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Vorwort

Gute Ideen werden am Anfang verlacht, dann bekdmpft und zum Schluss hoffentlich doch
verwirklicht.

1996 hatte Herr Dipl. Landwirt E. Attenberger vom (damaligen) Bayerischen Landesamt fiir
Wasserwirtschaft die Idee, Giille so zu behandeln, dass diese zumindest in der Schutzzone II
B in Wasserschutzgebieten ausgebracht werden kann. Anlass war das Vorhaben der
Stadtwerke Rosenheim, das bestehende Wasserschutzgebiet im Unteren Mangfalltal aus
Sorge um die Trinkwasserqualitit zu erweitern. Das in der Musterschutzgebietsverordnung
enthaltene Giilleausbringverbot in der Schutzzone II erzeugt bei vielen Landwirten
Unbehagen, bei Bio- Landwirten sogar Existenzéngste. Die betroffenen Landwirte, die neu
mit Schutzgebietsauflagen konfrontiert werden sollten, standen dieser Losung offen
gegeniiber und sahen auch die Mdoglichkeit, etwas Neues fiir die Landwirtschaft zu erkunden.
Gemeinsam mit den anderen beiden Wasserversorgungsunternehmen, den Stadtwerken Bad
Aibling und der Stadt Kolbermoor sollte dieses Vorhaben verwirklicht werden. Dies bot sich
auch deshalb an, da sich die Schutzgebiete iiberschneiden und die Auflagen Landwirte
betreffen, die Biirger dieser beiden Nachbarstidte sind. Von Anfang an hat der dort frither
selbst als Landwirt praktizierende MdL Josef Ranner sich fiir das Vorhaben im Landtag und
in den beteiligten Ministerien eingesetzt. Neben der politischen Aktivitdt hat die fachliche
Kompetenz des leider schon verstorbenen ehemaligen Prisidenten der Bayerischen
Landesanstalt fiir Landwirtschaft, Herrn Prof. Dr. Dr. hc. Hans Schon entscheidend dazu
beigetragen, die Forschungsanlage in Berbling bei Bad Aibling entstehen zu lassen.

Nach vielen zdhen Gespriachen in den Ministerien, die Herr Dr. Gronauer von der (damaligen)
Bayerischen Landesanstalt fiir Landtechnik und ich als Vertreter der Stadtwerke Rosenheim
GmbH& Co. KG gefiihrt haben, ist es gelungen, den Bau einer Versuchsanlage fiir das
Forschungsvorhaben ,,Biogastechnologie zur umweltvertraglichen Fliissigmistverwertung und
Energiegewinnung in Wasserschutzgebieten* zu verwirklichen. Die beiden Herren Prof. Dr.
Peter Wilderer, Ordinarius am damaligen Lehrstuhl fiir Wassergiite- und Abfallwirtschaft der
TU Miinchen und Dr. Peter Schindler von der damaligen Landesuntersuchungsanstalt Siid
haben uns als anerkannte Hygienefachménner wertvolle Argumentationshilfen geliefert. Von
Seiten der Stadtwerke Rosenheim und den beiden Oberbiirgermeistern, H. Dr. Michael
Stocker und seiner Nachfolgerin Frau Gabriele Bauer habe ich dafiir von Anfang an
Zustimmung erhalten. Dass eine vertrauensvolle nachbarschaftliche Zusammenarbeit mdglich
ist, zeigt das Engagement der beiden Stidte Bad Aibling und Kolbermoor. Immerhin haben
alle drei Stddte einen Betrag von knapp 200 000 € fiir diese Forschungsanlage aufgebracht.
Aller Einfluss hitte nichts bewirkt, hitten wir nicht einen versierten Landwirt gefunden,
dessen Viehbesatz mit dem Konzept iibereinstimmte, der sowieso einen neuen
Endlagerbehiélter errichten wollte und der uns mit seinem Wissen und Kdénnen iiber vier Jahre
hinweg half, zu den nun vorliegenden Forschungsergebnissen zu kommen. An dieser Stelle
mochte ich im Namen aller Beteiligten einen ganz besonderen Dank an Herrn und Frau
Schweiger aus Berbling aussprechen.

Zur endgiiltigen Bewilligung des Forschungsprojektes hat vor allem Frau Dipl.-Ing. agr.
Silvia. Schattner und Herr Dipl.-Ing. Mathias Effenberger mit den perfekt ausgearbeiteten
Antrigen bei den beiden Bayerischen Staatsministerien fiir Landwirtschaft u. Forsten bzw.
Landesentwicklung, Umwelt und Gesundheit wertvolle Dienste geleistet. Beide Héuser
gemeinsam haben einen Zuschuss von knapp 900 000 € ausgereicht.



H. Effenberger verbindet mit den Forschungsaufgaben an ,,unserer* Anlage seine Promotion.
Dafiir alles Gute.

Die Planung und die Bauiiberwachung der Pilotanlage iibernahm das Planungsbiiro Bauer und
Wiesner GmbH in Rosenheim. Die Fa. Schmack Biogas GmbH aus Schwandorf als
ausfiihrende Firma hat mit dem Planungsbiiro, dem Auftraggeber und den Wissenschaftlern,
die naturgegeben hin und wieder Anderungswiinsche anmeldeten, jederzeit kooperativ
zusammengearbeitet. Dem Ingenieurbiiro ist es gelungen, wihrend der Bauzeit alle Interessen
zu koordinieren und umzusetzen. Dafiir gebiihrt allen Beteiligten ein herzlicher Dank.

Herr Staatsminister Josef Miller nahm personlich die Anlage am 20.09.2002 in Betrieb. Daran
kann man auch die politische Bedeutung dieser Forschung abschétzen.

Die Bandbreite der gewonnen Erkenntnisse wihrend des vierjdhrigen Versuches hat sich vor
dem Hintergrund neuer Diskussionen oder gesetzlichen Vorgaben erweitert. Wer sprach 2002
von EHEC in der Landwirtschaft oder von einer zu erwartenden européischen
Badegewésserverordnung?

Das Forschungsvorhaben hat mehr Erkenntnisse gebracht, als in der Aufgabenstellung
definiert waren und hat vor allem eine technische Mdglichkeit bei schwierigen
Wasserschutzgebietsausweisungen aufgezeigt.

Gute Ideen aus denen sich dann Verfahren entwickeln, die wissenschaftlich anerkannt und
bewiesen sind, sollten dort, wo dies sinnvoll ist, verwirklicht werden.

Ludwig Neser
ehem. Prokurist der SWRO
und Projektleiter
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Zusammenfassung Berichtsteil A

Fiir bestehende landwirtschaftliche Betriebe mit Tierhaltung, deren Flichen durch die
Verschiarfung von Ausbringverboten fiir Wirtschaftsdiinger - z. B. im Falle der
Neuausweisung oder VergroBerung von Trinkwasserschutzgebieten - betroffen sind, kann
gegebenenfalls die verbliebene Fliche fiir die Ausbringung der anfallenden Wirtschaftsdiinger
nicht mehr ausreichen. Eine Region, in der solche Konflikte auftreten, ist das untere
Mangfalltal, wo eine Erweiterung des bestehenden Schutzgebietes fiir die
Trinkwasserbrunnen der Stadtwerke Rosenheim GmbH u. Co. KG (StwRo), der Stadtwerke
Bad Aibling und der Stadt Kolbermoor mit Giilleausbringverbot in der Schutzzone I1
notwendig wurde. Die Stadtwerke Rosenheim begannen daraufhin, nach Mdglichkeiten zur
Vermeidung des Eintrags pathogener Mikroorganismen in das Grundwasser durch eine
priaventive Behandlung von Wirtschaftsdiinger zu suchen. Als vielversprechendstes Verfahren
hierfiir wurde wegen der positiven Energiebilanz und der Moglichkeit der Erwirtschaftung
von Erlosen aus dem Verkauf des produzierten Stromes die Biogastechnologie ausgewihlt.

Von der LfL-Landtechnik wurde eine Kaskade von drei Fermentern entworfen, die im
mesophilen, thermophilen und mesophilen Temperaturbereich betrieben wurden. Zielsetzung
des Forschungsprojektes war es, auch unter praxisorientierten Bedingungen (d. h. im
PilotmaBstab) zu priifen, ob das gewihlte Biogasanlagenkonzept:

e in der Lage ist, einen seuchenhygienisch unbedenklichen Gérrest zu erzeugen, der
(z.B. als Ausnahmeregelung) eine Ausbringung als Wirtschaftsdiinger in sensiblen
Gebieten wie (z.B. bestimmten Bereichen mit besonderen Merkmalen) der
Wasserschutzzone II erlauben kénnte und

e in der vorgeschlagenen oder einer abgewandelten Form eine Ldsung zur
umweltvertriglichen Flissigmistverwertung und Energiegewinnung auf der Ebene
eines Wasserschutzgebietes bieten konnte.

Das gewidhlte Verfahren wurde in einer Modell-Biogasanlage (Modellanlage) im
halbtechnischen Mallstab sowie im volltechnischen Mafistab und unter den Bedingungen
eines flir das betroffene Einzugsgebiet typischen Milchproduktionsbetriebes in einer Pilot-
Biogasanlage (Pilotanlage) fiir die Behandlung der Giille von 100 GV Milchvieh untersucht.
Im PilotmaBstab wurden zusitzlich zur Leistungsfahigkeit des Verfahrens im Hinblick auf die
Hygienisierung und die Methanproduktion auch Betrachtungen zur Wirtschaftlichkeit und
Energieeffizienz des ausgewéhlten Verfahrens vorgenommen.

In der Pilot-Biogasanlage durchlief die Giille nacheinander einen mesophilen, einen
thermophilen und wieder einen mesophilen Fermenter, bevor der Gérrest in ein gasdicht
abgedecktes Endlager iiberlief. Die Biogasverwertung erfolgte in einem Blockheizkraftwerk
(BHKW) mit Ziindstrahlmotor Das Verfahrensschema der Modellanlage entsprach dem der
Pilotanlage, jedoch ohne Endlager. Die Modellanlage wurde wihrend des gesamten
Betriebszeitraumes mit Rohgiille von der Pilotanlage beschickt. Die beiden Anlagen wurden
zeitweise parallel betrieben, wobei Versuche bei tiglich vierundzwanzigmaliger und
sechsmaliger Beschickung der Anlagen durchgefiihrt wurden.

Auf Grundlage des Standes des Wissens wurde eine Temperatur von 55°C im thermophilen
Fermenter als Sollwert flir die Sicherstellung einer ausreichenden Hygienisierungsleistung
festgelegt Diese Solltemperatur konnte im liegenden, thermophilen Fermenter der Pilotanlage
erst nach technischen Nachbesserungen erreicht werden. Eine exakte Einhaltung der
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Solltemperatur konnte jedoch auch dann nicht iiber die gesamte Fermenterlinge und nicht
durchgiingig sichergestellt werden. Bei sechsmaliger Beschickung am Tag war das
Temperaturlingsgefille 1m liegenden Fermenter wesentlich geringer als bei
vierundzwanzigmaliger Beschickung. Im thermophilen Modellfermenter wurde eine mittlere
Temperatur von 54,7 bis 54,9°C durchgéingig mit geringen Schwankungen eingehalten.
Einfliisse des Beschickungsintervalles auf die Temperaturverteilung im Fermenter wurden
hier durch das Heizungssystem praktisch vollstindig eliminiert. Die Erhohung des
Temperaturniveaus im thermophilen Fermenter durch technische Nachbesserungen bewirkte
eine deutliche Verbesserungen der erzielten Keimzahlreduktion. Die dann noch auftretenden
Unterschiede zwischen der Temperaturfilhrung des liegenden Fermenters der Pilot- und der
Modellanlage beeinflussten hingegen die Reduktion Fikalcoliformer Keime nicht. Dies deutet
darauf hin, dass — in etwa gleiche Verweilzeiten in den liegenden Fermentern vorausgesetzt —
die auftretenden Temperaturunterschreitungen in Teilen des F2 in Bezug auf diesen
hygienischen Parameter unkritisch waren bzw. durch teilweise Temperaturiiberschreitungen
kompensiert wurden.

Im ersten, mesophilen Fermenter der Pilotanlage konnte die Zieltemperatur von 38°C mit
ausreichender Genauigkeit eingehalten werden. Wihrend im Sommer zeitweise noch
Uberschusswirme zur Verfiigung stand, waren im Winter die Wirmeverluste der Anlage zu
grol, um die Temperatur im dritten, mesophilen Fermenter auf 38°C zu halten. Die
mesophilen Modellfermenter 1 bzw. 3 wurden im Mittel bei 38,3 £ 1°C bzw. 37,7 + 0,5°C
betrieben.

Insbesondere im Falle der Pilotanlage war nach dem (Wieder-)Anfahren des Prozesses ein
Zeitraum von mehreren Monaten erforderlich, bis sich in Bezug auf die Konzentration an
fliichtigen Fettsduren in den Fermentern 1 und 2 ein stationédrer Prozess eingestellt hatte. Auch
bei weitgehend stationdrem Betrieb war die FFS-Konzentration in den thermophilen
Fermentern tendenziell hoher als typischerweise fiir einen einstufigen, thermophilen Prozess
zu erwarten, ohne dass eine Instabilitit des Abbauprozesses angezeigt wurde. Der pH-Wert
lieferte in dem stark gepufferten Substrat Milchviehgiille keinerlei Hinweise auf eine
Instabilitdt des Prozesses. Eine Hemmung des anaeroben Abbaus in der thermophilen Stufe
durch NH3-N konnte nicht nachgewiesen werden.

Im Vergleich der Pilot- und Modellanlage lieB3 sich kein klarer Unterschied der ermittelten
Abbaugrade der organischen Trockenmasse in den Fermenterkaskaden erkennen, obwohl die
mittlere hydraulische Verweilzeit in der Modellanlage in den beiden Versuchsabschnitten um
ca. 10 bzw. 20 % geringer war als in der Pilotanlage. Unterschiede ergaben sich bei der
Abbauleistung der einzelnen Fermenter, wobei in allen Féllen der groBite Anteil des Abbaus
bereits in der ersten, mesophilen Stufe beobachtet wurde. Bezogen auf den theoretisch
abbaubaren Anteil der 0TM zeigte die Fermenterkaskade eine Abbaueffizienz von ca. 51 %
bei einer relativ langen hydraulischen Verweilzeit von 45 Tagen. Im Gérrestlager der
Pilotanlage fand ein weiterer nennenswerter Abbau organischer Substanz statt. Die Zunahme
des anorganischen Stickstoffanteils wéhrend des anaeroben Abbaus der Rohgiille in der
Pilotanlage von ca. 22 % war im Einklang mit entsprechenden Literaturangaben.

UnregelméBigkeiten in der Beschickung sowie die Entnahme von Gérrest verursachten
deutliche Schwankungen der Biogasproduktionsrate in der Pilotanlage. Die etwas hohere
Biogasproduktion bei vierstiindlicher Beschickung wurde durch den geringeren Methangehalt
in etwa ausgeglichen, sodass sich kein signifikanter Unterschied in der Methanproduktion
ergab. Die Anteile der einzelnen Fermenter an der Methanproduktion konnten nicht gemessen
werden. In der Modellanlage waren die Schwankungen der Biogasproduktionsrate
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erwartungsgemill deutlich geringer als in der Pilotanlage. Etwas mehr als die Hélfte des
produzierten Methans stammte hier aus der ersten, mesophilen Stufe.

Der Fortgang des anaeroben Abbauprozesses im unbeheizten Gérrestlager der Pilotanlage war
an erhohten Fettsdurekonzentrationen in Proben des Garrestes erkennbar. Eine weitere
signifikante Erhohung des anorganischen Stickstoffanteils wihrend der Lagerung im
Vergleich zum dritten Fermenter konnte nicht nachgewiesen werden. Das in Batch-Versuchen
ermittelte Restmethanpotential des Gérrestes betrug ca. 15 % der in der Pilotanlage erzielten
Methanausbeute.

Aus der mesophil-thermophil-mesophilen Vergirung der Milchviehgiille in der Pilotanlage
wurde eine relativ hohe Methanausbeute von 0,24 m3*(kg oTM)" erzielt, wihrend die
spezifische Methanproduktionsrate mit 0,33-0,34 m**(m’*d)"’ aufgrund der seriellen
Anordnung der Fermenter gering war. Dabei wurde die zweite Stufe nicht so hoch belastet,
wie dies flir einen thermophilen Prozess anzustreben wire. Es bleibt daher zu untersuchen, ob
durch Verzicht auf die mesophile, erste Stufe und einen Betrieb des Systems bei hoherer
Raumbelastung die Abbaueffizienz gesteigert werden kann. Vorlaufige Ergebnisse deuten auf
eine deutlich erhohte Biogasproduktionsrate bei thermophil-thermophil-mesophiler
Betriebsweise hin.

In der Modellanlage wurde trotz ca. 10 % kiirzerer Verweilzeit praktisch dieselbe
Biogasausbeute erzielt wie in der Pilotanlage. Vermutlich kam es durch den Abbauprozess
und die Mazerierung der Rohgiille fiir die Modellanlage zu einer Verdnderung der
Zusammensetzung der oTM in Richtung einer besseren Abbaubarkeit.

In den liegenden Fermentern wurde in Markierungsexperimenten mit Lithiumchlorid eine
mindestens doppelt so hohe Mindestverweilzeit gefunden wie in einem Riihrkesselfermenter,
wobei die Umstellung auf vierstiindliche Beschickung keine Erhéhung der Mindestverweilzeit
bewirkte.

Das Heizungssystem der Pilotanlage stie aufgrund planerischer und technischer Mingel
angesichts der geforderten zwei Temperaturniveaus (mesophil und thermophil) an seine
Grenzen. Dies konnte durch nachtrigliche UmbaumaBBnahmen teilweise kompensiert werden.
Im ersten mesophilen Fermenter fiihrten Ausfille des Stabmixers bei gleichzeitigem Heizen
wiederholt zum Uberschiumen des Fermenterinhaltes und zur Verschmutzung des
Gasleitungssystems. Die Griinde hierfiir konnten nicht abschlieBend geklédrt werden. Abhilfe
konnte moglicherweise eine bessere Abstimmung von Heizungs- und Riihrtechnik bringen.

