antibiotika getestete Bakterienstimme aus dem Untersuchungsgut der Dissertation

PIUS KONLrOIISTAIMIM .......veiiiiiiciiicie ettt ettt st e b e e s e e esesasesbeenbeessessseneeas 47
Keimzahlen (in KBE/ml), pH-Werte und Trockensubstanzgehalte (%) im

Rinderfliissigmist auf dem Weg von der Milchanlage I bis zur Lagune ........c..cccccecenencncnenne. 58
Aus der Milchviehanlage I und der mesophilen Giilleaufbereitung isolierte Anzahl an
Salmonellenstimmen in den Jahren 1997-2000 ..........cccooiiiiiriiienieneeeeeseeeeceee e 60
Ergebnisse qualitativer und quantitativer Untersuchungen zum Vorkommen von

Salmonellen in der anfallenden Giille der Milchviehanlage I, des ersten und zweiten

Fermenters der Biogasanlage und der Lagune im Jahr 1998...........ccccoovieviiiiiniinicieeee e, 61
Uberleben von S. Typhimurium DT104 (in KBE/ml) nach Zusatz zu einem Siuregemisch........ 83
Ergebnisse der Antibiogramme ausgewéhlter isolierter Salmonellen .............cocevoiriieieieienne. 87
Uberleben von S. Typhimurium DT104 (in KBE/ml) in der Giille der Milchviehanlage I,

im Substrat des ersten und zweiten Fermenters sowie im Material der Lagune bei einer

Lagerungstemperatur VON 37°C ... .ccuiiiiiiiiieiieieee ettt ettt st 131



Tabelle 18:

Tabelle 19:

Tabelle 20a:

Tabelle 21a:

Tabelle 22a:

Tabelle 23a:

Tabelle 24a:

Tabelle 25a:

Tabelle 26a:

Tabelle 27:

Tabelle 28:

Tabelle 29:

Tabelle 30:

Tabelle 31:

Tabelle 32:

Tabelle 33:

Tabelle 34:

Tabelle 35:

Tabelle 36:

Uberleben von S. Typhimurium DT104 (in KBE/ml) in der fliissigen Phase
(Ultrazentrifugation) der Giille der Milchviehanlage I, der Substrate des ersten und

zweiten Fermenters sowie in der Lagune bei einer Lagerungstemperatur von 37°C .................
Orientierende Untersuchungen zu Uberlebenszeiten nativer Salmonellen (KBE/ml) in

zwei Proben Rinderfliissigmist bei einer Lagerung von 35°C und 6°C .........cccooerieieienieieenne
Hygienisch-mikrobiologische Untersuchungen des bei 7°C gelagerten Rinderfliissigmistes
der Milchviehanlage I nach Zugabe von S. Typhimurium DT104........ccoccoveiiiiiiieeeeee
Hygienisch-mikrobiologische Untersuchungen des bei 7°C gelagerten Substrates der

Lagune nach Zugabe von S. Typhimurium DT104..........cooveviieiiiiieieieieeeeeeeneee e
Hygienisch-mikrobiologische Untersuchungen der bei 7°C gelagerten Rindergiille der
Milchviehanlage Il nach Zugabe von S. Typhimurium DT104 .....coocoooiiiiiiiiiie e
Hygienisch-mikrobiologische Untersuchungen des bei 22°C gelagerten

Rinderfliissigmistes der Milchviehanlage I nach Zugabe von S. Typhimurium DT104 .............
Hygienisch-mikrobiologische Untersuchungen des bei 22°C gelagerten Substrates der
Lagune der Milchviehanlage I nach Zugabe von S. Typhimurium DT104..........ccooovvevvveveennnnne.
Hygienisch-mikrobiologische Untersuchungen von bei 22°C gelagerter Rindergiille der
Milchviehanlage Il nach Zugabe von S. Typhimurium DT104 .....coccoooiiiiiiiiiiieeeeeeee
Hygienisch-mikrobiologische Untersuchungen des bei 37°C gelagerten

Rinderfliissigmistes der Milchviehanlage I nach Zugabe von S. Typhimurium DT104 .............
Uberlebenszeiten von S. Typhimurium DT104 in der bei 22°C gelagerten Rindergiille der
MIIChVIERANIAGE L.......oeiiieieiieiecic ettt ettt e et e s se e se e e ensessseesaeees
Uberlebenszeiten von S. Typhimurium DT104 in der bei 37°C gelageren Rindergiille der
MilChVIERANIAZE L......eoneiiiiee ettt s be et ane e
Uberleben von S. Typhimurium DT104 in geschlossenen Behiltnissen in Rindergiille bei
einer Lagerungstemperatur VON 37°%C.......ooiuiiiieieeiieiieseee ettt
Semiquantitative Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration von Ameisensiure

gegen S. Typhimurium DT 104 ..........oooviiieiieieeeeee ettt ettt b e se b e ssaesreennas
Semiquantitative Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration von Essigséure gegen

S. Typhimuriumt DT T4 c....ooiieieeeeeee ettt et et e s be e st e e s beesabeessbaesnseesssaensneenens
Semiquantitative Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration von Propionséure

gegen S. Typhimurium DT 104 ..ottt
Semiquantitative Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration von Buttersdure gegen

S, Typhimurium DTTO4 ......oocveiiieiieie ettt ettt et eesbe e aesteesseesbeessesreesseeseenns
Semiquantitative Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration von Isobutterséure

gegen S. Typhimurium DT 104 ..o
Semiquantitative Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration von Valeriansdure

gegen S. Typhimurium DT 104 ..ottt
Semiquantitative Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration von Isovaleriansdure

gegen S. Typhimurium DT 104 .........c.oooviiieiieieeeeee ettt ettt be e e saessaesaeennas



Tabelle 37:

Tabelle 38:

Tabelle 39:

Tabelle 40:

Tabelle 41:

Tabelle 42:

Semiquantitative Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration von Milchsiure gegen

S. Typhimuriumt DTTOA .....ooiieieeeeeee ettt sttt e st eebe e st eesabeessbeesaseesssaensseenses 155
Quantitative Hemmung der S. Typhimurium DT104 in verschiedenen

EssigsaurekonZentrationen ..........ceiueiriieniieiieieee ettt ettt 155
Quantitative Hemmung der S. Typhimurium DT104 in verschiedenen

Essigsdurekonzentrationen (Versuchswiederholung)..........cccceeevveiieienienieniieienieseeie e 156
Quantitative Hemmung der S. Typhimurium DT104 in verschiedenen
PropionsaureKONZENtratioNeN ........c.eeecvieriieeiieiiieeteesteesteesireeseeetaeesteeebeeeseeeseessseessseesnseensses 157
Quantitative Hemmung der S. Typhimurium DT104 in verschiedenen

ButtersdureKoNZentrationeNn . ..........ooeirtieiiieiieieeie ettt ettt sttt e 158
Quantitative Hemmung der S. Typhimurium DT104 in verschiedenen

ValerianSaureKONZENITATIONEN ..........covviiiiieieeeeieeeeeeeee ettt e e et e e e et e eeaeeesetaeeeeeaaeeeeeaeeesanaaeeeas 159



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:

Abbildung 2:

Abbildung 3:

Abbildung 4:

Abbildung 5:
Abbildung 6:

Abbildung 7:

Abbildung 8:

Abbildung 9:

Abbildung 10:

Abbildung 11:

Abbildung 12:

Abbildung 13:

Abbildung 14:

Abbildung 15:

Abbildung 16:

Abbildung 17:

Anzahl und Leistung der Biogasanlagen in Deutschland in den Jahren 1992-2002

(FACHVERBAND BIOGAS €. V., 2002) ...ccutiieuiiiiieiiniinieiieitieiesieieiesteeese sttt saeneenes 7
Biogas-Nutzung in Deutschland — Verteilung 2002 (FACHVERBAND BIOGAS e. V.,

2002) 1ttt b et et b et s s a e st a et n e n s 7
Zwischen- und Endprodukte beim anaeroben Abbau von Biomasse (MAURER und

WINKLER 1980, Vereinfacht) .........ccccvevuieciieiiiieiiesieeieeie ettt sra e esse e ssaeseees 13
Ansicht der Biogasanlage in Oberlungwitz/SachsSen............ccccvveveveierierieniieieieeeeee e 33
Durchflu8schema zu der Biogasanlage in Oberlungwitz/Sachsen ...........cccocceevvveenienienennenee. 33
Uberleben von S. Typhimurium DT104 (in KBE/ml) in der Giille der Milchviehanlage I,

im Substrat des ersten und zweiten Fermenters sowie im Material der Lagune bei einer
Lagerungstemperatur VON 37 C......ocuiiiuiiiieieeiieet ettt ettt ettt ettt et ettt enee s enaeeneas 62
Uberleben von S. Typhimurium DT104 (in KBE/ml) in der fliissigen Phase

(Ultrazentrifugation) der Giille der Milchviehanlage I, der Substrate des ersten und

zweiten Fermenters sowie der Lagune bei einer Lagerungstemperatur von 37 °C ..................... 63
Orientierende Untersuchungen zu Uberlebenszeiten nativer Salmonellen (KBE/ml) in

zwel Proben Rinderfliissigmist bei einer Lagerung von 35°C und 6°C ........ccccovvcvevienieniennenen. 65

Hygienisch-mikrobiologische Untersuchungen des bei 7°C gelagerten Rinderfliissigmistes

der Milchviehanlage I nach Zugabe von S. Typhimurium DT104 (Versuchswiederholung)........ 66
Hygienisch-mikrobiologische Untersuchungen des bei 7°C gelagerten Substrates der