Der direkt vor dem Motor installierte Balgengaszdhler zeigte bei Vergleichsmessungen eine
gute Genauigkeit. Die storungsanfillige Elektronik der BHKW-Steuerung litt vermutlich
unter den hohen Temperaturen im BHKW-Container. Hier ist eine separate Temperierung des
Schaltschrankes oder eine bessere Durchliiftung des BHKW-Raumes vorzusehen.

Die sich aus Sicht der Pflanzenerndhrung ergebenden Vorteile einer Vergdrung der Giille sind
die schnellere Nahrstoffwirkung, die hohere FlieBfdhigkeit, die Verringerung der
Geruchsbelastung und die Erhaltung der Humusforderung. Die N-Diingewirkung der
Biogasgiille hdangt wesentlich stirker von der Vermeidung der gasférmigen
Ammoniakverluste ab, als von einer mdglicherweise nicht ganz genau bekannten N-Wirkung
aus dem Gaérrest. Fiir Biogasgiille konnen die Ausbringpline fiir unvergorene Giille
iibernommen werden. Wenn die hygienischen Gefahren durch die Gérrestausbringung als
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niedrig eingestuft werden konnen, erscheinen aus Sicht der Nitratproblematik zusétzliche
Auflagen fiir die Ausbringung von Gérrest in Wasserschutzgebieten nicht sinnvoll.

Die genauen Ursachen fiir die beobachteten Atzschiden nach Ausbringung des unverdiinnten
Girrestes auf Griinland konnten nicht geklart werden. Vermutet wird ein Zusammenhang mit
der hoheren Mineralstoffkonzentration der Biogasgiille und eine zu bestimmten Zeitpunkten
hohere Anfilligkeit der Pflanzen. Als Abhilfemafinahmen bieten sich die Vermeidung der
Ausbringung von Gérrest bei ungiinstigen Witterungsbedingungen oder die Verdiinnung des
Girrestes an.

Bei der Verwertung des Biogases aus der Pilotanlage im BHKW lag der Ziinddlanteil wegen
des erforderlichen Heizoleinsatzes im Winterhalbjahr im Jahresdurchschnitt bei 25 %. Im
reinen Biogasbetrieb betrug der Ziindolanteil 16 % bis August 2004, dann reduzierte er sich
nach einer Wartung und Neueinstellung des Motors auf 10 %. Einzelmessungen ergaben fiir
das Ziindstrahl-BHKW einen elektrischen Wirkungsgrad von knapp 33 %. Im
Jahresdurchschnitt betrug der elektrische Wirkungsgrad nur 30 %. Dieser etwas geringere
Wert ist vor allem auf den zeitweisen Teillastbetrieb des BHKW zuriickzufiihren, bei
welchem der elektrische Wirkungsgrad verringert ist. Der Teillastbetrieb wurde gewihlt, um
eine Verldngerung der tiglichen Laufzeit des BHKW und damit eine gleichméaBigere
Wirmeversorgung der Fermenter zu erzielen. Der thermische Wirkungsgrad des BHKW
betrug im Jahresmittel 37 %. Das Blockheizkraftwerk erreichte damit einen
Gesamtwirkungsgrad von 67 %.

Als KEA der Pilot-Biogasanlage wurde ein Wert von 3.536 MWh ermittelt, davon 233 MWh
(6,6 %) fiir die Herstellung, 3.347 MWh (94,6 %) fiir die Nutzung und eine Gutschrift von
-44 MWh (1,2 %) fiir die Entsorgung. Der KEA der Pilotbiogasanlage ist vor allem durch die
hohen Aufwendungen an fossiler Betriebsenergie gekennzeichnet. MaBBnahmen fiir einen
geringeren Betriebsstoffverbrauch sind ein an die tatsdchliche Biogasproduktion angepasstes
Blockheizkraftwerk, eine optimierte Fermenterheizung und verbesserte Isolation vor allem
des thermophilen Fermenters sowie eine Reduzierung der Riithrwerkslaufzeiten auf das
absolut Notwendige.

Die bei der Herstellung aufgewendete Energie wurde beim Betrieb der Anlage 4,76 mal
wiedergewonnen. (Erntefaktor fiir die Herstellung). Werden auch der Energieaufwand fiir
Ersatzteile und Entsorgungsaufwendungen bzw. -erlose mit beriicksichtigt, so wird die
Energie 5,18-fach wiedergewonnen (Erntefaktor fiir das Kraftwerk). 31 % der gesamten
»investierten* fossilen Energie werden wéhrend des Betriebs und der Entsorgung der Anlage
als Nutzenergie frei (Gesamterntefaktor). Eine Erh6hung des Gesamterntefaktors kann vor
allem durch eine Erniedrigung des fossilen Energiebedarfs wihrend des Betriebs erreicht
werden. Fiir die Pilotbiogasanlage ergibt sich ein Zeitraum von 1,4 Jahren, bis soviel
(primérenergetisch bewertete) Nutzenergie bereitgestellt wurde, wie fiir die Erstellung der
Anlage ndtig war (Primérenergetische Amortisationszeit).

Der Vermeidung von Treibhausgasen durch die Bereitstellung von elektrischer Energie und
die Lagerung des Girrestes im abgedeckten Endlager stehen die Errichtung der Biogasanlage,
der Methanschlupf im Blockheizkraftwerk und der Einsatz von fossilen Betriebsenergien
gegeniiber. Insgesamt ergibt sich eine positive Bilanz von jéhrlich 42 t CO,-Aquivalenten, die
vor allem auch durch eine Erniedrigung des KEA der Nutzung verbessert werden konnte. Fiir
ene 550 GV-Biogasanlage zur Behandlung der Milchviehgiille der gesamten engeren
Schutzzone des betrachteten Trinkwassergewinnungsgebietes ergab sich eine positive CO,-
Bilanz von jihrlich 376 t vermiedenen CO,-Aquivalenten.
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Die 550 GV-Biogasanlage verursacht bei ausschlieBlicher Behandlung von Milchviehgiille
ein jahrliches Defizit von 40.600 € (inkl. Ausbringung), was Behandlungskosten in Héhe von
3,69 € pro m* Rindergiille entspricht. Bei Umlegung dieser Kosten auf den Trinkwasserpreis,
wére mit einem Anstieg von weniger als einem Prozent des aktuellen Preises zu rechnen.
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A1 Einfiihrung und Problemstellung

Da viele Infektionen von landwirtschaftlichen Nutztieren mit Beteiligung des
Verdauungstraktes verlaufen, stellen die Ausscheidungen der Tiere, die in Form von
Stallmist, Jauche und Giille (sogenannte Wirtschaftsdiinger) anfallen, ein ergiebiges Reservoir
fiir die Ausbreitung von Seuchen- und Krankheitserregern dar (STRAUCH, 1996). In den
deutschen Bundeslidndern ist daher die Ausbringung von Wirtschaftsdiinger zum Schutz des
Trinkwassers vor einer Belastung mit hygienisch bedenklichen Mikroorganismen in der
engeren Schutzzone' (Zone II) im allgemeinen verboten. In Bayern waren im Jahr 2001 ca.
3,6 % der Landesfldche als Wasserschutzgebiete ausgewiesen, wovon etwas weniger als ein
Drittel auf Gebiete der Zone II entfielen (ca. 1,1 % der Landesfliche). Neuere
hydrogeologische Untersuchungen gaben hier den Ansto3 zu einer geplanten Erweiterung der
Wasserschutzgebiete auf 5 % der Landesflache. Fiir bestehende landwirtschaftliche Betriebe
mit Tierhaltung, deren Fldchen durch die Neuausweisung oder VergroBBerung der
Trinkwasserschutzgebiete betroffen sind, kann gegebenenfalls die verbliebene Flache fiir die
Ausbringung der anfallenden Wirtschaftsdiinger nicht mehr ausreichen.

Eine Region, in der die oben angedeuteten Konflikte auftreten, ist das untere Mangfalltal. Die
Stadtwerke Rosenheim GmbH u. Co. KG (StwRo), die Stadtwerke Bad Aibling und die Stadt
Kolbermoor betreiben hier im Gewinnungsgebiet ,,Willinger Au‘ zwolf Trinkwasserbrunnen.
Eine Untersuchung der Grundwasserverhiltnisse im unteren Mangfalltal auf Basis von
hydrogeologischen Modellen ergab, dass fiir einen ausreichenden Schutz des Trinkwassers
eine Erweiterung des bestehenden Schutzgebietes mit Giilleausbringverbot in der
Schutzzone II notwendig ist.

Die Stadtwerke Rosenheim begannen darauthin, nach Mdglichkeiten zur Vermeidung des
Eintrags pathogener Mikroorganismen in das Grundwasser durch eine priventive Behandlung
von Wirtschaftsdiinger zu suchen, die eine Alternative zur strikten Durchsetzung des
Ausbringverbotes darstellen konnten. In Zusammenarbeit mit der Bayerischen Landesanstalt
fiir Landwirtschaft, Institut fiir Landtechnik, Bauwesen und Umwelttechnik (LfL-
Landtechnik, vormals Bayerische Landesanstalt fiir Landtechnik) wurde die
Biogastechnologie als vielversprechendstes Verfahren ausgewéhlt (SCHATTNER-SCHMIDT,
1997).

Die vollstindige oder teilweise Abtdtung verschiedener Indikatorkeime und pathogener
Mikroorganismen in Giille und anderen Abfallstoffen biologischen Ursprungs (im folgenden
als ,,(teil)hygienisierender Effekt* bezeichnet) durch eine anaerobe Behandlung wurde in der
Vergangenheit wiederholt nachgewiesen (sieche Kapitel 3). Gegeniiber anderen Verfahren der
teilhygienisierenden Behandlung von Giille weist diese Technologie eine positive
Energiebilanz sowie die Moglichkeit der Erwirtschaftung von Erlosen aus dem Verkauf des
produzierten Stromes auf.

Fiir die Auswahl eines geeigneten Konzeptes fiir eine Biogasanlage wurde auf Vorarbeiten
der Universitit Hohenheim und der Technischen Universitdit Miinchen zuriickgegriffen. Da
fiir die hygienischen Risiken von Giille neben Bakterien und Viren auch Parasiten eine Rolle
spielen, sollte das ausgewéhlte Verfahren auch in der Lage sein, vergleichsweise
hitzeresistente parasitire Dauerstadien zuverldssig abzutdten. Es wurde daher von der LfL-

! Erlauterungen zu Schutzzonen von Wasserschutzgebieten siehe Anhang 1
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Landtechnik eine Kaskade von drei Fermentern entworfen, die im mesophilen, thermophilen
und mesophilen Temperaturbereich betrieben werden (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Ubersicht iiber das zu untersuchende Verfahren zur anacroben Behandlung von Giille

Das breite Spektrum der zu untersuchenden  Fragestellungen zu diesem
Giillebehandlungsverfahren erforderte eine Kooperation von Fachleuten aus unterschiedlichen
Bereichen. Die Umsetzung erfolgte im Rahmen eines Verbundprojektes der Stadtwerke
Rosenheim (StwRo), des Instituts fiir Landtechnik, Bauwesen und Umwelttechnik der
Bayerischen Landesanstalt fiir Landwirtschaft (LfL-Landtechnik, Projektleitung: Dr. Andreas
Gronauer, Forderung durch das StMLF) und des Lehrstuhls fiir Siedlungswasserwirtschaft der
Technischen Universitit Miinchen (TUM-SWW, Projektleitung: Prof. Dr. Peter Wilderer,
Forderung durch das StMUGYV, vormals StMLU)).

Die Bearbeitung der verfahrenstechnischen Fragestellungen, d. h. die Bewertung der
Leistungsfahigkeit, Wirtschaftlichkeit und Energieeffizienz des ausgewihlten Verfahrens
oblag der LfL-Landtechnik. Mit der Bewertung des teilhygienisierenden Effektes der
anaeroben Behandlung wurde TUM-SWW beauftragt. Die Stadtwerke Rosenheim GmbH &
Co. KG als Betreiber der Biogasanlage fiihrten die Ausschreibung und Bauiiberwachung
durch und koordinierten die Sitzungen des projektbegleitenden Beirates und Fachbeirates
sowie die Offentlichkeitsarbeit.



Biogastechnologie in Wasserschutzgebieten 29

A2 Zielsetzung

Zielsetzung des Forschungsprojektes war es, unter praxisorientierten Bedingungen (d. h. auch
im Pilotmalstab) zu priifen, ob das gewdhlte Biogasanlagenkonzept:

e in der Lage ist, einen seuchenhygienisch unbedenklichen Gérrest zu erzeugen, der
(z.B. als Ausnahmeregelung) eine Ausbringung als Wirtschaftsdiinger in sensiblen
Gebieten wie (z.B. bestimmten Bereichen mit besonderen Merkmalen) der
Wasserschutzzone II erlauben kdnnte und

e in der vorgeschlagenen oder einer abgewandelten Form eine Ldsung zur
umweltvertrdglichen Fliissigmistverwertung und Energiegewinnung auf der Ebene
eines Wasserschutzgebietes bieten konnte.

Die Untersuchungen zur Beantwortung dieser Fragestellungen gliederten sich in
unterschiedliche Teilbereiche, die in der folgenden Tabelle 1 zusammengefasst sind. Fiir die
Darstellung der umfangreichen wasserwirtschaftlichen und hygienischen
Begleituntersuchungen mit den Teilbereichen mikrobiologische, parasitologische und
virologische Untersuchungen sowie Lysimeter-, Labor- und Praxisversuche wird auf die
entsprechenden gesonderten Berichtsteile verwiesen (LEBUHN, 2005; HENKELMANN, 2005).

Tabelle 1: Ubersicht iiber die im Rahmen des Forschungsprojektes bearbeiteten Fragestellungen (kursiv
gedruckte Teilbereiche wurden ganz oder teilweise von LfL-Landtechnik bearbeitet)

Bereich

Teilbereiche

Fragestellungen

Bau und Technik

Zuverlassigkeit der Komponenten

Keimreduktion

Kombination von

Auswirkung auf die Behandlungsleistung

Temperatur und
Verweilzeit
Bodeneluate Keimverlagerungen im Boden
Methodik des Fortentwicklung der PCR- und
Nachweises Gensondentechnik

Verfahren Anlieferung/ Effekte einer eventuellen Vorbehandlung
Vorbehandlung

anaerobe Behandlung

Prozessstabilitdt, Abbauleistung und
Biogasproduktion

Gasverwertung im
BHKW

Warme- und Stromproduktion
Abgasverhalten

Lagerung

Abbauverhalten (Nahrstoffe, Keime)

Ausbringung

Dungeempfehlung, Garresthandhabung

Umweltwirkungen

Energiebilanz
CO,-Bilanz

Wirtschaftlichkeit

Gewinn-Verlust-Rechnung
Vergleichbarkeit zur bisherigen
Ausgleichszahlungspraxis
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A 3 Stand des Wissens

Auf eine Darstellung der Grundlagen der landwirtschaftlichen Biogastechnik wird hier zur
Begrenzung des Berichtsumfanges verzichtet. Ein ausfiihrlicher Uberblick und umfangreiche
Hinweise auf weiterfiihrende Literatur zu dieser Thematik finden sich beispielsweise in FNR
(2004) und BAYERISCHES LANDESAMT FUR UMWELTSCHUTZ (2004). Im Folgenden werden
nur ausgewihlte verfahrenstechnische und hygienische Aspekte der Biogastechnologie
dargelegt, die fiir die Beurteilung des gewédhlten Verfahrenskonzeptes grundlegend sind.

A 3.1 Hygienisierung durch anaerobe Behandlung

Der Begriff Hygienisierung wird im folgenden nicht im strengen Sinne einer Desinfektion
(d. h. Abtotung aller pathogenen Mikroorganismen) sondern in der Bedeutung der teilweisen
Entkeimung gebraucht. Generell hingt das Uberleben der Mikroorganismen von einer
Vielzahl von Faktoren ab, insbesondere der Umgebungstemperatur, der Konkurrenz durch
andere Organismen (Antagonismus) und den Eigenschaften der betreffenden Art. Das mehr
oder weniger rasche Absterben einer bestimmten Population von Mikroorganismen infolge
letaler Einfliisse nimmt im allgemeinen nach dem sogenannten Chick’schen Gesetz einen
exponentiellen Verlauf.

Das Uberleben von Krankheitserregern in tierischen Fikalien hiingt von deren Handhabung
und weiterer Behandlung ab. Fiir die (teil)entkeimende Behandlung von Wirtschaftsdiingern
steht eine Reihe von biologischen, chemischen und physikalischen Verfahren zur Verfligung.
Fiir eine Ubersicht siehe z. B. BURTON & TURNER (2003). Wie DOLL et al. (1999) betonen,
hitte die Hygienisierung von Giille in einer Biogasanlage den Vorteil einer groBen
Energieeinsparung. Wiéhrend andere  Hygienisierungsmethoden, wie etwa die
Hitzebehandlung, hohe Energiemengen verbrauchen, stellt die Biogasverwertung elektrische
und thermische Energie zur Verfiigung.

Wie bei VON STROMBERG (1985) dargestellt, begann man bereits in den 1940er Jahren, sich
tiber die Wirkung der sogenannten Kldrschlammfaulung auf seuchenhygienisch relevante
Keime Gedanken zu machen. Noch 1980 standen demnach keine konkreten Messergebnisse
zur Verfiigung, die eine detaillierte Bewertung der hygienisierenden Wirkung der anaeroben
Behandlung ermdglichten. In den 80er und 90er Jahren erfolgten dann umfangreiche Studien
zur Wirkung der anaeroben Behandlung auf die Keimzahl hygienisch relevanter
Mikroorganismen, beginnend vor allem mit Arbeiten zur Kldrschlammfaulung (fiir eine
Ubersicht siche CARRINGTON, 2001), dann auch Versuche mit Giille und Bioabfillen (siche
z. B. KEARNEY et al., 1993; LARSEN & MUNCH, 1990; OLSEN & LARSEN, 1986).

Zusammenfassend haben diese Untersuchungen gezeigt, dass fiir die Inaktivierung pathogener
Organismen durch den Vergéirungsprozess bei thermophilen Temperaturen (etwa 50-55°C)
die erreichte Prozesstemperatur und die Dauer der Einwirkung mafgebend sind, wihrend im
mesophilen Temperaturbereich (etwa 30-42°C) andere mikrobizide Faktoren des
Vergirungsprozesses wie der pH-Wert, das Redoxpotential, die NH3- und H,S-Konzentration,
die Konzentration an organischen Sduren und mikrobielle Stoffwechselprodukte in den
Vordergrund treten. Die Wirkung der einzelnen letztgenannten Faktoren konnte bisher nicht
klar voneinander abgegrenzt werden.