Lagune nach Zugabe von S. Typhimurium DT104 .........ccoooiiiiiiiiieie e 68
Hygienisch-mikrobiologische Untersuchungen der bei 7°C gelagerten Rindergiille der
Milchviehanlage II nach Zugabe von S. Typhimurium DT104 (Versuchswiederholung) ............ 69
Hygienisch-mikrobiologische Untersuchungen des bei 22°C gelagerten

Rinderfliissigmistes der Milchviehanlage I nach Zugabe von S. Typhimurium DT104 ............... 70
Hygienisch-mikrobiologische Untersuchungen des bei 22°C gelagerten Substrates der

Lagune nach Zugabe von S. Typhimurium DT104 (Versuchswiederholung).............cccccevenenne. 71
Hygienisch-mikrobiologische Untersuchungen von bei 22°C gelagerter Rindergiille der
Milchviehanlage Il nach Zugabe von S. Typhimurium DT104 ......cccooceviiviiiininininieceieeen 72
Hygienisch-mikrobiologische Untersuchungen des bei 37°C gelagerten

Rinderfliissigmistes der Milchviehanlage I nach Zugabe von S. Typhimurium DT104 ............... 73
Uberlebenszeiten von S. Typhimurium DT104 in der bei 22°C gelagerten Rindergiille der
MilChVIEhanlage L...........ooiiiiiiiei ettt sttt ettt et e st e s e eneesaeas 75
Uberlebenszeiten von S. Typhimurium DT104 in der bei 37°C gelagerten Rindergiille der
MIiIChVIERANIAZE L.......ooieiieiieiiee ettt et e st e et et e enteenaeenaensaessaenneas 76



Abbildung 18:

Abbildung 19:

Abbildung 20:

Abbildung 21:

Abbildung 22:

Abbildung 23:
Abbildung 24:

Uberleben von S. Typhimurium DT104 in geschlossenen Behiltnissen in Rindergiille bei

einer Lagerungstemperatur VON 37%C .. ..cuiiiiiiiiieiiericeieee ettt 77
Quantitative Hemmung der S. Typhimurium DT104 (in KBE/ml) durch verschiedene
EsSigsaurekonZentrationen ........cecueeiirieriieetieiee ettt ettt ettt sae et ettt eeneenaean 80
Quantitative Hemmung der S. Typhimurium DT104 (in KBE/ml) durch verschiedene
PropionsaureKoNZentrationeN ...........c.ecveriieiiiecieeieiieseeieeteetesee st esteesseesseeseesseesseesseessesssesssensens 81
Quantitative Hemmung der S. Typhimurium DT104 (in KBE/ml) durch verschiedene
ButtersaurekONZEeNtrationNe ... ...couiiiiiiiiieiceteee ettt sttt ettt sbe e 81
Quantitative Hemmung der S. Typhimurium DT104 (in KBE/ml) durch verschiedene
ValerianaureKonZentrationeN. .........eeiuieriieierierteeteeie ettt ettt ettt e esee st e seeeeeneeeaeas 82
Uberleben von S. Typhimurium DT104 (in KBE/ml) nach Zusatz zu einem Siuregemisch......... 84
S. Typhimurium DT104 wichst auf MUELLER-HINTON-Medium Salmonellen-typisch,

der zum Vergleich aufgebrachte Zoosaloral®-Impfstamm bildet kleine ,,pin-point*-

KOIOMIEII AUS ...ttt ettt e e e e e ettt e e e s e esataereeeeseesasaaaaeeeeeseensaaseeeeesssnnnnees 85



1 Einleitung und Fragestellung

Die Salmonellen gehoren zu den gesundheitspolitisch und ckonomisch bedeut-
samsten Erregern gastrointestinaler Infektionen des Menschen. Die Salmonella-
Serovare Typhimurium und Enteritidis nehmen eine besondere pathogenetische
und epidemiologische Stellung ein. Zum dominierenden Epidemietyp in Euro-
pa entwickelte sich zwischen 1984 und 1986 der Salmonella Enteritidis -Stamm
PT4 (LIESEGANG et al. 1997). Obwohl heute noch tiber 50% aller Salmonello-
sen durch diesen Epidemiestamm hervorgerufen werden, befindet er sich seit
1992 auf dem Riickzug. Seitdem ist der S. Enterica -Stamm DT104 der Serovar
Typhimurium auf dem Vormarsch. Dessen auffilligstes Charakteristikum ist die

Antibiotikamehrfachresistenz, die bei 90% aller Isolate auftritt.

Zur Einddmmung der Salmonellenausbreitung ist die grofstmogliche Ausschal-
tung potentieller Infektionsquellen unerlasslich. Da Infektionsrisiken beispiels-
weise auch von tierischen Ausscheidungen in Form von Dung, Jauche und Gul-
le ausgehen, sollte man anstreben, dieses Potential wéahrend der Speicherzeit
soweit wie moglich zu reduzieren. Eine Moglichkeit hierzu stellt die anaerobe

Fermentation mit gleichzeitiger Biogasproduktion dar.