STRAUCH (1998) fasste aus den Ergebnissen von Laborstudien zur Inaktivierung
verschiedener Krankheitserreger die Anforderungen an Temperatur und Einwirkungszeit zur
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praktisch vollstindigen Abtotung verschiedener pathogener Mikroorganismen, in einer Grafik
zusammen. Fir nicht Sporen bildende Bakterien ergeben sich daraus im mesophilen
Temperaturbereich Einwirkungszeiten von mehreren Tagen, bei thermophilen Bedingungen
jedoch lediglich von wenigen Stunden.

Fir eine effektive Keimzahlreduktion durch einen kontinuierlich betriebenen
Vergérungsprozess kommt also nur eine thermophile Verfahrensfiihrung in Frage. Dabei
hingt die Effizienz der Keimreduktion — neben der Art des Organismus — davon ab, wie
genau die FEinwirkung der Solltemperatur (meist 55°C) auf ein zu behandelndes
Materialvolumen fiir eine bestimmte Zeit eingehalten werden kann. In einem kontinuierlichen
Verfahren beschreibt die sogenannte hydraulische Verweilzeit die theoretische mittlere
Verweilzeit des Substrates im Reaktor (vgl. Kap. 4.6). Ein Reaktor in der Praxis weist jedoch
im allgemeinen eine Verweilzeitverteilung auf, d. h. Teilchen, die zur (praktisch) selben Zeit
in den Behilter gelangen, verlassen diesen nach unterschiedlichen Zeitrdumen wieder. Fiir die
keimzahlreduzierende Wirkung ist dabei die gesicherte Verweilzeit entscheidend, d. h.
derjenige Zeitraum, flir den ein hinzukommendes Substratteilchen mindestens im Reaktor
verbleibt. Die Verweilzeitverteilung kann durch Markierungsexperimente ermittelt werden
(LEVENSPIEL, 1962). Voraussetzung fiir die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die
seuchenhygienisch relevanten Mikroorganismen ist dabei, dass diese sich hydraulisch so
verhalten wie die verwendete Markierungssubstanz.

Im Falle eines Riihrkesselreaktors, wie er als dominierender Reaktortyp in Form von
stehenden zylindrischen Gérbehiltern in der landwirtschaftlichen Biogastechnologie —
insbesondere bei Vergéirung von Giille — zu finden ist (EFFENBERGER et al., 2002: WEILAND et
al., 2005), kann die Mindestverweilzeit gesichert werden, indem die Substratzufuhr erst nach
der Entnahme vergorenen Materials erfolgt, und entspricht dann dem Zeitraum zwischen den
einzelnen Entnahme-/Beschickungsvorgéngen. Fiir die Erhohung der effektiven Verweilzeit
gegeniiber einem Riihrkesselreaktor gibt es verschiedene verfahrenstechnische Moglichkeiten,
z. B.:

e die serielle Anordnung zweier (oder mehrerer) Behélter oder

e cine Reaktorgestaltung mit Einbauten, die die Riickvermischung von behandeltem und

unbehandeltem Substrat vermeiden.

Die Erfordernisse zur Sicherung der seuchenhygienischen Unbedenklichkeit von behandelten
organischen Abfillen werden von BOHM (2002) ausfiihrlich diskutiert. Diese umfassen:
e die direkte Kontrolle des Produktes,
e die Behandlung nur in validierten Anlagen (direkte Prozesspriifung) und
e die Uberwachung der Behandlungsanlagen im Hinblick auf die seuchenhygienisch
relevanten Prozessparameter (indirekte Prozesspriifung).

Fiir die Prozessfiihrung in Vergirungsanlagen stellt die Bioabfallverordnung in Anhang 2 die
Anforderung, dass ,die Abfallmatrix so behandelt werden [muss], dass eine
Mindesttemperatur von 55°C {iber einen zusammenhédngenden Zeitraum von 24 Stunden
sowie eine hydraulische Verweilzeit im Reaktor von mindestens 20 Tagen erreicht wird*
(ANON., 1998). Im Rahmen der indirekten Prozesspriifung sind Temperaturmessungen an
mindestens drei reprasentativen Stellen in den fiir die thermische Inaktivierung relevanten
Prozessabschnitten vorzunehmen. Fiir die Uberarbeitung des Anhangs 2 der Verordnung ist
die Aufnahme von Markierungsexperimenten mit Bakteriensporen und Lithium zur
Ermittlung der Mindestverweilzeit im Reaktor vorgesehen (KTBL, 2004).
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DoLL (1999) untersuchte die Keimzahlreduktion bei der Vergidrung von Milchviehgiille in
einer einstufigen, mesophil oder thermophil zu betreibenden Biogasanlage. Der stehende,
zylindrische Stahlfermenter war mit einem Absperrschieber in der Uberlaufleitung
ausgerlistet, um bei einmal tdglicher Beschickung eine Mindestverweilzeit von 24 Stunden zu
garantieren. Da sich im Tauchrohr des Ablaufes Schaum bildete, konnte dieser Schieber
jedoch nicht geschlossen gehalten werden. Dennoch wurde fiir die Indikatorkeime E. coli,
Enterobacteriaceae und Fékalstreptokokken eine vollstdndige Abtotung erreicht (zu diesen
Keimen siche LEBUHN, 2005).

Wihrend die Inaktivierung von nicht sporenbildenden Bakterien und Viren durch
Anaerobbehandlung gut bekannt ist, bestand zu Fragen der Inaktivierung widerstandsfahiger
Krankheitserreger wie Dauerstadien bildender Bakterien und Parasiten erheblicher
Forschungsbedarf (LEBUHN, 2005). DOLL et al. (1999) leiteten aus Untersuchungen zur aerob-
thermophilen Stabilisierung von Giille die Empfehlung ab, dass fiir eine sichere Inaktivierung
von Kryptosporidien (das sind Dauerstadien bildende protozoische Parasiten) eine
Aufwirmphase von mindestens 12 h bei 35-45°C, gefolgt von einer Behandlung bei 50-55°C
fiir mindestens 24 h eingehalten werden sollte. Die Dauerstadien sollten hierbei wéhrend der
vorgeschalteten mesophilen Phase exzystieren und die freigesetzten, anfilligeren infektiosen
Formen dann in der folgenden thermophilen Phase leichter abgetotet werden.

A 3.2 Thermophile Vergirung

Neben der deutlich besseren hygienisierenden Wirkung bietet die thermophile Vergirung
weitere Vorteile gegeniiber der mesophilen Prozessfiihrung. BUHR & ANDREWS (1977) fassten
fiir die thermophile Vergédrung von Kldrschlamm zusammen, dass gegeniiber dem mesophilen
Prozess hohere Reaktionsraten und eine bessere Entwisserbarkeit des behandelten Schlammes
erzielt wurde. Demgegeniiber stand eine schlechtere Ablaufqualitit und eine hohere
Empfindlichkeit gegeniiber Temperaturschwankungen.

DoLL (1999) erzielte bei der Vergérung von Milchviehgiille in einer einstufigen Biogasanlage
bei thermophiler Prozessfithrung schlechtere Leistungskennwerte als bei mesophiler
Vergirung. Uberschreitungen der Solltemperatur von 55°C um mehr als 2-3 K fiihrten zu
einer stark verringerten Biogasproduktionsrate und verschlechterten Biogasqualitéit. Der Autor
merkt an, dass es durch Vorlauftemperaturen von 85-95°C moglicherweise zu einer
Schéadigung der Mikroorganismen an den Heizflachen kam.

AHRING (1994) fand anhand der Daten von vollmaBstéblichen Kofermentationsanlagen keine
Unterschiede in der Prozessstabilitit zwischen mesophil und thermophil betriebenen
Reaktoren. Als optimale Temperatur in Bezug auf die methanbildende Aktivitét erschien ein
Wert von 60°C, der jedoch sehr genau eingehalten werden musste.

VAREL et al. (1980) stellten in Laborversuchen zur Vergiarung von Rindergiille eine erhohte
Methanproduktivitit bei Prozesstemperaturen oberhalb 45°C und kurzen Verweilzeiten
(< 6 Tage) fest, wihrend der kinetische Vorteil bei 60°C gegeniiber 50°C gering war.

MACKIE & BRYANT (1995) ermittelten fiir die Vergdrung von Rindergiille bei 60°C dann eine
hohere Energieeffizienz als fiir die Vergirung bei 40°C, wenn die Fermenter mit hoher
Raumbelastung (ab 9 kg oTM*(m>*d)™") gefahren wurden. Der mesophile Prozess zeigte bei
dieser Raumbelastung eine Anreicherung von Propionsiure als Anzeichen einer Uberlastung.

CHRIST (1999) erzielte bei der Vergidrung von Bioabfillen in einem thermophil-mesophilen
Prozess (Verweilzeitenverhiltnis ca. 1:3) gegeniiber einem einstufigen mesophilen Prozess
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eine um 7 % erhohte Abbauleistung bei im Vergleich zu einem einstufigen thermophilen
Prozess  verbesserter  Ablaufqualitit  (geringere  Fettsdurekonzentrationen)  und
Entwisserbarkeit der Gérsuspension.

SUNG & SANTHA (2003) erzielten mit einem thermopil-mesophilen System im Labormalstab
bei einer Gesamtraumbelastung mit mazerierter Rindergiille von 5,82 kg oTM*(m’*d)™ eine
hohe Methanausbeute von 0,22 m’ *(kg OTMzugeﬁjhr‘[)_l. Die hydraulische Verweilzeit betrug
14 Tage, davon 4 Tage im thermophilen Fermenter, aus dem fast 60 % des Methans
gewonnen wurden. Bei der volltechnischen Umsetzung des Verfahrens in einer Biogasanlage
zur Behandlung von 190 m® Milchviehgiille tiglich konnte jedoch im thermophilen Reaktor
kein stabiler Abbauprozess etabliert werden (KATERS & SCHULTZ, 2003).

Auf Grundlage des dargestellten Standes des Wissens wurde fiir die vorliegenden
Untersuchungen eine mesophil-thermophil-mesophile Fermenterkaskade entworfen. Dabei
sollte die thermophile Stufe als liegender Fermenter mit Schikanen konstruiert werden, um die
Fermenterkaskade in kiirzeren Intervallen beschicken zu kénnen und dennoch aus Sicht der
Hygienisierung eine ausreichend lange Mindestverweilzeit zu erzielen. Das
Verweilzeitverhéltnis von thermophiler und nachgeschalteter Stufe wurde dabei mit ca. 1:3
etwas kleiner gewéhlt als bei SUNG & SANTHA (2003). Die erste mesophile Stufe wies in etwa
dieselbe hydraulische Verweilzeit auf, wie die thermophile Stufe. Da im Praxismaf3stab die
Rohgiille in ihrer Zusammensetzung nicht verdndert werden konnte, wire bei kleinerer
Dimensionierung der ersten Stufe die Raumbelastung fiir einen mesophilen Prozess zu hoch
ausgefallen.

A 3.3 Bewertung des Verfahrens durch Energie- und CO,-Bilanz

Die vorliegende Arbeit greift auf die Materialbilanzanalyse als ein vereinfachtes Verfahren
zur Bilanzierung der Energie- und Kohlendioxidstrome zuriick. Bei dieser Art der Analyse
werden die Materialmassen erfasst, die fiir ein Produkt zur Verfiigung gestellt oder durch
dieses freigesetzt werden (KOHLER et al. 1996). Den Materialstromen konnen dann
Umweltwirkungen zugeordnet werden. Dazu gibt es verschiedene Werkzeuge, eines davon ist
die Software GEMIS. Dieses Programm ordnet beispielsweise einer Tonne verbautem Beton,
die bei der Herstellung entstehenden Mengen an Emissionen (z.B. Staub, NOy, CO,...) und
den zur Herstellung nétigen Energieaufwand zu. Das Instrument der Materialbilanzanalyse
findet breite Anwendung bei der energetischen Bilanzierung von Anlagen zur
Energicbereitstellung. Neben grundsitzlichen methodischen Uberlegungen (SCHWAIGER
1996) werden verschiedene Kraftwerkstypen fiir fossile Energietriger, z.B.
Steinkohlekraftwerk oder Blockheizkraftwerk (KOHLER ef al. 1996), miteinander verglichen.
KAYSER et al. (1996) wendet die Materialbilanzanalyse an, um die Umweltwirkungen eines
Erdwérmesystems mit denen eines klassischen Heizsystems zu vergleichen. In sehr
vereinfachter Form werden in GEMIS (2005) {ber eine Materialbilanzanalyse
Umweltwirkungen von Biogasanlagen ermittelt.

A 3.3.1 Der Kumulierte Energieaufwand (KEA)

Der Kumulierte Energieaufwand (KEA) wird in der VDI-RICHTLINIE 4600 (1998)
beschrieben. Er verfolgt den gleichen Ansatz wie die Okobilanz. Uber den gesamten
Lebensweg, von der Rohstoffgewinnung bis zur Entsorgung, sollen sdmtliche Energiefliisse,
die ein Produkt betreffen, erfasst werden. Es werden nur Energien beriicksichtigt, die aus
fossilen Quellen stammen.

Die Ermittlung des Kumulierten Energieaufwands stellt in der Praxis meist einen Teilaspekt
der Okobilanzierung und der Materialbilanzanalyse dar (KAYSER et. al., 1996 und KOHLER et
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al., 1996). Der KEA kann in bestimmten Féllen Anhaltspunkte fiir eine Okologische
Bewertung liefern (UMWELTBUNDESAMT, 1999). JENSEIT et al. bestitigt diese Aussage, indem
das Treibhauspotential und das Versauerungspotential von Baustoffen mit deren KEA
verglichen wird. Fiir viele Baustoffe besteht demnach ein direkter Zusammenhang zwischen
dem Kumulierten Energieaufwand und den verursachten Emissionen an CO; und SO..
Inwieweit dieser Zusammenhang auch fiir die Pilotanlage gilt, soll im ndchsten Kapitel
erortert werden.

Verschiedene Arbeiten benutzen den KEA als Entscheidungshilfe fiir Investitionen im
Bioabfallbereich. So vergleicht ROTH (1995) den Kumulierten Energieaufwand zweier
Bioabfallverwertungssysteme. EGGENMULLER (1996) berechnet den KEA einer
Bioabfallvergédrungsanlage. Fiir kleine landwirtschaftliche Biogasanlagen ist die Berechnung
des KEA nicht verbreitet.

Zunichst wurde eine Materialbilanz der Pilotbiogasanlage erstellt. Diese Materialbilanz
wurde mit spezifischen Kumulierten Energicaufwendungen pro t Material bewertet. Welcher
Wert als spezifischer KEA zur Anwendung kommt, hat erheblichen Einfluss auf das Ergebnis.

A 33.2 Zusammenhang zwischen KEA und CO;-Bilanz

Nach MARHEINEKE et al. (2000) gibt es zwei Anwendungen des KEA. Die Kenngréfe des
Kumulierten Energieaufwandes wird einerseits dazu verwendet, um den Verbrauch der
endlichen Energietrager Braunkohle, Steinkohle, Erdol, Erdgas und Uran zu quantifizieren.
Andererseits dient der kumulierte Energieaufwand als Indikatorgrofe fiir mdgliche
Umweltwirkungen. Diesem Vorgehen liegt die Annahme zu Grunde, dass die Hohe der
Umweltwirkungen in erster Nédherung proportional zur Hoéhe des Kumulierten
Energieaufwandes ist. Inwieweit diese Annahme flir Biogasanlagen zutrifft, soll hier kurz
erdrtert werden.

KALTSCHMITT UND MERTEN (2003) stellen fest, dass CO,-Emissionen einer Biogasanlage
direkt mit dem FEinsatz von fossilen Energietrigern zusammenhingen. CO,, das aus der
Verbrennung von Biogas stammt, wird nicht bewertet, da es nicht fossilen Ursprungs ist.
Einerseits werden fossile Energien zur Herstellung der Baustoffe der Biogasanlage verwendet.
Andererseits sind fiir den Betrieb fossile Energietriger notig, bei der Pilotbiogasanlage vor
allem in Form von Ziinddl fiir den BHKW-Betrieb. Alle diese fossilen Energietrager werden
im KEA beriicksichtigt. Man kann daher davon ausgehen, dass fiir den KEA und die CO,-
Emissionen einer Biogasanlage Richtungssicherheit besteht. Der KEA gilt dann als
richtungssicher, wenn die Bewertung anhand des KEA und die Bewertung z.B. anhand des
Treibhauspotentials tibereinstimmt. Bsp.: KEA ist richtungssicher beziiglich CO,-Emissionen,
wenn einem doppelt so hohen KEA eine doppelt so hohe CO,-Emission zu Grunde liegt
(JENSEIT et al. 1999).

Die NOyx- und SO,-Emissionen einer Biogasanlage entstechen hauptsichlich wéhrend des
Betriebs, aus der Verbrennung des Biogases (KALTSCHMITT UND MERTEN 2003). Da der
Biogaseinsatz bei der Berechnung des KEA nicht beriicksichtigt wird, besteht keine
Richtungssicherheit zwischen KEA und emittierten Stickoxiden bzw. Schwefeldioxid. Diese
Einschéitzung wird auch von NILL et al. (2003) vertreten. Bei der Bilanzierung einer
landwirtschaftlichen Biogasanlage mit Gas-Otto-Motor-BHKW ergaben sich die gleichen
Ergebnisse.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Klimawirksamkeit (verursacht durch CO,-
Emission) einer Biogasanlage recht gut liber den KEA abgebildet wird, die versauernde
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Wirkung, verursacht durch SO; -und NOx Emissionen in die Umwelt, l4sst sich iiber den KEA
jedoch nicht darstellen. JENSEIT ef al. (1999) weisen darauf hin, dass der KEA als Indikator-
GroBe nur anwendbar sei, wenn die zu vergleichenden Anlagen einem #dhnlichen Zweck
dienen. Konkret bedeutet dies: Anhand des KEA lésst sich die Biogasanlage beziiglich des
Treibhauspotentials mit anderen Biogasanlagen und mit anderen Hygienisierungsanlagen
vergleichen.
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A 4 Material und Methoden

Um unmittelbar fiir die Praxis verwertbare Forschungsergebnisse zu erhalten, wurde das
gewihlte Verfahren im volltechnischen Maf3stab in einer Pilot-Biogasanlage (Pilotanlage) und
unter den Bedingungen eines fiir das betroffene Einzugsgebiet typischen landwirtschaftlichen
Betriebes untersucht. Um unter verringerten Schwankungen der Versuchsbedingungen
arbeiten zu konnen sowie fiir spezielle hygienische Untersuchungen, die im Praxismalstab
nicht durchgefiihrt werden konnten, wurde eine Modell-Biogasanlage (Modellanlage) im
halbtechnischen MaBstab gebaut. Die beiden Versuchsanlagen wurden zeitweise parallel
betrieben (sieche Kap. 5.3).

A 4.1 Landwirtschaftlicher Betrieb

Standort der Pilotanlage, Lieferant fiir die Giille und Verwerter des Gérrestes war der
landwirtschaftliche Betrieb Johann Schweiger in Berbling. Hierbei handelt es sich um eine
Teilaussiedlung in Einzellage. Herr Schweiger verfiigt iiber eine Betriebsfliche von 34 ha,
davon ca. 30 % absolutes Dauergriinland. Auf ausgewihlten Fldchen des Betriebes wurden
auch die Feldversuche im Rahmen der wasserwirtschaftlichen und hygienischen
Begleituntersuchungen durchgefiihrt (siche LEBUHN, 2005). Im Kalt-Boxenlaufstall des Hofes
werden ganzjéhrig ca. 55 Milchkiihe und ca. 30 Stiick Jungvieh gehalten. Die Milchkapazitit
betrdgt 300.000 kg pro Jahr. Verfiittert wird ganzjéhrig eine ,,Total mixed ration* (TMR) aus
Grassilage, Heu, Cobs, Getreide und Mineralstoffen.

A 4.2 Milchviehgiille

Kot und Harn der Milchkiihe im Stall des Hofes Schweiger wurden mit automatischen
Schiebern in einen quer zum Stall verlaufenden, unterirdischen Kanal gefordert. In diesen
Kanal floss auch das gesamte im Stallgebdude anfallende Wasch- und Abwasser. Der tégliche
Zufluss an Waschwasser aus dem Stallgebdude betrug nach Auskunft von Herrn Schweiger
ca. 0,7 m’. Aus dem Kanal wurde die Giille manuell mit einer ReiBmixpumpe in die auf der
anderen Stallseite gelegene Vorgrube der Biogasanlage gepumpt. Um die angestrebte
Auslastung der Anlage mit 2000 m® Giille pro Jahr (ca. 5,5 m’ pro Tag) zu erreichen, wurde
zusitzlich zum Giilleanfall auf dem Hof Schweiger regelméBig (Giille von einem
benachbarten Betrieb mit acht Milchkiihen zugefiihrt. Dies war auch insofern erforderlich, als
sich herausstellte, dass die Giille im Kanal unter dem Stall innerhalb von etwa vier Wochen so
stark eindickte, dass sie mit der ReiBmixpumpe nicht mehr in die Vorgrube gefordert werden
konnte. Die zugefiihrte Giille vom Nachbarbetrieb, die einen deutlich geringeren
Trockensubstanzgehalt aufwies (TM-Gehalt einer Stichprobe: 6,2 %), wurde vom
Betriebsleiter etwa alle vier Wochen in einer Menge von ca. 24 m® angefahren und der Giille
im Kanal beigemischt, so dass diese wieder pumpfdhig wurde. An der Pilotanlage wurden
Proben der Rohgiille aus der Leitung von der Vorgrube zum Fermenter 1 entnommen; Proben
des Substrates fiir die Modellanlage wurden wihrend der Abfiillung an der Pilotanlage und
aus dem Vorlagebehélter der Modellanlage gewonnen (siche Kap. 4.5).

Die Ergebnisse der chemischen Analysen der Proben von Rohgiille fiir das Jahr 2004 sind in
den Tabellen in Anhang 3 zusammengefasst. Der mittlere Trockenmassegehalt der Proben
von Giille fiir die Pilot- bzw. Modell-Biogasanlage betrug 7,8 bzw. 7,4 %, wobei die
Unterschiede in der mittleren Zusammensetzung des Rohmaterials fiir die Pilot- und
Modellanlage nicht signifikant waren. Die Giille enthielt betrdchtliche Mengen an
mineralischen Bestandteilen (ca. 22 % der Trockenmasse), bei denen es sich hauptsédchlich
um Sandabrieb vom Stallboden handelte. Im Vergleich mit Literaturangaben (STRAUCH et al.,
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1977; ScHuLz, 1991) erscheint der gefundene organische Trockenmasseanteil der
Milchviehgiille von ca. 78 % typisch, wihrend der mittlere Trockenmassegehalt eher am
unteren Ende des in der Praxis beobachteten Wertebereiches lag.

Die 55 Milchkiihe auf dem Hof Schweiger sowie weitere acht Milchkiihe auf dem Zulieferhof
entsprachen einem Tierbestand von ca. 85 GV. Mit der in 2004 in der Biogasanlage
verarbeiteten Giillemenge von 1929,2 m® abziiglich eines geschitzten Zuflusses von 1 m’
Wasser pro Tag ergibt sich ein durchschnittlicher tiglicher Giilleanfall von ca. 681 pro
Milchkuh bzw. 501 pro GV. Der gemittelte Anfall an organischer Trockenmasse errechnet
sich zu 5,1 kg pro Milchkuh und Tag. Auch diese Werte liegen innerhalb der fiir die Praxis
typischen Wertebereiche.

A 4.3 Pilot-Biogasanlage
A 43.1 Anlagenbeschreibung

In der Pilot-Biogasanlage durchlief die Giille nacheinander einen mesophilen, einen
thermophilen und wieder einen mesophilen Fermenter, bevor der Gérrest in ein gasdicht
abgedecktes Endlager {iberlief. Wihrend die beiden mesophilen Fermenter als
Riihrkesselreaktoren ausgefiihrt wurden (Abbildung 2), wurde der thermophile Fermenter als
zylindrischer, liegender Reaktor konstruiert und zusdtzlich mit drei Schikanen ausgestattet,
die die Langsvermischung verringern sollten (Abbildung 3 und Abbildung 4). Damit es in der
Anlage nicht zu einer Vermischung von Giille unterschiedlicher Behandlungsstufen kam,
wurde jeder Fermenter mit einer eigenen Pumpe beschickt bzw. entleert. Die Fermenter 1 (F1)
und 2 (F2) wurden aktiv beschickt bzw. entleert, aus dem Fermenter 3 (F3) floss die Giille frei
in das Gérrestlager iiber, so dass insgesamt drei Forderpumpen benotigt wurden (Abbildung
5).

Abbildung 2: Mesophil betriebene Fermenter der Pilotanlage, F1 (rechts) und F3 (links), Blick von Westen
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Abbildung 4: Innenansicht des thermophilen Fermenters der Pilotanlage mit Paddelrithrwerk und Schikane
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Abbildung 5: Technikcontainer II mit zentraler Schaltanlage (Hintergrund) und Foérderpumpen fiir Giille

Fiir den Ablauf eines Beschickungsvorganges wurde vorgegeben, dass Entnahme- und
Beschickungsvorgang am thermophil betriebenen, liegenden Behilter mit Uberschneidung
erfolgen konnten, die Zugabe von Rohgiille in den ersten, mesophilen Riihrkesselreaktor zur
Vermeidung eines Kurzschlussstromes jedoch erst nach Abschluss des Abpumpens in den F2
erfolgen sollte. Dennoch kam es wihrend des Betriebes der Anlage im Falle des F1 immer
wieder zu Uberschneidungen der Pumpenlaufzeiten.

Das in den Fermentern 1 bis 3 bzw. dem Endlager gebildete Biogas wurde unter der
elastischen Folienhaube des Fermenters 3 bzw. der nicht elastischen Folienhaube des
Girrestlagers gesammelt, zusammengefiihrt und dem Motor des BHKW zugeleitet
(Abbildung 6). Zur Verringerung des Schwefelwasserstoffanteils im Biogas wurde in den
Gasraum des F1 mit einer Aquariumpumpe ein geringer Luftstrom eingetragen (ca. 7 I/min).
Bei diesem sogenannten Verfahren der ,,biologischen Entschwefelung® wird der in der Luft
enthaltene Sauerstoff von farblosen Schwefelbakterien zur Energiegewinnung durch
Oxidation von Sulfid zu elementarem Schwefel bzw. Sulfat verwendet. Die Gasleitungen
verliefen streckenweise im Boden, um einen Teil des im Biogas enthaltenen Wasserdampfes
abzuscheiden.
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Abbildung 6: VerfahrensflieBbild der Pilot-Biogasanlage (Endlager fiir Gérrest nicht dargestellt)

Die energetische Verwertung des Biogases erfolgte in einem Ziindstrahlmotor, der einen
Synchrongenerator antrieb (elektrische Nennleistung: 30 kW). Die erzeugte elektrische
Energie wurde vollstindig in das 6ffentliche Stromnetz eingespeist. Die Abwiarme des Motors
wurde iiber einen Abgas- und einen Kiihlwasser-Wirmetauscher abgenommen und zur
Beheizung der Fermenter verwendet. Nicht verwertbare Wiarme wurde {iber einen Notkiihler
abgegeben. Das BHKW war fiir die zu erwartende Methanausbeute aus der Milchviehgiille zu
grol dimensioniert. Es handelte sich jedoch um das kleinste verfligbare Modul aus der
Angebotspalette des Anlagenherstellers.

Einen Uberblick iiber die baulichen Einrichtungen und technischen Daten der Pilot-
Biogasanlage gibt Tabelle 2. Im Laufe des Betriebes der Pilotanlage wurden technische
Anderungen und Reparaturen am thermophilen Fermenter und am Giilleleitungssystem
erforderlich, die im nachfolgenden Kapitel dokumentiert sind.
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Tabelle 2: Technische Daten der Pilot-Biogasanlage

Anlagenteil Lieferant Beschreibung
Vorgrube (VG) |SCHMACK | Untergrundbehalter (teilweise) mit Massivdecke,
BIOGAS AG |Ortbeton;
d =4 m, h=4,5 m, Fassungsvermogen: 56 m’
Ruhrwerk SUMA Stabmixer,
Vorgrube elektr. Antrieb: 7.5 kW, Umdrehungsgeschw.: 1450 min!
Reilmixpumpe |EISELE elektr. Antrieb: 15 kW;
zur Beschickung Forderrate: ca. 40 m/h
der Vorgrube
aus dem
Gullekanal
Fermenter 1 (F1) | SCHMACK | Hochbehalter mit Massivdecke, Ortbeton, auenliegende
BIOGAS AG | Warmedammung mit Styrodur® ( 7 ¢ m),
Blechbeplankung;
d =4 m, h =4.5m, Nutzvolumen: 50 m®
Ruhrwerk F1 SUMA Stabmixer,
elektr. Antrieb: 3 kW, Umdrehungsgeschw.: 1450 min™
Fermenter 2 (F2) | SCHMACK | Liegender Stahltank, drei eingeschweifite
BIOGAS AG | Schikanenbleche (wechselseitig gedffnet); 4 Gasdome;
Frontseite mit RUhrwerksantrieb, Rickseite mit
innenliegendem Gleitlager fur Ruhrwelle; auRenliegende
Warmedammung mit Glaswollent)0
Zinkblechverkleidung;
d=2.4m, =12 m, Nutzvolumen: 45,6 m*
Ruhrwerk F2 SCHMACK Paddelriihrwerk mit beheizter Rihrwelle,
BIOGAS AG | elektr. Antrieb: 2.2 kW; Umdrehungsgeschw.: ca 2 min™
Fermenter 3 (F3) | SCHMACK | Hochbehalter aus Ortbeton, Holzstlitzkonstruktion mit
BIOGAS AG | Mittelsaule fur elastische Gashaube (EPDM),
auRenliegende Warmedammung mit Styrodur® (7cm);
Blechbeplankung;
d =7 m, h =4 m, Nutzvolumen: 150 m®
Ruhrwerk F3 SUMA Stabmixer,
elektr. Antrieb: 11 kW, Umdrehungsgeschw.: 540 min™
Forderpumpen NETZSCH 3 Exzenterschneckenpumpen;
far Gulle und elektr. Antrieb: 2.2 kW, Forderrate: ca. 14 m®h
Garrest
Garrestlager Hochbehalter aus Ortbeton, Holzstltzkonstruktion mit
Mittelsaule fur nicht elastische Gashaube,
Blechbeplankung;
d =16 m, h = 4 m, Nutzvolumen: 800 m®
Technik- SCHMACK | Zindstrahl-Motor mit Synchrongenerator (HJS; 30 kW4),
container I: BIOGAS AG | Motorsteuerung, Heizungstechnik mit elektr. Heizstab
BHKW (XW), Notkuhler, Tankanlage, Warmemengenzahler,
Gasanalysator
Technik- SCHMACK zentrale Schaltanlage, Gilleverteilung, Waschtisch und
container Il BIOGAS AG | Arbeitsflache, Datenaufzeichnungsgerate,

Probenaufbewahrung
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A 43.2 Messtechnik und Datenaufzeichnung an der Pilotanlage

Die Pilotanlage wurde mit einer {liber das in der Praxis libliche MaR einer landwirtschaftlichen
Biogasanlage hinausgehenden Mess- und Steuerungstechnik ausgestattet (Tabelle 3). Die
Daten der zentralen Schaltanlage wurden kontinuierlich auf einem PC aufgezeichnet und von
dort in regelmidBigen Abstinden zur Weiterverarbeitung per Diskette auf einen
Arbeitsplatzrechner der LfL-Landtechnik {ibertragen. Zusitzlich wurde ein Datenlogger zur
Aufzeichnung von Temperatur- und Gasdurchflusswerten betrieben.

Tabelle 3: Ubersicht iiber Messtechnik und Datenaufzeichnung zur Dokumentation des Betriebes der Pilotanlage

MessgroRe/ Messtechnik Aufzeichnung/Messvorgang
Information
Logger Tagebuch
Fermenter- Pt 1000 Ja, Ja
temperaturen kontinuierlich | (Fuhler 1-4)
Fermenter- Hydrostatische Fullstandsmesser - Ja
flllstande (ENDRESS+HAUSER)
Gullevolumina magnetisch-induktive Ja, Ja
Durchflussmesser, saugseitig an allen | kontinuierlich
drei Beschickungspumpen
(ENDRESS+HAUSER)
Schaltvorgange: |SPS (SCHMACK BIOGAS AG; Ja, -
Pumpen, Bernecker+Rainer) kontinuierlich
Ruhrwerke
Biogaszusam- CHg4, COy: IR-Sensoren, Zweistrahl- Ja, mind. Ja
mensetzung Methode, rel. Messfehler: + 2 %; taglich
(Mischgas) H,S, O,: elektrochemische Sensoren,
rel. Messfehler: £ 5 bzw. £ 0.2 %
(SCHMACK BIOGAS AG; AWITE)
verwertete Balgengaszahler vor dem Motor - Ja
Biogasmenge (ELSTER)
Biogasvolumen- | Differenzdruckmessgerate (SCHWING) | Ja, Nein
strome kontinuierlich
zugefuhrter Luft- | Rotameter (geschatzter rel. Fehler: - Ja, bei
strom fur Ent- |+ 10 %) Anderungen
schwefelung
BHKW- Px-Steuerung (Hans-Jirgen Schnell Ja, Ja
Betriebszustand | Anlagenbau; ComAP) kontinuierlich
Zinddlverbrauch | Zinddlmengenmesser - Ja
Warmemengen |Warmemengenzahler fur - Ja
Sekundarkreislauf, Fermenter 1 bis 3
und Notkihler (METRONA; ACTARIS)
Strommengen Zahler fir gesamten produzierten, - Ja
eingespeisten und aus dem Netz
bezogenen elektrischen Strom
Aulen- Min-Max-Thermometer, Ja, Stunden- | Ja, Min-/
temperatur Aulentemperaturfihler vor Ort bzw. an | mittelwerte Max-Wert
der Agrarmeteorologischen Messstation
Karolinenfeld
Luftdruck Barogeber an der Ja, Stunden-|-
Agrarmeteorologischen Messstation mittelwerte
Karolinenfeld
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Die stehenden Fermenter 1 und 3 waren mit jeweils zwei Temperaturfiihlern ausgeriistet. Die
Fiihler wurden in Tauchhiilsen eingeschoben, die ca. 20cm in den Behilter ragten.
Fermenter 2 war anfanglich mit vier Temperaturfithlern versehen, davon einer an der
zulaufseitigen Stirnseite (Fiihler 1) und drei weitere jeweils an den Schikanenblechen
(Fiihler 2 bis 4). Ein weiterer Temperaturfiihler an der ablaufseitigen Stirnseite stand ab
Anfang April 2004 zur Verfiigung.

Das an der Anlage installierte Gasanalysegeridt (SCHMACK SSM 6000) wurde etwa einmal
jéahrlich kalibriert. Messungen der Biogaszusammensetzung in den einzelnen Fermentern bzw.
Gasdomen wurden mit einem alternativen Gasanalysegerdit (AWITE Gasanalysator)
durchgefiihrt.

Die messtechnische Aufgabe der Erfassung der Biogasproduktionsrate einzelner Fermenter
der Pilotanlage konnte bis zum Ende des Projektes nicht zufriedenstellend geldst werden. Die
Probleme lagen dabei in dem sehr geringen Druckniveau im Gasleitungssystem (max. 2 mbar
Uberdruck) sowie den durch die Beschickungs- und Entnahmevorginge ausgeldsten
Pendelbewegungen bei kurzzeitig stark erhdhten Biogasvolumenstromen.