Ausgangspunkt dieser Arbeit waren unter anderem Untersuchungen von
GRUNWALD (1995). Er stellte fest, dass in Rindergtille Salmonellen wahrend
der mesophilen Fermentation unter Laborbedingungen nach 6 bzw. 8 Tagen
inaktiviert werden. Da hier keine thermische Abtétung der Salmonellen statt-
findet, stellt sich die Frage, welche speziellen Faktoren zu der Inaktivierung

fithren.

In einer Milchviehanlage in Oberlungwitz/Sachsen mit angeschlossener me-
sophiler Biogasanlage erkrankten Rinder an Salmonellose durch S. Typhimuri-
um. Nach einer Impfung der Kélber mit Zoosaloral R® (Impfstoffwerk Dessau-
Tornau) waren Salmonellen in der Giille der Milchviehanlage nachweisbar.
Diese Ausgangssituation ermoglichte weitergehende Untersuchungen zur Fra-
ge der Salmonelleninaktivierung. Im Einzelnen sollte den folgenden Fragen

nachgegangen werden:



Wie lange tiberleben Salmonellen in nativem Rinderfliissigmist? Sterben
Salmonellen unter nattirlichen Bedingungen wéhrend der mesophilen anae-

roben Fermentation ab?

Wird das Uberleben von Salmonellen in einer mesophilen Biogasanlage
durch den pH-Wert und das gleichzeitige Vorkommen anderer Bakterien
beeinflusst? Im Rahmen dieser Fragestellung sollte auch die aerobe Gesamt-
keimzahl und die Keimzahl ausgewahlter Fakalkeime in der Rindergitille be-

stimmt werden.

Welchen Einfluss hat die Temperatur auf die Uberlebensfihigkeit von Sal-
monellen in Rinderfliissigmist und in den einzelnen Kompartimenten einer
Biogasanlage? Wie verdandert sich die Gesamtkeimzahl in Abhéangigkeit von

der Temperatur?

Wie lange tiberlebt S. Typhimurium DT104 in der Gille bei 22°C und 37°C

unter Bedingungen der anaeroben Fermentation im Laborversuch?

Haben die wihrend der Fermentation in der Biogasanlage anfallenden,
kurzkettigen organischen Sauren Einfluss auf das Uberleben von S. Typhi-
murium DT104? Wird eine etwaige Beeinflussung durch eine einzelne Saure

oder das Sauregemisch hervorgerufen?

Sind Salmonellen nach der Impfung der Kilber mit Zoosaloral R® in der

Giille und in den Kompartimenten der Biogasanlage nachweisbar? Falls ja,
handelt es sich um Impfstamme oder Wildstimme? Zeigen nachgewiesene
Salmonellen Antibiotikaresistenzen? Verdandern auxotrophe Mutanten der
Salmonellen wihrend der Passage durch eine mesophile Biogasanlage ihre

Antibiotikaresistenz?



2 Literaturubersicht
2.1 Flussigmist

Unter Giille oder Fluissigmist versteht man das Gemenge, das in der Landwirt-
schaft aus den tierischen Ausscheidungen Kot und Harn anfillt und mit unter-
schiedlichen Mengen Wasser sowie Futter- und Einstreuresten versetzt ist
(STRAUCH 1990a). Durch die Lagerung behdlt Giille ihre Flief3Sfdhigkeit oder
sie wird zum Ausbringen wieder verfliissigt (HUFFMEIER 1984).

Da die Zusammensetzung des Fliissigmistes und die Menge der Ausscheidun-
gen von zahlreichen individuellen Einflussgrofien wie Tierart, Haltung, Fiitter-
ung, Jahreszeit, Geschlecht, Bewegung, Angst und Stress der Tiere bestimmt
wird (STRAUCH 1990a; TIETJEN 1978; VETTER und STEFFENS 1986), ist es
schwierig, die genaue Menge der anfallenden Giille vorauszusagen. Als
Leitzahlen werden fiir die Berechnung der tdglichen Menge tierischer Aus-
scheidungen 9% des Korpergewichts bei Rindern, 6% bei Schweinen und 10%
bei Gefliigel angegeben (TIETJEN 1978).

In der Bundesrepublik Deutschland fallen jahrlich etwa 190 Millionen Tonnen
Giille aus der landwirtschaftlichen Tierhaltung an (DOHLER et al. 1999). Dies
entspricht einem Nahrstoffpotential von 630 000 t Stickstoff, 160 000 t Phosphor
und 530000t Kalium (METZGER 1994). Obwohl Fliissigmist folglich einen
wertvollen Wirtschaftsdiinger darstellt, konnen von ihm eine Reihe von Um-
weltbelastungen und gesundheitlichen Risiken ausgehen. Daher ist neben der
Reduzierung des Pflanzenndhrstoffgehaltes der Aspekt der Hygienisierung von
grofier Bedeutung fiir die allgemeine Seuchenprophylaxe (HEROLD et al.
1999).