Im Juni 2003 wurden zunichst drei Fluidistor-Durchflussmesser (Esters Elektronik GmbH)
installiert. Bei diesen Messgerdten wird ein Teilgasstrom vor einer Blende in einen
Seitenkanal, den sogenannten Fluidistor abgeleitet. Die Schwingungsfrequenz des Gasstromes
im Fluidistor wird durch einen Heif3drahtfiihler ausgewertet und ist ein Maf} fiir den
Volumenstrom. Es wurde jeweils ein Gerdt in die Biogasleitung zwischen F1 und F2,
zwischen F2 und F3 sowie zwischen Endlager und BHKW eingebaut. Leider erwiesen sich
die eingebauten Messgeridte schon bald als ungeeignet. Aufgrund des zu geringen lichten
Durchmessers der Blendendffnung wirkten diese als starke Drossel in der Gasleitung. Bei
starker Sonneneinstrahlung und folgender Expansion des Gases im Endlager konnte das
Biogas nicht schnell genug iiber die Pendelleitung in die Gashaube des Fermenters 3
iiberstromen. Da die Folienabdeckung des Endlagers nicht elastisch ist, bestand die Gefahr
des ReiBlens. Der Gaszdhler 3 am Endlager wurde deshalb bereits nach zehn Tagen wieder
ausgebaut und es musste auf eine Erfassung der im Gérrestlager gebildeten Biogasmenge
verzichtet werden. Beim Entleeren und Fiillen des Fermenters 1 kam es aus demselben Grund
zu einem Abblasen bzw. FEinsaugen von Biogas bzw. Luft. Zudem war die
Uberdrucksicherung aufgrund der starken Drosselwirkung fiir die Fermenter 2 und 3 nicht
mehr funktionsfihig. Die Durchflussmesser 1 und 2 fielen nach wenigen Wochen Betriebszeit
aus und mussten wiederholt gereinigt werden. Im August wurden daher auch diese Gerite
wieder ausgebaut. Die vom Hersteller vorgeschlagenen Umriistmanahmen zur Verbesserung
der Funktionalitdt wurden als nicht geeignet erachtet.

Mitte Juni 2004 wurden durch die Stadtwerke Rosenheim GmbH & Co. KG zwei V-Konus-
Durchflussmesser (SCHWING Verfahrenstechnik GmbH) in der Biogasstrecke zwischen F1
und F2 bzw. F2 und F3 installiert. Diese Geréte arbeiten nach dem Wirkdruck-Messverfahren,
wobei die Druckdifferenz an einem konusformigen Staukdrper ausgewertet wird. Diese
Messgerdte sind auch noch bei sehr geringen Differenzdriicken einsetzbar. Die
Durchflussmesser schienen zunéchst plausible Werte zu liefern, wobei es jedoch insbesondere
wihrend der vierstiindlichen Beschickung wiederum zu einer Auslosung der
Uberdrucksicherung kam.

A 43.3 Betriebstagebuch

Neben der automatischen Datenaufzeichnung wurde beginnend im Oktober 2002 {iber den
gesamten Berichtszeitraum vom die Anlage betreuenden Landwirt ein Betriebstagebuch nach
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Vorgabe der LfL-Landtechnik gefiihrt (siehe Anhang 4). Diese Aufzeichnungen waren die
Grundlage fiir die Auswertung der Gesamt-Biogasproduktion sowie der Strom-, Warme- und
Zindoélmengen und wurden regelmiflig zur weiteren Verarbeitung in eine Excel-Tabelle
ibertragen.

A 4.4 Modell-Biogasanlage
A 4.4.1 Anlagenbeschreibung

Das Verfahrensschema der Modellanlage entsprach dem der Pilotanlage, jedoch ohne
Endlager und BHKW (Abbildung 7). Alle Komponenten mit Ausnahme des Vorlagebehilters
fir die Rohgiille waren in einen zwangsbeliifteten Isoliercontainer eingebaut. Der
Vorlagebehilter war aulerhalb des Containers angeordnet und per Schlauchanschluss mit der
Anlage verbunden (Abbildung 8). Tabelle 4 fasst wichtige technische Daten der Modellanlage
zusammen.

Vorlogebenditer Fermenter 1 Paddelriihrwerk Fermenter 2 Beschickungs— Fermenter 3
(5001) Bruttavol 260l (Kettenantrieb, Nutzvol. 2401 pumpe 3 Bruttovol. 770
Nutzvel. 2001 FU—Regelung) (FU—Regelung) Nutzvol. 600!

Beschickungs— Beschickungs—
pumpe 1 pumpe 2
(Verstellgetriebe) (FU—Regelung)
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Abbildung 7: Aufbau der Modell-Biogasanlage

Die Modellanlage war mit einer automatischen Steuerung versehen. Mit der technischen
Umsetzung der Steuerung der Modellanlage und der Aufzeichnung der Messdaten wurde die
Firma AWITE Bioenergie GbR beauftragt. Zum Einsatz kam eine Client-/Server-Architektur.
Uber die Steuerungssoftware wurden alle Prozessparameter eingegeben und vorgenommene
Parameterdnderungen dokumentiert. Die Steuerung ermoglichte neben dem automatischen
Betrieb der Anlage auch einen manuellen Betrieb einzelner Anlagenteile. Die Einstellungen
fiir den automatischen Betrieb wurden auf Basis von Zeitintervallen mit einer Auflésung von
einer Sekunde vorgenommen. Beispielsweise wurde filir eine stiindliche Beschickung ein
Intervall von 3600 s vorgegeben. Durch Vorgabe von Start- und Endzeit (hier zwischen 0 und
3600 s) wurden die einzelnen Prozesse zeitlich aufeinander abgestimmt.
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Tabelle 4: Technische Daten der Modell-Biogasanlage

Anlagenteil

Lieferant

Beschreibung

Einhausung

MMS Strobl

Isoliercontainer (Stahl) 6 x 2,50 x 2,50 m

Vorlagebehalter

V =500 |, mechanisches Rihrwerk

Fermenter 1

Gebrauchtkauf

umgebauter Milchbehalter, mechanisches Ruhrwerk,

(MF1) (von Privat) elektrische Beheizung tber Wasserbad;
h =986 mm, d = 635 mm,
Bruttovolumen 259 |, Nutzvolumen 200 |
Ruhrwerk MF1 | Turbo Misch- und | zentral angeordnet, elektr. Antrieb (0,25 kW, 400 V,

Ruhranlagen

50 Hz), Umdrehungsgeschwindigkeit: 145 min™,
Propellerdurchmesser: 400 mm

Fermenter 2
(MF2)

Eigenkonstruktion
LfL-Landtechnik

zusammengesetzt aus vier identischen Rohrelementen,
die Uber Flansche verschraubt wurden; Schikanen-
bleche zwischen den Flanschen eingeklemmt;
Frontdeckel mit Zulauf und Gleitlager fiir Rihrwelle;
Ruckseitendeckel mit Ablauf und Ruhrwellenlager mit
Gleitringdichtung; vier aufgeschweilte Stahlrohre als
Gasdome; getrennte Erfassung des Biogases aus den
vier Abschnitten; elektrische Beheizung mit selbst-
klebenden Heizmatten (8 x 200 W, 220 V);

| =1.951 mm, d =400 mm, Nutzvolumen ca. 240 |

Ruhrwerk MF2

Eigenkonstruktion
LfL-Landtechnik

Paddelriihrwerk mit Kettenantrieb, elektr. Antrieb
(0,75 kW, 400 V, 50 Hz), Umdrehungsgeschwindigkeit
FU-gesteuert von 2-30 min™'

Fermenter 3
(MF3)

Gebrauchtkauf
(Baywa)

umgebauter Milchbehalter, mechanisches Rihrwerk,
aktive Beschickung, freier Uberlauf, elektrische
Beheizung Uber Wasserbad; h=990 mm, d = 1.280 mm,
Bruttovolumen 774 |, Nutzvolumen 660 |

Ruhrwerk MF3

Turbo Misch- und
Ruhranlagen

zentral angeordnet, elektr. Antrieb (0,75 kW, 400 V,
50 Hz), Umdrehungsgeschwindigkeit: 83 min™,
Propellerdurchmesser: 700 mm

Forderpumpen
fir Substrat

ALLWEILER AG

Exzenterschneckenpumpen, elektr. Antrieb (0,55 kW,
400 V, 50 Hz), Forderrate: 1,67-10 I*min’’
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Abbildung 8: Foto der Modell-Biogasanlage mit Vorlagebehélter auf dem AuBlengeldnde von TUM-SWW

A 4.4.2 Messtechnik und Datenaufzeichnung an der Modellanlage

Datenaufzeichnung. Die Aufzeichnung der Daten zu den Fermentertemperaturen, der
Biogaszusammensetzung und der Biogasproduktion erfolgte im Zehn-Minuten-Takt auf
CompactFlash. Neben dem zentralen Steuerungsrechner (Panel-PC) wurde ein weiterer PC
vorgesehen, auf dem die Daten gesichert und verwaltet werden konnten. Uber diesen PC
wurde auch ein zusétzlicher Datenlogger zur teilweise redundanten Speicherung von
Temperaturmesswerten bedient. Auflerdem wurden handschriftliche Aufzeichnungen zum
Anlagenbetrieb, zu Storfallen und Umbaumalnahmen gemacht.

Messung der Biogaszusammensetzung und -produktion. Die Modellanlage war mit nur einer
Gasuhr zur kontinuierlichen Erfassung der gesamten produzierten Biogasmenge aus allen
Fermentern ausgeriistet. Zur Messung der Biogasproduktion aus den einzelnen Fermentern
bzw. Gasdomen wurde ein Gasbeutel mit Drucksensoren installiert. Die  einzelnen
Gasleitungen (jeweils eine fiir MF1 bzw. MF3 und vier fiir MF2) wurden mittels einer
Messgasumschaltung abwechselnd auf diesen Beutel geschaltet und es wurde die Fiillzeit
gemessen. Gleichzeitig diente der Beutel als Messgasreservoir fiir das Gasanalysegerit. Die
Messgasumschaltung wurde so parametriert, dass jede der sechs Messstellen zweimal am Tag
fiir jeweils zwei Stunden aufgeschaltet wurde. Zusitzlich wurde jeweils am Ende des
Beobachtungszeitraumes fiir wenige Tage nur ein Fermenter auf die Gasuhr geschaltet und
das Biogas aus den iibrigen Fermentern in dieser Zeit ohne Volumenerfassung abgeleitet. Die
Ableitung des Biogases in die Atmosphire erfolgte in einer Hohe von ca. 4 m iiber dem
Boden.
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Tabelle 5: Ubersicht iiber Messtechnik und Datenaufzeichnung zur Dokumentation des Betriebes der

Modellanlage
MessgroRe/ Messtechnik Aufzeichnung/
Information Messvorgang
Fermentertemperaturen Pt 100 kontinuierlich, MF1

und 3 redundant
Uber-/Unterschreitung der | Potentiometrische Flllstandswéchter | kontinuierlich

minimalen bzw. maximalen |(ENDRESS+HAUSER)
Fermenterflllstdnde

Gdillevolumina Erfassung Uber Laufzeit und -
Ausliterung der Beschickungspumpen
Biogaszusammensetzung CH,, CO,: IR-Sensoren, Zweistrahl- kontinuierlich nach
Methode, rel. Messfehler: + 2 %; Biogasanfall

H,S, O,: elektrochemische Sensoren,
rel. Messfehler: £ 5 bzw. £ 0.2 %
(AWITE Gasanalysator)

Gesamt-Biogasmenge Trommelgaszahler (RITTER) mit kontinuierlich +
Signalgeber (Eigenkonstruktion), Handaufzeichnung
Auflésung: 0,2 |

Biogasproduktion aus Messung der Fullzeit eines Beutels kontinuierlich

einzelnen Fermentern / (druckgesteuert)

Gasdomen

Biogastemperatur Temperaturfihler am Gaszahler Stundenmittelwerte

Aulentemperatur Aulentemperaturfihler Stundenmittelwerte

Luftdruck Barogeber an der nachstgelegenen Stundenmittelwerte

agrarmeteorologischen Messstation

Temperaturmessungen. Die Temperaturen in den Fermentern wurden mittels Pt 100-Fiihlern
gemessen, die in Edelstahltauchhiilsen in die Fermenter eingebracht wurden. Im Falle von
MF1 bzw. MF3 wurden jeweils drei Temperaturfiihler vorgesehen, davon zwei fiir eine
redundante Temperaturmessung und einer fiir die Regelung der Heizung. MF2 war mit
jeweils einem Temperaturfilhler in jedem der vier Kammern ausgeriistet, der fiir die
Temperaturaufzeichnung und die fiir jede Kammer getrennte Heizungsregelung herangezogen
wurde. Weiterhin erfolgten kontinuierliche Messungen und Aufzeichnungen der
Umgebungstemperatur und der Temperatur in der Gasuhr.

Fiillstandsiiberwachung. Eine kontinuierliche Fiillstandsmessung in den Fermentern der
Modellanlage erfolgte nicht. MF1 und 2 wurden mit Fiillstandswéchtern versehen, so dass der
Fiillstand innerhalb eines gewissen Bereiches schwanken konnte. Im Falle des MF2 war der
minimale Fiillstand so festgelegt, dass der Rohrreaktor stets vollstindig gefiillt blieb. Uber die
Signale der potentiometrische Fiillstandswichter wurde gegebenenfalls eine Sperrung der
entsprechenden Beschickungspumpe oder — im Falle des MF1 — ein Nachfiillvorgang
ausgelost, um den Fiillstand innerhalb der vorgeschriebenen Grenzen zu halten. MF3 war mit
einem Wiéchter flir den maximalen Fiillstand versehen.

A 4.5 Probenahmen und chemische Analytik

Pilot-Biogasanlage. Proben von Rohgiille und Fermenterinhalt wurden iiber den gesamten
Versuchszeitraum in etwa wochentlich, iiber kiirzere Zeitrdume auch téglich entnommen. Zur
Bestimmung chemischer Parameter wurden jeweils zwischen 0,5 und 2 Liter Probe in PE-
Weithalsflaschen genommen. Proben der Rohgiille und der Gérsuspension in den Fermentern
1 und 2 wurden aus Kunststofthdhnen (1-Zollgewinde) entnommen, die an den Giilleleitungen



48 Biogastechnologie in Wasserschutzgebieten

auf der Druckseite der Beschickungspumpen angebracht waren. Die Probenahme erfolgte
nach Moglichkeit unmittelbar im Anschluss an einen Beschickungsvorgang. Fermenter 3 und
das Giérrestlager verfiigten {iber Probenahmehéhne in der Behilterwand. Hier erfolgte die
Probenahme nach Aufrithren des Behélterinhaltes. Zusitzliche Proben aus den einzelnen
Abschnitten des F2 konnten durch die Gasdome entnommen werden, die hierfiir mit
speziellen Armaturen ausgestattet wurden. Ein eigens von LfL-Landtechnik konstruierter
Probenehmer ermoglichte eine tiefenorientierte Entnahme von Fermenterinhalt.

Modell-Biogasanlage. Proben von Rohgiille wurden wiéhrend der Abfiillung an der
Pilotanlage und gegebenenfalls mit einem Schopfer aus dem Vorlagebehilter der
Modellanlage gewonnen. Proben von Fermenterinhalt wurden iiber den gesamten
Versuchszeitraum in etwa wdchentlich, liber kiirzere Zeitrdume auch téglich entnommen.
MF1 und 3 waren mit je zwei Kunststoff-Probenahmehidhnen (1-Zollgewinde) in der
Behilterwand ausgestattet. Die Probenahme aus MF2 erfolgte aus einem Probenahmehahn in
der Entnahmeleitung sowie aus vier Hihnen an der Unterseite des Behilters. Am Boden des
Fermenters kam es zu Sandablagerungen, was die reprisentative Probenahme aus den Hihnen
an der Fermenterunterseite sehr erschwerte. Dies zeigte sich daran, dass in den dort
entnommenen Proben z. T. unrealistisch hohe TM-Gehalte gefunden wurden.

Mit einem Handmessgerdt (EUTECH INSTRUMENTS) wurden vor Ort unmittelbar nach der
Probenahme pH-Wert, Temperatur und Leitfdhigkeit der Proben bestimmt. Fiir weitere
chemische Analysen wurden die Proben nach Einfrieren (wdhrend der warmen Jahreszeit)
oder in einem Kiihlbehilter (wéhrend der kalten Jahreszeit) ins Labor transportiert und bis zur
Verarbeitung bei —18°C gelagert.

Die Analysen von TM, oTM, pH-Wert, NH4-N (teilweise), Alkalinitdt, CSB und fliichtigen
Fettsduren wurden im eigenen Labor der LfL.-Landtechnik durchgefiihrt. Die Bestimmung des
TM und oTM-Gehaltes sowie des pH-Wertes erfolgte an allen Proben. Die {ibrigen Parameter
wurden nur fiir einen Teil der Proben bestimmt. Die im Labor der LfL-Landtechnik
verwandten Methoden basierten im wesentlichen auf den Deutschen Einheitsverfahren zur
Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung (ANONYMUS, 1981), die gegebenenfalls
modifiziert wurden. Weitergehende chemische Analysen der Trockensubstanz der Proben
erfolgte nach Bedarf im Labor der LfL-Abteilung fiir Qualitdts- und Untersuchungswesen
nach den Methoden des Verbandes Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und
Forschungsanstalten zur chemischen Untersuchung von Futtermitteln (VDLUFA, 1997).
Einen Uberblick iiber Untersuchungsparameter und -methoden gibt Tabelle 6.

Tabelle 6: Parameter, Methoden und Haufigkeit der chemischen Analysen von Proben von Rohgiille,
Fermenterinhalt und Gérrest

Parameter Methode

™ Trocknung bei 105°C

oTM Bestimmung des Glihrickstandes (550°C)

pH-Wert pH-Meter (Silber-/Silberchlorid-Referenzelektrode; ORION)

NH4-N Messung mit ammoniaksensitiver Elektrode (ORION) nach Zugabe
von Natronlauge

Saurekapazitat Séauretitration gegen Methylorange

CSB Katalytische Oxidation mit schwefelsaurer Dichromatldsung

Fllchtige Fettsauren | Wasserdampfdestillation nach Freisetzung mit o-Phosphorsaure,

gesamt Basentritation gegen Phenolphthalein
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Parameter Methode

Fllichtige Fettsauren, | Gaschromatographische Analyse des Wasserdampfdestillats
Einzelsubstanzen C1-C5 | (Gaschromatograph: Agilent 6890N; Saule: HP FFAP, 25 m,

@ 0,32 mm)

Rohprotein Berechnung aus Kjeldahl-N: Rohprotein = 6,25*Kjeldahl-N
(Annahme eines mittleren N-Gehaltes im Eiweild von 16 %)

Rohfett (HCI) Extraktion mit n-Hexan

Rohasche Bestimmung des Gluhriickstandes nach Behandlung mit Salzsaure

Rohfaser Bestimmung des Gluhverlustes nach Behandlung der Probe mit
kochender Schwefelsdure und Kalilauge

N-freie Extraktstoffe = 0TM - (Rohprotein + Rohfett + Rohfaser)

Starke Extraktion enthaltener Zucker mit Ethanol, Verzuckerung der

Starke mit Pankreatin, Hydrolyse mit Salzsaure und Bestimmung
der Glucose nach Luff-Schoorl

NDF Ruckstand nach Kochen in neutraler Detergentienlésung

ADF Rickstand nach Kochen in schwefelsaurer Detergentienlésung

ADL Rickstand nach Behandlung mit konz. Schwefelsaure

P Aufschluss mit Schwefelsaure und Salpetersaure, photometrische
Bestimmung nach Reaktion mit Vanadatmolybdat

K Veraschung, Losung der Asche in Salzsaure und flammenphoto-
metrische Bestimmung

Nges. Bestimmung nach KJELDAHL: Aufschluss mit Schwefelsaure,

Destillation und Titration des Ammoniaks

Die Konzentration an freiem Ammoniak wurde aus den ermittelten Werten des
ammoniakalischen Stickstoffs nach folgender Formel berechnet (GALLERT & WINTER, 1997):

NN = NN
K,
(x »1gm D

mit K. /K = (63442731
b w )

Zur Vereinfachung der Berechnung wurde fiir 7' die Solltemperatur des jeweiligen Fermenters
eingesetzt (F1 und 3: 38°C; F2: 55°C), sofern die aktuelle Fermentertemperatur nicht zu stark
von dieser abwich. Soweit verfiigbar, wurden fiir die Berechnung die vor Ort gemessenen pH-
Werte verwendet, da diese fiir die tatsdchlichen Konzentrationsverhiltnisse im Fermenter
reprasentativer sein sollten. Abbildung 9 zeigt den Verlauf des Dissoziationsgleichgewichtes
von Ammonium- und Ammoniak-N bei den oben genannten Temperaturen in Abhingigkeit
vom pH-Wert.
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Abbildung 9: Rechnerischer Anteil des freien Ammoniak-N an NH4-N bei Temperaturen von 38 bzw. 55°C in
Abhingigkeit vom pH-Wert

A 4.6 Markierungsexperimente in den liegenden Reaktoren

Um zu iiberpriifen, ob die Ausfiihrung des thermophilen Fermenters als liegender Behélter mit
Prallwidnden und Paddelriihrwerk im Vergleich zu einem herkémmlichen, stehenden
Riihrkesselfermenter eine Erhohung der Mindestverweilzeit gewdhrleistete, wurden im F2
und MF2 jeweils zwei Markierungsexperimente durchgefiihrt. Als Markierungssubstanz
wurde Lithium in Form von Lithiumchlorid (LiCl) verwendet. LiCl ist in Wasser leicht 16slich
(820 g/l). Die Verwendung von LiCl als chemischer Tracer zur Ermittlung der
Mindestverweilzeit in einem Fermenter wurde auch fiir die Uberarbeitung des Anhangs 2 der
Bioabfallverordnung vorgeschlagen (KTBL, 2004). Als Mindestverweilzeit wird die
Zeitspanne nach Zugabe der Markierungssubstanz angegeben, nach der der Tracer erstmals
im Ablauf des Fermenters nachgewiesen werden kann. Aus dem zeitlichen Verlauf der
Konzentration der Markierungssubstanz im Ablauf wurde zudem ein Wert fiir die mittlere
Verweilzeit ermittelt. Der Vergleich dieses Wertes mit der rechnerischen hydraulischen
Verweilzeit erlaubt eine Aussage liber die Vollstdndigkeit der Durchmischung im Behilter.

Zur Ermittlung der Mindestverweilzeit im liegenden Fermenter wurde eine bekannte Menge
an LiCl in ein zuvor der Anlage entnommenes entsprechendes Volumen an Gérsuspension
eingerithrt. Die mit Lithium markierte Gérsuspension wurde dann im Zuge -eines
Beschickungsvorganges in den Fermenter eingebracht. Fiir die Auswertung wurde
angenommen, dass die Markierungssubstanz auf diese Weise ndherungsweise auf einen Stof3
in den Girraum gelangte (sogenannter Dirac-Stof3). Im Falle der Modellanlage wurden ca.
60 g LiCl in 11 Giérsuspension geldst, im Falle der Pilotanlage wurden mehr als 6 kg der
Markierungssubstanz eingesetzt. Die daraus resultierenden theoretischen Li-Konzentrationen
(Annahme: vollstdndige Durchmischung des Gérraumes) errechneten sich zu 22-40 mg/1 (3,2-
5,8 mmol/l).
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Nach Zugabe der Markierungssubstanz wurde der Fermenterablauf wéhrend der ersten
24 Stunden nach Moglichkeit nach jedem/jedem zweiten Beschickungsvorgang beprobt,
danach mindestens einmal tiglich bis zum Ablauf von drei bis vier hydraulischen
Verweilzeiten. Der Nachweis von Li erfolgte aus getrockneten Proben, da sich der Aufschluss
der fliissigen Gilleproben als nicht praktikabel erwies. Ein Aliquot des gemahlenen
Trockenriickstandes wurde mit konzentrierter Salpetersdure Mikrowellen-gestiitzt
aufgeschlossen. Die Reaktionslosung wurde durch einen Blaubandfilter filtriert und mit Al-
Cs-Puffer sowie Netzmittellosung versetzt. Die Bestimmung von Li erfolgte mit einer
Standardadditionsmethode in einem Flammen-Atomabsorptionsspektrometer (ELEX 6361).
Die Nachweis- bzw. Bestimmungsgrenze lag bei 0,14 bis 0,41 bzw. 0,28 bis 0,81 mmol Li/l.

A 4.7 Ermittlung von Leistungskennwerten

Auf Basis der Messdaten und chemischen Analysen wurden Abbaugrade der organischen
Substanz der Milchviehgiille und Leistungskennwerte der Versuchsanlagen ermittelt.

A 4.7.1 Datenerhebung und —verarbeitung von den Versuchsanlagen

Pilotanlage. Grundlage fiir die Ermittlung der Biogasproduktion der Pilotanlage waren die
Tagebuchaufzeichnungen zur taglich verwerteten Menge an Biogas. Aufgrund variierender
taglicher Laufzeiten des BHKW entsprach diese Menge nicht der tatsdchlichen
Biogasproduktion eines Tages. Fiir die Berechnung durchschnittlicher Leistungskennwerte
wurde daher die gesamte Menge an Biogas, die wihrend eines bestimmten Zeitraumes
verwertet wurde, mit der in diesem Zeitraum der Pilotanlage zugefiihrten Menge an Substrat
in Beziehung gesetzt. Die gemessene Biogasmenge wurde um die geschitzte zum Zwecke der
Entschwefelung zugefiihrte Luftmenge bereinigt, um den Feuchtegehalt bei 8§°C
(angenommene mittlere Temperatur in der Bodenpassage) reduziert und auf Basis von
Tagesmittelwerten der Biogastemperatur und des Luftdruckes normiert. Die Abschédtzung der
Substratmenge erfolgte auf Basis der chemischen Analysen der mindestens wdchentlich
entnommenen Proben. Dabei wurde angenommen, dass in der Vorgrube kein nennenswerter
Abbau der oTM erfolgte. Grundlage fiir die Berechnung des oTM-Abbaus in den einzelnen
Fermentern waren die zu- und abgefiihrten oTM-Frachten wihrend des jeweiligen
Versuchsabschnittes.

Modellanlage. In der Modellanlage erfolgte eine kontinuierliche Aufzeichnung der gesamten
produzierten Biogasmenge im Zehn-Minuten-Takt sowie eine handschriftliche Aufzeichnung
des Zahlerstandes des Trommelgaszdhlers bei jedem Anlagenbesuch. Wie sich bei der
Auswertung der Daten zeigte, wurden aufgrund eines Elektronikfehlers zu grof3e
Biogasmengen aufgezeichnet. Der Fehler war zundchst nicht aufgefallen und schien sich
gegen Ende des Versuchsabschnittes vergroBert zu haben. Um die Daten zur
Biogasproduktion dennoch verwenden zu koénnen, wurden durch Vergleich mit den
handschriftlichen Aufzeichnungen Korrekturfaktoren berechnet. Mit den interpolierten
Korrekturfaktoren wurden dann korrigierte 10-Minuten-Werte der erfassten Biogasmenge
berechnet. Die korrigierten Werte wurden dann auf Stundenwerte umgerechnet, um den
Feuchtegehalt reduziert und auf Basis von Stundenmittelwerten der Biogastemperatur und des
Luftdruckes normiert. Die Berechnung durchschnittlicher Leistungskennwerte erfolgte analog
dem Vorgehen fiir die Pilotanlage. Da der Vorlagebehilter stirker der Witterung ausgesetzt
war, wurde in diesem Fall fiir die Ermittlung der oTM-Fracht ein aus héufigeren
Probenahmen abgeschitzter mittlerer coTM-Abbau veranschlagt.
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A 4.7.2 Beschickung der Anlagen und resultierende hydraulische Verweilzeiten

Fiir die Ermittlung der Leistungskennwerte bei stiindlicher bzw. vierstiindlicher Beschickung
wurde die Anlage mit durchschnittlich 5,5 bzw. 5,7 m’ Giille pro Tag beschickt (siche auch
Anhang 6). Fiir die mittlere Raumbelastung der Pilot-Biogasanlage bezogen auf das
summierte Garraumvolumen der Fermenter 1 bis 3 (ohne Girrestlager) ergaben sich Werte
von 1,36 bzw. 1,49 kg oTM*(m’*d)" wihrend der ausgewerteten Zeitrdume mit stiindlicher
bzw. vierstiindlicher Beschickung (Tabelle 7). Die resultierenden hydraulischen
Verweilzeiten in den Fermentern 1 bis 3, errechnet als Quotient des aktiven
Fermentervolumens und der tédglichen Beschickungsmenge, betrugen bei stiindlicher
Beschickung im Mittel 9,3, 8,4 bzw. 27,2 Tage (Tabelle 8). Die mittlere hydraulische
Verweilzeit in der Fermenterkaskade betrug also ca. 45 Tage. Fiir den Versuchsabschnitt mit
vierstiindlicher Beschickung ergaben sich praktisch identische Werte. Der Verweilzeitanteil
der thermophilen Stufe lag im Mittel bei ca. 18 %.

Tabelle 7: Mittlere Raumbelastungen der Fermenter der Pilotanlage und der Fermenterkaskade wihrend der
Versuchsabschnitte mit stiindlicher bzw. vierstiindlicher Beschickung

Beschickungsintervall 1h 4h
Fermenter 1 kg oTM*(m>*d)” 6,95 6,81
Fermenter 2 kg oTM*(m>*d)” 5,89 6,21
Fermenter 3 kg oTM*(m>*d)” 1,68 1,74
Kette kg oTM*(m>*d)” 1,37 1,49

Tabelle 8: Mittlere hydraulische Verweilzeiten in den Fermentern der Pilotanlage wéhrend der
Versuchsabschnitte mit stiindlicher bzw. vierstiindlicher Beschickung

Beschickungsintervall 1h 4 h
Fermenter 1 Tage 9,3 9,1

Fermenter 2 Tage 8,4 8,4
Fermenter 3 Tage 27,7 27,6
Kette Tage 454 451

Bei Vorgabe eines Beschickungsintervalles von einer Stunde fiihrte die SPS der Pilotanlage
21 Beschickungsvorgéinge pro Tag durch; zwischen ca. 22 und 1 Uhr fand dabei keine
Beschickung statt. Bei Vorgabe eines Beschickungsintervalles von vier Stunden erfolgten
abwechselnd fiinf bzw. sechs Beschickungsvorgéinge pro Tag, so dass die tégliche
Beschickungsmenge jeweils um bis zu 20 % schwankte.

Fiir die Ermittlung der Leistungskennwerte der Modellanlage bei stiindlicher Beschickung
wurde die Anlage mit tiglich 24,5 bis 26,51 Giille in 24 Teilmengen beschickt (siche auch
Anhang 7). Fiir die mittlere Raumbelastung bezogen auf das summierte Girraumvolumen der
Fermenter 1 bis 3 ergaben sich ein Wert von 1,43 kg oTM*(m**d)" (Tabelle 9). Die mittleren
hydraulischen Verweilzeiten in den Modellfermentern 1 bis 3 errechneten sich zu 8,1, 9,6
bzw. 23,4 Tage (Tabelle 10). Die mittlere hydraulische Verweilzeit in der Fermenterkaskade
betrug demnach ca. 41 Tage. Wihrend des Versuchsabschnittes mit vierstiindlicher
Beschickung wurden der Anlage tiglich 28,6 bis 29,1 | Giille in 6 Teilmengen zugefiihrt; die
mittlere Raumbelastung des Systems betrug 1,60 kg oTM*(m>*d)" (Tabelle 9). Die mittleren
hydraulischen Verweilzeiten in den Modellfermentern 1 bis 3 lagen bei 7.5, 8,4 bzw.
20,8 Tagen (Tabelle 10). Die mittlere hydraulische Verweilzeit in der Fermenterkaskade
betrug demnach ca. 37 Tage. Der Verweilzeitanteil der thermophilen Stufe lag in der
Modellanlage im Mittel bei ca. 23 %.
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Tabelle 9: Mittlere Raumbelastungen der Fermenter der Modellanlage und der Fermenterkaskade wiahrend der
Versuchsabschnitte mit stiindlicher bzw. vierstiindlicher Beschickung

Beschickungsintervall 1h 4 h
Modellfermenter 1 kg oTM*(m>*d)” 7,32 7,81
Modellfermenter 2 kg oTM*(m**d)” 5,27 5,95
Modellfermenter 3 kg oTM*(m**d)” 1,93 2,16
Kette kg oTM*(m**d)” 1,43 1,60

Tabelle 10: Mittlere hydraulische Verweilzeiten in den Fermentern der Modellanlage wihrend der
Versuchsabschnitte mit stiindlicher bzw. vierstiindlicher Beschickung

Beschickungsintervall 1h 4 h
Modellfermenter 1 Tage 8,1 7.5
Modellfermenter 2 Tage 9,6 8,4
Modellfermenter 3 Tage 234 20,8
Kette Tage 411 36,7

A 473 Berechnung des Abbaugrades und der Leistungskennwerte

Die Berechnungen erfolgten nach folgenden Formeln:

e Biogasausbeute bezogen auf die zugefiihrte Frischmasse:
_ 3 ..-3
YBiogas,FM - VBiogas /QFM,zu [m m ]

mit Vpiogas: verwertete Menge an Biogas, Ors-.: zugefiihrte Menge an Rohgiille.

e Biogasausbeute bezogen auf die zugefiihrte 0TM:
YBiogas,oTM = VBiogas /QOTM,zu [m3*kg OTM-l]
mit Q,7z,: mit der Rohgiille zugefiihrte 0TM.

e Spezifische Biogasproduktion bezogen auf das Fermentervolumen:
soges = Vtogas /(2 Vi ¥ A7) [ (m**d)]

VBiogas Biogas
i=1,2,3

mit Vg mittleres aktives Garraumvolumen des Fermenters 1, A¢: Betrachtungszeitraum [d]

e Spezifische Methanausbeute (bezogen auf zugefiihrte Frischmasse bzw. 0TM):
Yeu, rvsorn = Z V (CH,) ! Orat 1070t 2 [m**m~] bzw. [m3*kg oTM™]

e Raumbelastung der Fermenterkaskade bzw. eines Fermenters:
Bp =0, [(V;* At) [kg OTM*(m3*d)_l]
mit V;: mittleres aktives Garraumvolumen der Fermenterkaskade bzw. des Fermenters 1.

e Abbaugrad der oTM bis zum i-ten Fermenter:

oTM — Abbau,, = Qont.ou = Qo 10 0,

oTM ,zu
mit O,y ;: aus dem Fermenter 1 abgefiihrte oTM.

e Biogas- bzw. Methanertrag bezogen auf die abgebaute 0TM:
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Y’ = VBiogas/Metlmn /(QOTM,ZM - QoTM,S)

e Theoretischer (stochiometrischer) Biogasertrag (bezogen auf die zugefiihrte

Frischmasse):
ACSB .
QBiogas = [m?’*kg 1]
2.86* fon,

mit ACSB = abgebaute CSB-Fracht [kg*d™], fcis = Methananteil im Biogas (um Luftzufuhr
korrigiert).

A 4.8 Bewertung von Umweltwirkungen der Pilot-Biogasanlage

Aus der ganzen Reihe von Umweltwirkungen, die die Okobilanzierung kennt, wurde nur auf
die Energiefliisse und den CO,-Aquivalenzfaktor als IndikatorgroBe eingegangen. Der
Kumulierte Energieaufwand wurde nach der VDI-Richtlinie 4600 (VDI, 1998) ermittelt.

A 4.8.1 Datengrundlage

Zur Erstellung einer Materialbilanz der Pilotanlage wurden Daten aus verschiedenen Quellen
recherchiert:

Baupléne und technische Zeichnungen

Abschitzung vor Ort

Angaben von Fa. SCHMACK BIOGAS AG und Zulieferern
Literatur und Internetrecherche

Erfasst wurden nur Bauteile mit einem wesentlichen Gewichtsanteil am Gesamtgewicht (mehr
als ca. 100 kg). Konnten iiber ein Bauteil keine ausreichenden Informationen recherchiert
werden, wurde es nicht beriicksichtigt.

Die Zuordnung von Energien zu den in der Materialbilanz erfassten Massenstromen erfolgte
hauptsédchlich mit Hilfe der Software GEMIS 4.2 (2005). Waren in GEMIS die gewiinschten
Daten nicht vorhanden, so wurden andere Quellen herangezogen. Die verwendeten
spezifischen Energieaufwendungen und deren Quellen konnen in Anhang 2 nachgeschlagen
werden.

Um die Energiefliisse wihrend des Anlagenbetriebs zu erfassen, wurde vor allem die
Anlagendokumentation (siehe Kap. 4.3.3) genutzt. Einzelne Details wurden in Riicksprache
mit dem Betreuer der Anlage, Herrn Johann Schweiger, geklart.