Besonders in Regionen mit einer hohen Besatzdichte an landwirtschaftlichen
Betrieben kann der Boden und in der Folge das Grundwasser mit tiberhthten
Gaben an organischem Diinger belastet werden (STRAUCH 1990b). Hierbei
steht die Stickstoffauswaschung im Vordergrund, die besonders bei leichten,
sorptionsschwachen Boden mit hohem Grundwasserstand und fehlender Vege-
tationsdecke im Herbst und Winter zu hohen Nitratbelastungen im Grundwas-
ser fithrt (METZGER 1994).



An Luftverunreinigungen ist die Emission von Methan dominierend. Die Ge-
samtemission von Methan aus tierischen Exkrementen wird in Deutschland auf
jahrlich 800 000 t/a geschidtzt (BUNDESMINISTERIUM FUR UMWELT, NA-
TURSCHUTZ UND REAKTORSICHERHEIT 1993). Dagegen betragen die
stoffwechselbedingten Methanemissionen der Nutztierhaltung in Deutschland
ca. 1,4 Mio t/a, wobei der weitaus iiberwiegende Anteil dieser Emissionen auf
die Haltung von Rindern zurtickzufiihren ist. Der Anteil der anthropogenen
Methanemissionen aus der Landwirtschaft wird auf etwa 34% geschatzt
(BUNDESMINISTERIUM FUR UMWELT, NATURSCHUTZ UND REAKTOR-
SICHERHEIT 1993). Als wichtigster Methanbildungsprozess bei Wiederkduern
ist die Reduktion von Kohlendioxid unter Wasserstoffaufnahme zu Methan im
Pansen unter anaeroben Bedingungen anzusehen (AHLGRIMM und GADE-
KEN 1990). Methan wird nur sehr langsam unter dem Einfluss von Sonnenlicht,
Ozon und freien Radikalen zu Kohlendioxid und Wasser oxidiert. Es ist mit
20% am Treibhauseffekt beteiligt und tragt dadurch, dass es fiir seine Oxidation
Ozon verbraucht, zur Vergroflerung des Ozonlochs in der Stratosphdre bei
(SCHULZ und EDER 2001).

Durch mogliche Kontamination der Giille mit bakteriellen, viralen und parasi-
taren Krankheitserregern kommt ihr ebenfalls epidemiologische Bedeutung zu.
In diesem Zusammenhang ist der geringe Trockensubstanzgehalt entscheidend,
denn im Gegensatz zum Festmist findet wihrend der Lagerung keine durch
Selbsterhitzung eingeleitete Abtotung von Krankheitserregern statt. In der fol-
genden Tabelle sind die wichtigsten Keime, die in Giille vorhanden sein kon-
nen, zusammengestellt (STRAUCH 1988):



Tabelle 1: In Gulle vorkommende bakterielle Krankheitserreger (STRAUCH 1988)

Rindergiille Schweinegiille Hiihnerkot
Salmonellen Salmonellen Salmonellen
Brucellen Brucellen Pasteurellen
Milzbrandbakterien Leptospiren Clostridien
Leptospiren Treponemen Listerien
Mykobakterien Mykobakterien Mykobakterien
enteropathogene E. coli | Rotlaufbakterien

Von den genannten, mit der Giille verbreiteten Bakterien sind die Salmonellen
am wichtigsten in Bezug auf eine gesundheitliche Gefdhrdung der Menschen
und Tiere und kénnen als Modell fiir andere bakterielle Infektionskrankheiten

bzw. als Indikatorkeime herangezogen werden (s. Kap. 2.3).

Virale Erreger weisen aufgrund fehlender Vermehrungsmoglichkeiten aufser-
halb ihrer Wirtsorganismen nur geringe Virustiter in Giille auf, dennoch konn-
ten beispielsweise die Erreger der Aujeszky’schen Erkrankung tiber 111 Tage
bei Raumtemperatur nachgewiesen werden (MACK 1986). Auch die Erreger
folgender Viruskrankheiten konnen in tierischen Fdkalien auftreten und stellen
eine potentielle Infektionsquelle dar: Maul- und Klauenseuche, Schweinepest,
Swine Vesicular Disease, Schweineinfluenza, Transmissible Gastroeneteritis,
Rotavirus-Infektionen, Teschener Erkrankung, Bluetongue, Atypische Geflii-
gelpest (STRAUCH 1988). An parasitdren Infektionserregern, die in Giille
nachgewiesen wurden, sind Spulwiirmer, Palisadenwiirmer, Saugwiirmer, Le-
beregel, Lungenwiirmer und Magenwiirmer zu nennen (PHILIPP 1998;
STRAUCH et al. 1993).