A 4.8.2  Erstellung einer Energiebilanz

Zunichst wurden Materialbilanzen fiir die Herstellung, die Nutzung und die Entsorgung der
Anlage erstellt (Materialbilanzanalyse). Diese Materialbilanzen wurden dann energetisch
bewertet, woraus Energiestrome ermittelt wurden. Die Sankey-Diagramme zur Darstellung
der Material- und Energiebilanzen wurden in Microsoft-Excel erstellt. Aus den
Energiestromen liel sich dann der Kumulierte Energicaufwand der Anlage berechnen. Er
setzt sich zusammen aus den Kumulierten Energieaufwendungen fiir die Herstellung, die
Nutzung und die Entsorgung der Anlage:

KEA = KEA, + KEA, + KEA,

KEA : Kumulierter Energieaufwand [MWh]
KEAy : Kumulierter Energieaufwand der Herstellung [MWh]
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KEAN : Kumulierter Energieaufwand der Nutzung [MWh]
KEAE : Kumulierter Energieaufwand der Entsorgung [MWh]

Der Kumulierte Energieaufwand (KEA). Die Gesamtheit des primirenergetisch bewerteten
Energieaufwandes, der zur Errichtung, zum Betrieb und zur Entsorgung eines 6konomischen
Gutes (Produkt oder Dienstleistung) aufgewendet wird, bezeichnet man als Kumulierten
Energieaufwand KEA. Dieser Energieaufwand setzt sich zusammen aus den Kumulierten
Energieaufwendungen fiir die Herstellung (KEAg), die Nutzung (KEAx) und die Entsorgung
(KEAE) des 6konomischen Gutes (KALTSCHMITT et al., 2003).

Kumulierter Energieaufwand fiir die Herstellung (KEAp). KEAy wird die Summe der
primdrenergetisch bewerteten Energicaufwendungen genannt, die sich bei der Herstellung
selbst, sowie bei der Gewinnung, Verarbeitung, Herstellung und Entsorgung der Fertigungs-,
Hilfs- und Betriebsstoffe und Betriebsmittel, einschlieflich der Transportaufwendungen, fiir
einen Gegenstand oder eine Dienstleistung ergeben (KALTSCHMITT et al., 2003).

Kumulierter Energieaufwand fiir die Nutzung (KEAy). KEAx wird die Summe der
primidrenergetisch bewerteten Energieaufwendungen genannt, die sich fiir den Betrieb oder
die Nutzung eines Gegenstandes oder einer Dienstleistung ergeben. Diese Summe beinhaltet,
neben dem Betriebsenergieverbrauch, den Kumulierten Energieaufwand fiir die Herstellung,
Entsorgung von Ersatzteilen, von Hilfs- und Betriebsstoffen sowie von Betriebsmitteln, die
fiir Betriecb und Wartung erforderlich sind. Die zugrundegelegten Betriebs- und
Nutzungszeiten sind stets anzugeben. Der Energicaufwand der Transporte ist mit
einzuschlieBen (KALTSCHMITT et al., 2003).

Kumulierter Energieaufwand fiir die Entsorgung (KEAp) KEAg wird die Summe der
primérenergetisch bewerteten Energieaufwendungen genannt, die sich bei der Entsorgung
eines Gegenstandes oder Teilen des Gegenstandes, d.h. dem endgiiltigen Ausschleusen aus
dem Nutzungskreislauf, ergeben. Diese Summe beinhaltet, neben dem Energieaufwand fiir die
Entsorgung selbst den Kumulierten Energieaufwand fiir die Herstellung und Entsorgung von
Hilfs- und Betriebsstoffen sowie von Betriebsmitteln, die fiir die Entsorgung erforderlich sind.
Der Energieaufwand fiir Transporte ist hier ebenfalls zu bilanzieren (KALTSCHMITT et
al.,2003).

A 4.8.3 Erntefaktoren

Nach SCHWAIGER (1996) war die Grundidee der Definition eines Erntefaktors urspriinglich
die Bestimmung einer Kennzahl, aus der sich ableiten ldsst, ob ein mit regenerativen
Energietrdgern betriebenes Kraftwerk wiéhrend seiner Nutzungsdauer iiberhaupt soviel
Energie erzeugt, wie zu seiner Herstellung notwendig war. Danach wurde der Erntefaktor
weiter entwickelt, und auf den gesamten KEA der Herstellung, Nutzung und Entsorgung
ausgedehnt. Nach HAGEDORN (1992) miissen dabei vor allem zwei Punkte beachtet werden:
(1) Energie aus regenerativen Quellen wird mit 0 bewertet, (2) fossile Energietriger werden
iiber ihre Primédrenergie (Heizwert) bewertet.

Der Erntefaktor fiir die Herstellung (KOHLER, 1996) setzt die, iiber die Lebensdauer des
Kraftwerks erzeugte, elektrische Nettoenergie in Relation mit dem gesamten Kumulierten
Energieaufwand ohne Beriicksichtigung der eingesetzten fossilen Betriebsenergien.
Nettostromerzeugung

KEA,
Erntefaktor fiir die Herstellung [

Er ntef aktok fiirdieHerstellung =

Nettostromerzeugung [MWh]
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Kumulierter Energieaufwand der Herstellung [MWh]

Der Erntefaktor fiir das Kraftwerk (Schwaiger, 1996) stellt dar, wie oft der Kumulierte
Energiecaufwand durch die Nettostromerzeugung wiedergewonnen wird. Fossile
Betriebsenergien bleiben unberiicksichtigt®.

Nettostromerzeugung

Erntefaktor . ;.oon =
firdaskravert K A — FossileBetriebsenergien

Erntefaktor fiir das Kraftwerk [-]

Nettostromerzeugung [MWh]
Kumulierter Energieaufwand [MWh]
Fossile Betriebsenergien (primérenergetisch bewertet) [MWh]

Der Erntefaktor EF g1 (SCHWAIGER, 1996) beriicksichtigt zusétzlich das eingesetzte Heizol
und den, vom Energieversorger gelieferten, Fremdstrom. Der Fremdstrom wird {iber seinen
Primirenergiegehalt bewertet. Fiir konventionelle Kraftwerke ergibt sich ein Wert &hnlich
dem elektrischen =~ Wirkungsgrad, mit dem Unterschied, dass =zusétzlich die
Energieaufwendung fiir Herstellung und Entsorgung beriicksichtigt wird.

Da regenerative Energiequellen bei der Ermittlung des Energieaufwands nicht beriicksichtigt
werden, konnen sich fiir mit nachwachsenden Rohstoffen betriebene Kraftwerke
Erntefaktoren groBler als 1 ergeben. Damit setzt das Kraftwerk mehr Nutzenergie frei, als
fossile Energie investiert wurde.

Nettostromerzeugun
Gesamterntefaktor = gung
KEA
Gesamterntefaktor [-]
Nettostromerzeugung [MWh]
KEA [MWh

A 4.8.4 Primirenergetische Amortisationszeit

Die Primirenergetische Amortisationszeit definiert sich nach KALTSCHMITT (2003) als
Zeitraum, innerhalb dessen eine Energiebereitstellungstechnik soviel an (primirenergetisch
bewerteter) Nutzenergie bereitgestellt hat, wie fiir die Erstellung der Anlage nétig ist. Die
Nettoenergieerzeugung beschreibt die von der Biogasanlage, wihrend ihrer Lebenszeit,
erzeugte Nutzenergie. Da es um die Frage geht, wie viel Primédrenergie durch die
Bereitstellung dieser elektrischen Energie in deutschen Elektrizitdtswerken eingespart werden
konnte, wird die erzeugte elektrische und thermische Energie primérenergetisch bewertet
(Primérenergetische Nettoenergieerzeugung). Der KEA des verwendeten Brennstoffs
(Heizwert) geht dabei nicht mit in die Rechnung ein. Es werden also nur die Betriebsmittel in
die Bilanz aufgenommen, also die Stoffe, die nicht priméir zur Energieerzeugung dienen.

2 Im Unterschied zum Erntefaktor fiir die Herstellung werden also der Energieaufwand fiir Ersatzteile und
Entsorgungsaufwendungen bzw. —erlése mit berlicksichtigt.
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Wihrend der Nutzungsphase der Biogasanlage fallen als nennenswerte Betriebstoffe die
Ersatzteile an.

KEA,, -technische Lebensdauer d. Anlage
prim.Nettoenergieerzeugung — KEA

Primdrenerget. Amortisationszeit =

Betriebsmittel

Primérenergetische Amortisationszeit [a]
Kumulierter Energieaufwand der Herstellung [MWh]
Primérenergetisch bewertete Nettoenergieerzeugung [MWh]
KEAsgetriebsmitter - [MWh]
Technische Lebensdauer d. Anlage [a]

A4.8.5 CO,-Bilanz

Bei der Verbrennung fossiler Energietridger wird CO; in die Atmosphére emittiert. CO, ist das
mengenmdfig dominierende klimarelevante Gas, es trigt den groBten Anteil zum
anthropogenen Treibhauseffekt bei. In die Bilanz wird analog zum KEA nur CO;
aufgenommen, das aus fossilen Quellen stammt. Andere klimawirksame Gase wie z.B.
Methan werden anhand von international anerkannten Faktoren in sogenannte
Kohlendioxiddquivalente umgerechnet (IPPC, 2001). Die CO,-Bilanz der Bau- und
Maschinentechnik wurde als Produkt der einzelnen Materialmassen (aus der Massenbilanz)
und den  materialspezifischen = Kohlendioxiddquivalenzfaktoren = berechnet.  Eine
Zusammenfassung der verwendeten Aquivalenzfaktoren findet sich in Anhang 5.

A 4.9 Betrachtung der Wirtschaftlichkeit

Die Gesamtinvestitionssumme und die Aufteilung der Kosten auf Bau- und Maschinentechnik
stammen aus Angeboten der Firma SCHMACK BIOGAS AG iiber eine Biogasanlage zur
Vergirung von 550 GV Rindergiille (11.000 m?*/Jahr; SCHMACK BIOGAS AG, 2005). Die
Daten zum  Anlagenbetrieb ~ wie  jdhrliche  Gasproduktion,  Ziinddlverbrauch,
Wirmeproduktion, Stromproduktion, Eigenstrombedarf, Fremdstrombedarf oder elektrischer
und thermischer Wirkungsgrad des BHKWs stammen aus eigenen Abschidtzungen und
Berechnungen.
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A S Bau und Betrieb der Versuchsanlagen

A 5.1 BaumafBnahmen an der Pilotanlage

Mit der Planung und dem Bau der Pilot-Biogasanlage wurde die Firma SCHMACK BIOGAS
AG beauftragt. Die Vorplanung und Festlegung von Sollvorgaben erfolgte in Zusammenarbeit
von LfL-Landtechnik und der Bauer + Wiesner Planungsgesellschaft mbH, Riedering, welche
auch die Bauaufsicht iibernahm. Die Anlage wurde auf eine Behandlungskapazitit von
2000 m’ Giille ausgelegt. Baubeginn der Anlage war der 06.04.2002, die technische Abnahme
erfolgte am 25.11.2002.

Mit dem Anfahren der Pilot-Biogasanlage wurde am 28.08.2002 begonnen. Die Fermenter 1
und 2 wurden hierzu mit verdiinnter Rindergiille aus dem Giillekanal des Hofes Schweiger
befiillt und mit der Abwéirme des im Heizolbetrieb laufenden BHKW aufgeheizt. Die
Solltemperaturen der Fermenter 1 und 2 von 40°C bzw. 55°C wurden am 31.08.2002 erreicht.
Am 13.11.2002 wurde die automatische Beschickung der Anlage mit tiglich 1,5 m’
Rindergiille bei stiindlicher Beschickung aufgenommen. Im Zeitraum von Anfang Januar bis
Anfang Mirz 2003 wurde die tigliche Beschickungsmenge von 2 m’ auf ca. 6,3 m’
Rindergiille gesteigert.

Im April 2003 wurden umfangreiche MaBBnahmen zur Verbesserung der unbefriedigenden
warmetechnischen Situation durchgefiihrt. Die einwandigen Kunststoff-Giilleleitungen
wurden im Falle der Druckleitungen zu den Fermentern 2 und 3 durch Stahlleitungen mit
Kunststoffmantelisolierung bzw. im Falle der Saugleitungen der Fermenter 1 und 2 durch
PVC-Leitungen mit Vollisolierung ersetzt. Im Zuge dieser Umbaumalinahmen wurde der
thermophile Fermenter um etwa 40 cm angehoben und auf Konsolen mit thermischer
Trennung gestellt. Die aullenliegenden, nur punktuell aufgeschweif3ten Heizleitungen am
Fermenter 2, die sich als praktisch wirkungslos erwiesen hatten, wurden durch auf die
Unterseite der 1. und 2. Kammer des Fermenters aufgeschweilite U-Profile ersetzt. Hierfiir
musste die Wiarmeddmmung teilweise entfernt werden. Dabei zeigten sich vorhandene
Mingel in Form von metallischen Abstandshaltern fiir die AuBenverkleidung sowie
Eindringen von Feuchtigkeit. Aulerdem wurde die Riihrwelle des Fermenters 2, die von
Anfang an durch eine starke Gerduschentwicklung aufgefallen war, neu ausgerichtet. Fiir
diese Arbeiten musste die Beschickung der gesamten Anlage fiir 14 Tage unterbrochen
werden (siche auch Anhang 6). Im Juli 2003 wurde die Warmeddmmung und Verkleidung der
Mantelfldche des Fermenters nach den oben beschriebenen Umbauarbeiten wiederhergestellt
und zusétzlich wurden die stirnseitigen Rahmen geddmmt und mit Blech verkleidet. Diese
Arbeiten verursachten eine viertdgige Unterbrechung der Beschickung.

In der zweiten Novemberwoche 2003 wurde der starre Riihrwellenantrieb durch eine
Doppelkette ersetzt; desweiteren wurde der Rithrwellenflansch gegen den Rahmen abgestiitzt.
Das undichte Kunststoffgleitlager der Riithrwelle des F2 wurde in der KW 50/2003 erneuert.
Hierzu musste der Fiillstand des thermophilen Fermenters unter das Niveau der Riihrwelle
abgesenkt werden. Im Zusammenhang mit dieser Maflnahme wurden Bleche auf die
Riihrwelle aufgeschweilt, die eine Verbesserung des Warmeiiberganges durch Verwirbelung
des Substrates bewirken sollten. Weiterhin wurden alle Rithrpaddel durch Aufschrauben von
Kunststofflippen (Polyurethan) bis fast zur Mantelinnenfliche verlingert, um die den
Wairmeiibergang behindernde Sinkschicht am Boden des F2 aufzuldsen und deren erncute
Bildung zu vermeiden. Zur Durchfiihrung dieser Arbeiten musste die Beschickung der
Pilotanlage fiir fiinf Tage ausgesetzt werden.
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A 5.2 BaumalBinahmen an der Modellanlage

Ausgangspunkt flir den Entwurf der Modell-Biogasanlage war ein geometrisch @hnliches
Modell des liegenden thermophilen Fermenters im MalBlstab 1:6. Dieses wurde an der LfL-
Landtechnik von Grund auf entworfen und gefertigt. Als Modelle fiir die beiden stehenden
Fermenter 1 und 3 der Pilotanlage wurden gebrauchte Milchbehilter geeigneter Grof3e
umgebaut. Alle Komponenten mit Ausnahme des Vorlagebehilters fiir das Frischsubstrat
wurden von der Werkstatt des LfLL-Landtechnik in einem zwangsbeliifteten Isoliercontainer
installiert. Standort der Modellanlage fiir die Dauer des Projektes war das Aullengelinde von
TUM-SWW. Fiir Probenahmen und Kontrollen wurde die Anlage wihrend der
Betriebsphasen durchschnittlich dreimal pro Woche besucht.

Der Betrieb der Modellanlage mit unbehandelter Giille vom Hof Schweiger fiihrte zu
wiederholten Betriebsstorungen durch Verstopfungen und Verzopfungen. Ab 2004 wurde
deshalb bei Abfiillung der Giille an der Pilotanlage ein Mazerator eingesetzt. Hierdurch
konnten Betriebsstorungen weitgehend vermieden werden. Die urspriinglich eingebauten
Schwimmerschalter =~ zur  Fillstandskontrolle ~ wurden  durch  potentiometrische
Fiillstandswichter ersetzt. Nach Betriebsstorungen durch Verstopfung des Uberlaufes wurde
im MF3 ein Wichter fiir den maximalen Fiillstand nachgeriistet und ein Ablaufschlauch
grofleren Durchmessers installiert, der zusidtzlich mit einer Spiileinrichtung versehen war.

A 5.3 Betrieb der Versuchsanlagen

Offizieller Betreiber der Pilot-Biogasanlage waren die Stadtwerke Rosenheim
GmbH & Co. KG. Betreut wurde die Anlage vom Betriebsleiter, Herrn Johann Schweiger.
Die wissenschaftliche Begleitung erfolgte hinsichtlich der verfahrenstechnischen und
okonomischen Aspekte durch LfL-Landtechnik, hinsichtlich der hygienischen Aspekte durch
TUM-SWW. Die Pilotanlage wurde hierzu fast iiber die gesamte Projektlaufzeit mindestens
einmal wochentlich besucht, wihrend intensiver Versuchsphasen auch hiufiger. Der erste
Versuchsabschnitt begann mit der Vorbereitung der beiden ersten Chargenversuche zur
Keimreduktion Mitte Juli 2003 (LEBUHN, 2005; Abbildung 10).