Aufgrund der potentiellen Belastung der Giille mit Krankheitserregern wurde
eine Fiille von biologischen, physikalischen, technischen und chemischen Ver-
fahren zur hygienischen Aufbereitung von tierischen Exkrementen entwickelt
(PHILIPP 1998). Auch innerhalb der im Rahmen der vorliegenden Dissertation
untersuchten Biogasanlage stellt die Hygienisierung des Fliissigmistes einen

wesentlichen Teilaspekt dar.



2.2 Biogas
2.2.1 Fermentation organischer Stoffe sowie Bedeutung der Cofermentation
2.2.1.1 Prinzipien

Bei der konzentrierten, einstreulosen Haltung grofier Tierbestinde kommt der
anaeroben Giilleaufbereitung mit Biogasgewinnung eine besondere Bedeutung
zu, und die Zahl der Biogasanlagen hat sich in Deutschland seit 1992 mehr als
verzehnfacht (DA COSTA GOMEZ 2002, Abbildung 1). Die Ursachen fiir die-
sen Trend sind die Bemiithungen zur CO,-Reduktion sowie die Endlichkeit und
steigenden Preise fossiler Energien. Daher hat die Europédische Union festge-
legt, dass bis zum Jahr 2010 der Anteil der regenerativen Energien von derzeit
sechs auf zwolf Prozent verdoppelt werden soll, und die Bundesldnder haben
zahlreiche Beihilfeprogramme zur Forderung der Erzeugung und der energeti-
schen Nutzung von Biogas eingerichtet (KONIG 2002). Bisher wurden Biogas-
anlagen vor allem in Bayern, Baden-Wiirttemberg, Niedersachsen und Nord-
rhein-Westfalen eingerichtet und genutzt, wahrend die tibrigen Bundesldnder -
und hier vor allem die ehemalige DDR - beztiglich der Anlagenzahl und der
installierten elektrischen Leistung in Megawatt (MW) noch deutlich unterrepra-
sentiert sind (Abbildung 2).
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Folgende Vorteile von Biogasanlagen lassen sich zusammenfassen:

Regenerative Energiequelle: Mit Hilfe von Biogasanlagen sind ortliche
Uberschiisse an organischer Substanz als regenerative Energiequellen er-
schliesbar. Je Kilogramm organischer Trockensubstanz lassen sich 0,3 bis 0,6
m?3 Biogas mit 50-80% Methananteil erschliefen (WEDEKIND et al. 1988).
Die Gasausbeute von Rindergiille betrdgt durchschnittlich 0,1-0,15 m?3
CH4/kg Trockensubstanz (KIRCHNER 1995).

Reduzierung von Luftschadstoffen: Die Emissionen von Methan bei der of-
fenen Lagerung von Giille und Mist werden drastisch eingeschrankt. Zu-
sdtzlich ist die energetische Nutzung von Biogas im Gegensatz zur
Verbrennung von Erdgas, Fliissiggas, Ol und Kohle COz-neutral, weil sich
das entstehende CO, im nattirlichen Kohlenstoffkreislauf bewegt und von
den Pflanzen wieder verbraucht wird. Es tragt dadurch nicht wie das aus
fossilen Rohstoffen stammende CO; zur Nettozunahme der COz-
Konzentration der Atmosphére bei (SCHULZ und EDER 2001).

Abbau umweltbelastender Geruchsstoffe: Ein grofier Teil der Geruchskom-
ponenten wie Essigsdure, Propionsdure, Buttersdure, Indol und Skatol ist
leicht abbaubar und geht durch die anaerobe Fermentation stark zurtick.
Hierdurch erfolgt eine Reduzierung der Geruchsquantitit um 40-50%
(WENZLAFF 1981).

Der Vergarungsprozess reduziert die Anzahl pathogener Keime und die
Keimfdhigkeit von Unkrautsamen (FACHVERBAND BIOGAS e. V. 2002).

Verbesserung der Pflanzenverfiigbarkeit: Durch den Abbau organischer
Substanzen werden Nahrstoffe schneller freigesetzt und sind daher leichter
pflanzenverfiigbar. Besonders der Anteil des Ammoniumstickstoffs steigt
deutlich an (VETTER und STEFFENS 1986). Biogasgitille hat eine bessere
Diingewirkung als unvergorene Giille, da sich durch die Mineralisierung
das C/N-Verhdltnis einengt und die Giille pflanzenvertraglicher wird. Sie
eignet sich dann sogar als Kopfdiinger und ist wahrend der Wachstums-

phase einsetzbar. Diinge- und Pflanzenschutzmittel werden eingespart. Bio-



gasgtille kann effektiv Mineraldiinger substituieren und Trinkwasser scho-
nen (FACHVERBAND BIOGAS e. V. 2002).

e Es entsteht ein homogenes Produkt, das eine geringere Viskositdt durch
Abnahme des Trockensubstanzgehaltes aufweist und dadurch gut pumpfa-
hig ist (WEDEKIND et al. 1988).

e Die Wirtschaftsfiahigkeit des landlichen Raumes nimmt wieder zu (FACH-
VERBAND BIOGAS e. V. 2002). Statt organische Reststoffe nur zu entsor-
gen, werden Energie erzeugt und Nahrstoffe genutzt. Damit trigt die Bio-
gastechnik dem Gedanken der umweltgerechten Kreislaufwirtschaft und
der dezentralen Abfallverwertung Rechnung. Landwirte, die z. B. organi-
sche Abfille von Kommunen mitverwerten, erhalten dadurch eine neue
siedlungspolitische Funktion (FACHVERBAND BIOGAS e. V. 2002).

e Das Klimaschutzziel, den Anteil erneuerbarer Energien bis zum Jahr 2010
mindestens zu verdoppeln, wird unterstiitzt (FACHVERBAND BIOGAS e.
V. 2002).

e Durch Kraft-Warme-Kopplung erfolgt die Erzeugung von thermischer und
elektrischer Energie. Diese kann zur Deckung des Warmebedarfs der Ge-
bdudeheizung und Brauchwassererwdrmung genutzt werden. Die Erzeu-
gung elektrischer Energie wird fiir Anlagen bis einschliefslich einer instal-
lierten Leistung von 500 Kilowatt (kW) mit mindestens 0,10 Euro/kWh ver-
giitet (FACHVERBAND BIOGAS e. V. 2002).

Die Fermentation organischer Substanzen geschieht in der Natur unter Sauer-
stoffabschluss und im feuchten Milieu durch Methanbakterien bei Temperatu-
ren zwischen 0°C und 70°C. Im Gegensatz zur Kompostierung entsteht beim
Verfaulen keine Warme, dafiir jedoch das brennbare Methangas; aufierdem
werden Kohlendioxid und Wasser sowie einige Spurengase und Humusstoffe
erzeugt (SCHULZ und EDER 2001). In Biogasanlagen findet der Methanga-
rungsprozess unter kontrollierten Prozessbedingungen statt. Reste abgestorbe-
ner oder Exkremente lebender Organismen werden bei Vorhandensein einer

Mindestmenge an Feuchtigkeit unter Sauerstoffabschluss, in schwach alkali-
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schem Milieu und bei Temperaturen tiber 4°C dem Abbauprozess der Bakterien
unterworfen. Am Ende dieses Konvertierungsprozesses liegen ein technisch
nutzbares, methanhaltiges Brenngas - das Biogas - und ein mikrobiell nur noch
schwer angreifbarer, hochmolekularer Faulschlamm vor, der sich gut als Hu-
musdiinger eignet (BIET 1995). Die Zusammensetzung des Biogases schwankt
in Abhdngigkeit vom Substrat und dem gewdihlten Biogasverfahren. Der Me-
thangehalt liegt zwischen 50-75% und der CO,-Gehalt zwischen 16-44%. Zu-
satzlich sind im Biogas bis zu 1% Schwefelwasserstoff und 6-8% an sogenann-
ten Restgasen enthalten (Ammoniak, elementarer Stickstoff, Wasserstoff und
Sauerstoff) (SCHULZ und EDER 2001).

Seit 1992 wird zunehmend die sogenannte Cofermentation praktiziert, d. h. die
Vergdrung von Giille oder Festmist zusammen mit organischen Stoffen, die
nicht in der Viehwirtschaft anfallen. Fiir den Betreiber einer Biogasanlage ist
die Cofermentation wirtschaftlich interessant, weil das Kosten-Nutzen-
Verhiiltnis der Biogaserzeugung durch die hoheren Gasertriage und die mogli-
chen Einnahmen von Entsorgungsgebtihren erheblich verbessert werden kann
(BASERGA 1998). In der Landwirtschaft kommen als Cosubstrate organische
Reststoffe wie Silagesickersaft, Brennereischlempe, Gemiiseabfille, Molkereiab-
falle und kommunaler Grasschnitt in Frage. Am haufigsten werden fetthaltige
Substrate genommen (KRIEG 2001). Beispielsweise liefert die Vergdrung von
Altfett einen Gasertrag von 800 m3 pro Tonne; dies entspricht dem 20- bis 30-
fachen Ertrag aus Rindergiille allein (BASERGA 1998). Die verwertbaren Men-
gen an Cosubstraten legt die Diingeverordnung von 1996 eindeutig fest (KRIEG
2001).

Anaerobe Behandlungen sollten wegen der hohen Abbauraten der nativ-
organischen Substanz und des emissionsarmen Endproduktes fiir den techni-
schen Einsatz zur mechanisch-biologischen Restabfallbehandlung in Betracht
gezogen werden (VOLLMER 2000).

2.2.1.2 Methanogenese

Die Methanbildung steht am Ende einer vierstufigen Kaskade, wahrend derer
die organische Substanz unter Ausschluss von molekularem Sauerstoff zerlegt
wird.
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In der 1. Phase (Hydrolyse — Verfliissigung) werden hochmolekulare Verbin-

dungen wie beispielsweise Polysaccharide, Fette sowie Proteine und Nuklein-
sduren in die niedermolekularen Spaltprodukte Mono-, Disaccharide, Amino-
sduren, langkettige Fettsduren und Glyzerin aufgetrennt. Die hierfiir erforderli-
chen exogenen Enzyme stammen von fakultativ und obligat anaeroben Bakteri-
en, die bereits im Rohmaterial, wie tierischem Kot, in hohen Keimzahlen vor-
handen sind (MAURER und WINKLER 1980; SCHERER 1995). Die in Wasser
gelosten Spaltprodukte konnen durch die Zellmembranen in die Bakterienzelle
eindringen und hier als Substrate fiir die weitere Verstoffwechselung dienen
(SIXT 1983).

Die Hydrolyse stellt innerhalb der vierstufigen Methanbildung den langsam-
sten Schritt dar und bestimmt folglich die Aufenthaltsdauer eines Substrates in

der Biogasanlage.

Die durch die hydrolytische Spaltung entstandenen Bausteine werden in der 2.

Phase, der Fermentation oder Versduerungsphase, in mehreren aufeinanderfol-

genden Fermentationsschritten weiter vergoren. Es entstehen kurzkettige orga-
nische Karbonsduren (Ameisensdure, Essigsdure, Milchsdure, Propionsdure,
Buttersdure, Isobuttersdure, Valeriansdure, Isovaleriansdure, verzweigte Fett-
sduren usw.) aber auch Alkohole, Ammoniak, Kohlendioxid und Wasserstoff
(STADLBAUER 1982). Die Effektivitdt dieser , Versduerung” wird durch den
Wasserstoffpartialdruck beeinflusst, und mit steigendem Wasserstoffgehalt
nimmt auch die Menge der gebildeten Propion- und Buttersdure zu. Wahrend
dieser Phase sind die beteiligten Bakterien fakultativ anaerob, d. h. sie nutzen
entweder gelosten Sauerstoff oder anorganische Verbindungen wie Nitrate

oder Sulfate als Wasserstoffakzeptor.

Fettsduren werden durch B-Oxidation schrittweise um Cr-Einheiten bis hin zu
Acetat reduziert, Aminosduren durch gekoppelte Oxidations-Reduktions-
Reaktionen zu Acetat, Ammoniak und Kohlendioxid abgebaut (SIXT 1983).

Der folgende 3. Schritt, die Acetogenese, bewirkt, dass die bisher entstandenen

sauren Substrate von den Methan-bildenden Mikroorganismen verwertet wer-

den konnen. Die Acetogenese stellt den thermodynamisch schwierigsten Ab-
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schnitt des Gesamtabbaus dar, da die Reaktionen nur dann ablaufen konnen,
wenn der Wasserstoffpartialdruck sehr niedrig ist (SCHERER 1995).

Acetogene Bakterien bauen die vorhandene Propionsdure und Buttersdure, so-
wie Alkohole, zu Acetat, Ammoniak und Kohlendioxid ab (STADLBAUER
1982). Als Stoffwechselprodukt entsteht Wasserstoff, der in zunehmenden Kon-
zentrationen die Bioaktivitdt dieser obligat protonenreduzierenden Bakterien
hemmt. Daher ist die Gegenwart von Methanbakterien erforderlich, die den
anfallenden Wasserstoff durch eine Reaktion mit Kohlendioxid entfernen, d. h.

es besteht eine obligate Symbiose zu den Methanbildnern der 4. Phase, der Me-
thanogenese.

Die Methan-bildenden Bakterien sind Substratspezialisten, d. h. sie konnen nur
sehr wenige Substanzen umsetzen und benétigen dabei Wasserstoff als Ener-
giequelle und Kohlendioxid als Kohlenstoffquelle und Elektronenakzeptor.
Durch den Verbrauch an Wasserstoff wirken sie einer Ubersduerung entgegen.
Obwohl alle Methanbakterien mit Wasserstoff und Kohlendioxid als einziger
Energiequelle wachsen konnen, sind einige Spezies in der Lage die Salze der
Ameisen- und Essigsdure sowie Methanol fiir die Methanproduktion zu ver-
werten (THAUER und FUCHS 1979). Obwohl die Methanbildung aus Kohlen-
dioxid am effektivsten ist, stammen nur 27-30% des gebildeten Methans aus
CO,, wahrend 70% aus Acetat gebildet wird.

In der folge