Um fiir diese Versuche eine mogliche, aus dem mangelhaften Betrieb des F2 im ersten
Halbjahr 2003 resultierende Keimbelastung im F3 zu beseitigen, wurde der F3 vor
Versuchsbeginn auf 55°C aufgeheizt und bei unterbrochener Beschickung 48 h lang auf
diesem Temperaturniveau gehalten. Nach der langeren Unterbrechung der Beschickung fiir
die Umbau- und Reparaturmafinahmen Ende 2003 wurde die Anlage bis Anfang Februar 2004
wieder hochgefahren und dann die Beschickungsrate so wenig wie mdglich variiert, um fiir
die Ermittlung von Leistungskennwerten einen quasi-stationdren Betriebszustand zu
erreichen. Hierbei traten wiederholt kurzfristige Storungen des gleichmédBigen
Anlagenbetriebes auf, wie beispielsweise die schlagartige Verdiinnung der Giille nach dem
Bruch einer Triankeleitung im Stall. Die Markierungsexperimente im F2 wurden im Juni/Juli
bzw. September/Oktober 2004 durchgefiihrt. Fiir eine detaillierte chronologische Ubersicht
iiber den Betrieb der Pilotanlage siche Anhang 6.
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Modellanlage

Testbetrieb Anfahrbetrieb

_Uberheizung des MF1
1. Markierungsexperiment im MF2 2. Markierungsexperiment MF2
Ermittlung von Leistungskennwerten: stiindiche Beschickung

Ermittlung von Leistungskennwerten: vierstiindliche Beschickung

Pilotanlage

Anfahrbetrieb: 08/02-03/03
Erreichung der Zielbeschickungsmenge|

_\/_eLsgopfung der Gasleitung zum BHKW
|Reparatur und Umbau Rihrwerk F2

'Umbau F2 und Giilleleitungen Wasserleitungsbruch im Stall |Glleleitung eingefroren
1. + 2. Chargenversuch zur Keimreduktion

-1 3. Chargenversuch zur Keimreduktion
71 1. Markierungsexperiment im F2
_[ lz_l\ziavkierungsexperiment im F2
Ermittlung von Leistungskennwerten: stiindliche Beschickung
__Errnitllung won Leistungskennwerten: vierstiindliche Beschickung

+

1/03 /03 /03 IV/03 /04 1/04 /04 IV/04 1105 [ /05 [

Legende:

Anfahr- bzw. Testbetrieb
UmbaumaRnahmen, Stérungen
IVersuchsabschnitte

Abbildung 10: Ubersicht iiber den Betrieb der Versuchsanlagen

Die Modellanlage wurde wahrend des gesamten Betriebszeitraumes mit Rohgiille von der
Pilotanlage beschickt. Hierzu wurden etwa alle zwei Wochen zur Wiederauffiillung des
Vorlagebehilters ca. 0,5 m’® Rohgiille vom Hof Schweiger angefahren. Die Rohgiille wurde
wihrend des Befiillens der Vorgrube der Pilotanlage aus einem Abzweig der Giilleleitung
vom Giillekanal in die Vorgrube entnommen. Wiéhrend der kalten Jahreszeit wurde die
Modellanlage stillgelegt. Mit Wiederinbetriebnahme der Modellanlage im Friithjahr 2004
wurde bei Abfiillung der Giille an der Pilotanlage ein Mazerator eingesetzt. von Juni bis
November 2004 erfolgte ein weitgehend paralleler Betrieb von Modell- und Pilotanlage. Fiir
eine detaillierte chronologische Ubersicht iiber den Betrieb der Modellanlage sieche Anhang 7.
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A 6 Ergebnisse und Diskussion

Im folgenden werden der gesamte Verlauf des Betriebes der Pilot-Biogasanlage sowie
Ergebnisse aus dem parallelen Betrieb der beiden Versuchsanlagen vorgestellt und diskutiert.
Die Bezeichnungen ,,1h“ bzw. ,4h“ beziechen sich dabei auf den jeweiligen
Versuchsabschnitt mit stiindlicher bzw. vierstiindlicher Beschickung (siehe Kap. 5.3). Im
Falle der Pilotanlage erstreckte sich der erste Versuchsabschnitt vom 01.06. bis zum
06.09.2004 (98 Tage), der zweite vom 21.10. bis zum 07.12.2004 (48 Tage). Im Falle der
Modellanlage erfolgte die Auswertung fiir die Zeitrdume 05.06.-05.08.2004 (62 Tage) bzw.
26.09.-08.11.2004 (44 Tage).

A 6.1 Einhaltung der Solltemperatur im thermophilen Fermenter

Auf Grundlage des Standes des Wissens wurde eine Temperatur von 55°C im thermophilen
Fermenter als Sollwert fiir die Sicherstellung einer ausreichenden Hygienisierungsleistung
festgelegt, wie er auch in einschldgigen gesetzlichen Regelungen zur Hygienisierung durch
thermophile Vergédrung verankert ist, so z. B. in der Bioabfall-Verordnung (Anon., 1998).
Hierbei stellt sich die wichtige Frage, an welchen Stellen im Fermenter die Einhaltung dieser
Temperatur durch fortlaufende Messungen nachzuweisen ist. Im Falle des liegenden
Fermenters der Pilotanlage standen (zeitweise) finf Temperaturfiihler zur Verfiigung, davon
zwei an den beiden Stirnseiten des Behilters und drei an den Schikanenblechen.

In der vorderen und hinteren Kammer des F2 waren die Warmeverluste aufgrund der grof3en
Oberflidche gegeniiber den mittleren Kammern deutlich hoher. In der ersten Kammer trat eine
zusitzliche Abkiihlung durch das zugefiihrte Substrat aus dem vorgeschalteten, mesophilen
F1 auf. Zudem waren die Tauchhiilsen der stirnseitigen Temperaturfiihler nur ca. 10 cm lang,
so dass die Messwerte stidrker von der Aullentemperatur beeinflusst wurden als im Falle der
Temperaturfiihler an den Schikanenblechen, die bis ca. 1/3 des Durchmessers in den
Fermenter hineinragten (Abbildung 11). Daher wurden fiir die Beurteilung der Einhaltung der
Solltemperatur in erste Linie die Messwerte der Fiihler 2 bis 4 herangezogen.

Nach Aufnahme der automatischen Beschickung am 02.11.2002 liefen die Temperaturen
entlang des thermophilen Fermenters mit Steigerung der tiglichen Beschickungsmenge bis
Anfang Februar 2003 zunehmend auseinander (Temperaturdifferenz Fiihler 1 — Fiihler 4 bis
10 K). Die Temperatur am Fiihler 1, der an der Stirnseite der ersten Kammer platziert war,
sank durch die stiindliche Zufuhr von Substrat, das in der ungedimmten Leitung von F1 zu F2
stark abkiihlte, zeitweise auf unter 50°C ab. Uber die Riihrwelle und die uneffektive
Bodenheizung konnte in die erste Kammer des liegenden Behélters nicht geniigend
Wirmeenergie eingetragen werden, um diesen Effekt auszugleichen. Die Temperatur an den
Fiihlern 2 bzw. 3 und 4 (Anordnung jeweils an den Schikanenblechen) lag jeweils um ca.
1,5 K hoher, jedoch wurde auch an diesen Stellen im Fermenter 2 die Solltemperatur von
55°C um 2 bis 3 K unterschritten, was vor allem auf den schlechten Warmeeintrag, aber auch
auf die mangelhafte Warmeddmmung hindeutete.
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Abbildung 11: Tauchhiilse eines der Temperaturfiihler an den Schikanenblechen

In den heilen Sommermonaten des Jahres 2003 konnte die Solltemperatur von 55°C an den
Fiihlern 3 und 4 des thermophilen Fermenters meist eingehalten oder bis auf ein halbes Grad
erreicht werden. Geht man von weitgehend gleichen AuBlentemperaturverhéltnissen von Juni
bis August aus, war allerdings kein deutlicher Einfluss der zusitzlichen Warmeddmmung des
F2 auf die Erreichung der Temperatursollwerte erkennbar. Lediglich im Vergleich zwischen
Juni und August 2003 deutete sich ein leichter Anstieg der mittleren Temperaturen in den
ersten beiden Kammern an. Ausfille des BHKW fiir nur wenige Stunden fiihrten auch bei
sommerlichen Umgebungstemperaturen zu einem merklichen Abfallen der Temperaturen im
F2.

Auffilligste Anderung nach den Modifikationen am Riihrwerk Ende 2003 war die Anhebung
der mittleren Temperatur im vorderen Teil des F2. Tabelle 11 zeigt Monatsmittelwerte der
Temperaturen der Umgebungsluft und im Fermenter wéhrend ausgewéhlter
Versuchsabschnitte. In Abbildung 12 sind die Werte fiir die Monate September 2003 (vor
Umbau der Riihrpaddel, stiindliche Beschickung), Juni 2004 (nach Umbau der Riihrpaddel,
stiindliche Beschickung) und Oktober 2004 (vierstiindliche Beschickung) grafisch dargestellt.
Nach Umriistung des Rithrwerkes wurde eine Anhebung des gesamten Temperaturniveaus im
F2 beobachtet, die Temperaturspreizung blieb jedoch praktisch unverindert.
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Tabelle 11: Gemessene Umgebungstemperatur und Temperaturen (°C) im F2 wihrend verschiedener
Betriebszustinde (Mittelwerte + Standardabweichung)

Monat AuBenluft Fihler 1 Fuhler 2 Fiihler 3 Fihler 4 Fuhler 5
Sep03 | 125+28 | 51,8+1,0 | 53,7+0,7 | 548+04 | 552+04 n.v.
Okt 03 5,3 51,5 53,7 54,8 55,1 n. v.
Mrz 04 2,6 52,2 54,6 55,3 55,3 n.v
Apr 04 8,9 52,1 54,1 54,9 55,3 n. v.
Jun04 | 154+31 | 52,3+0,8 | 542+06 | 550+05 | 555+0,4 n. v.
Sep 04 13,5 53,4 54,8 54,6 54,5 54,0
Okt 04 9,8+3,7 53,6+1,0 | 551+05 | 550+04 | 549+0,1 | 541+04
n. v.: nicht verfligbar
Nach der Umstellung von stiindlicher auf vierstiindliche Beschickung war das

Temperaturgefdlle von Fiihler 2 zu Fiihler 4 praktisch aufgehoben bzw. leicht umgekehrt;
lediglich am Fiihler 1 war noch die Abkiihlung durch zugefiihrtes kiihleres Substrat
erkennbar, die jedoch geringer ausfiel als bei stlindlicher Beschickung (Abbildung 12 und
Abbildung 13). Gleichzeitig sanken die erreichten Hochsttemperaturen leicht, die nun nicht
mehr am Fiihler 4 (an der dritten Schikane), sondern am Fiihler 3 (an der zweiten Schikane, d.
h. in der Mitte des Behilters) gemessen wurden (Tabelle 11). Diese Beobachtungen deuten
darauf hin, dass bei einer nur sechsmaligen Beschickung am Tag das zugefiihrte Substrat
langer in der ersten Kammer des Fermenters verweilte, wo aufgrund der groBeren
Wirmetauscheroberfliache ein effektiverer Wéarmeeintrag erfolgte.
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Abbildung 12: Temperaturprofil im F2 bei unterschiedlichen Betriebszustinden (Monatsmittelwerte der
kontinuierlichen Temperaturaufzeichnungen)
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Abbildung 13: Beispielhafter Temperaturverlauf im F2 bei stiindlicher (links) bzw. vierstiindlicher Beschickung
(rechts)

Auf Basis der erreichten Prozesstemperaturen im F2 wurde der Betrieb der Versuchsanlage in
zwel Phasen eingeteilt: Phase 1 bis Anfang 2004, wihrend der der Mittelwert der an den
Fiihlern 2 bis 4 gemessenen Temperatur auch ldngere Zeit (an mehreren Tagen) unter 54°C
und kurzzeitig bis auf 53°C und darunter absank; Phase 2 ab Februar 2004 bis Ende 2004,
wihrend der dieser Mittelwert meist bei ca. 55°C + ca. 1 K lag und nur kurzfristig unter 54°C
absank. Aus den hygienischen Begleituntersuchungen ergaben sich fiir diese beiden Phasen je
nach untersuchtem Organismus mehr oder weniger stark ausgeprigte Unterschiede der
erreichten Keimzahlreduktion, wahrend in Phase 2 zwischen der Keimzahlreduktion bei
stiindlicher und vierstiindlicher Beschickung kein Unterschied festgestellt werden konnte
(LEBUHN, 2005). Aus den kontinuierlichen Temperaturaufzeichnungen, die fiir den gesamten
Betriebszeitraum der Pilotanlage vorliegen, wurde jedoch auch ersichtlich, dass die
Solltemperatur von 55°C im F2 auch in 2004 nicht im gesamten Fermenter und nicht
durchgiingig sichergestellt wurde. Damit wéren die Anforderungen des Anhangs 2 der
Bioabfallverordnung (ANON., 1998) mit dem thermophilen Fermenter der Pilotanlage nicht
eingehalten worden. Um die Einhaltung der Sollvorgaben fiir die Prozesstemperatur
gewdhrleisten zu konnen, waren Mallnahmen zur weiteren Verbesserung des Warmeeintrages
und zur Verringerung der Warmeverluste erforderlich (siehe Kap. 6.13.6).

Die elektrische Beheizung des thermophilen Fermenters der Modellanlage iiber vier
Regelkreisldufe mit jeweils zwei Heizmatten je Abschnitt arbeitete zuverldssig und regelte die
Fermentertemperatur mit geringen Schwankungen auf mittlere Werte von 54,7 bis 54,9°C
(Tabelle 12). Dabei konnten auch die erhohten Warmeverluste in den beiden stirnseitigen
Kammern weitgehend ausgeglichen werden. Bei vierstlindlicher Beschickung ergaben sich
lediglich geringfiigig stirkere Temperaturschwankungen und eine um 0,1 Grad geringere
mittlere Temperatur in der ersten Kammer des MF2.

Tabelle 12: Mittelwerte (= Standardabweichung) der Fermentertemperaturen (°C) in der Modellanlage

2004 1h 4 h
Modellfermenter 1 38,3 +0,98 38,4 +1,21 38,1+1,28
Modellfermenter 2/1 54,8 +£0,28 548 +0,16 54,7 +£0,36
Modellfermenter 2/2 54,9 + 0,05 54,9 + 0,04 54,9 + 0,05
Modellfermenter 2/3 54,9 + 0,06 54,9 + 0,05 54,9 + 0,06
Modellfermenter 2/4 54,8 + 0,09 54,8 £+ 0,10 54,8 + 0,09
Modellfermenter 3 37,7 £0,47 37,3+0,32 37,9+0,54
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Signifikante Unterschiede zwischen der Reduktion Fikalcoliformer Keime in der Pilot- und
Modellanlage wurden nicht beobachtet (LEBUHN, 2005). Dies deutet darauf hin, dass — in
etwa gleiche Verweilzeiten in den liegenden Fermentern vorausgesetzt — die auftretenden
Temperaturunterschreitungen in Teilen des F2 in Bezug auf diesen hygienischen Parameter
unkritisch waren bzw. durch teilweise Temperaturiiberschreitungen kompensiert wurden.

Fazit:

Die Solltemperatur von 55°C im liegenden, thermophilen Fermenter der Pilotanlage konnte
erst nach technischen Nachbesserungen erreicht werden. Eine exakte Einhaltung der
Solltemperatur konnte jedoch auch dann nicht iiber die gesamte Fermenterldnge und nicht
durchgéngig sichergestellt werden. Bei sechsmaliger Beschickung am Tag war das
Temperaturlingsgefdlle im liegenden Fermenter wesentlich geringer als bei
vierundzwanzigmaliger Beschickung.

Im thermophilen Modellfermenter wurde eine mittlere Temperatur von 54,7 bis 54,9°C
durchgéngig mit geringen Schwankungen eingehalten. Einfliisse des Beschickungsintervalles
auf die Temperaturverteilung im Fermenter wurden hier durch das Heizungssystem praktisch
vollstidndig eliminiert.

Die Erhohung des Temperaturniveaus im thermophilen Fermenter durch technische
Nachbesserungen bewirkte eine deutliche Verbesserungen der erzielten Keimzahlreduktion.
Die dann noch auftretenden Unterschiede zwischen der Temperaturfiihrung des liegenden
Fermenters der Pilot- und der Modellanlage beeinflussten hingegen die Reduktion
Fékalcoliformer Keime nicht.

A 6.2 Temperatur in den mesophilen Fermentern

In den beiden mesophilen Fermentern wurde eine Temperatur von 38°C angestrebt. Die
Einhaltung dieses Temperaturniveaus im F1 stellte wihrend der Projektlaufzeit meist kein
Problem dar (nicht dargestellt). Wahrend des Wiederhochfahrens der Anlage Anfang 2004
sanken die Temperaturem im F1 voriibergehend auf minimal ca. 34°C ab (nicht dargestellt).
Im weiteren Jahresverlauf bewegten sich die Temperaturen in diesem Fermenter im
wesentlichen zwischen 37 und 39°C und erreichten maximal ca. 40°C (Abbildung 14).

Die Temperatur im F3 zeigte im Jahresgang einen auBlentemperaturabhingigen Verlauf
(Abbildung 14). Wéhrend im Sommer praktisch ohne zusétzliche Beheizung des F3
Fermentertemperaturen bis zu 43°C registriert wurden, sanken diese bei sehr kalter Witterung
bis auf 30°C ab. Wihrend also im Sommer zeitweise noch Uberschusswirme zur Verfiigung
stand, waren im Winter die Wéarmeverluste der Anlage — insbesondere des thermophilen
Fermenters — zu groB3.
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Abbildung 14: Temperaturverlauf in den Fermentern der Pilot-Biogasanlage (Tagebuchaufzeichnungen)

Die Genauigkeit der Temperaturregelung in den Modellfermentern 1 und 3 war ausreichend,
wenn auch schlechter als im thermophilen Modellfermenter (Tabelle 12). Im Falle des MF1
kam es am 18.-20.09. und 24.09.2004 zu elektrischen Defekten an der Heizungsregelung. Der
Fermenter kiihlte dadurch voriibergehend auf ca. 25°C ab. Vom 27.08. bis 02.09.2004 kam es
aufgrund eines Bedienfehlers zu einer Uberheizung des MF1 auf ca. 45°C. Im Falle des MF3
fiel die Heizwasserpumpe aus, so dass vom 05.06. bis zum 14.06.2004 die Solltemperatur
nicht erreicht wurde. Die Temperaturmesswerte aus den entsprechenden Zeitrdumen wurden
nicht in die Auswertung miteinbezogen.

Fazit:

Im ersten mesophilen Fermenter der Pilotanlage konnte die Zieltemperatur von 38°C mit
ausreichender Genauigkeit eingehalten werden. Wihrend im Sommer zeitweise noch
Uberschusswirme zur Verfiigung stand, waren im Winter die Wirmeverluste der Anlage zu
grof3, um die Temperatur im F3 auf 38°C zu halten.

Die mesophilen Modellfermenter 1 bzw. 3 wurden im Mittel bei 38,3 £ 1°C bzw. 37,7 *
0,5°C betrieben.

A 6.3 Prozessstabilitit und Stoffumsatz

Die folgenden Tabellen zeigen Analysenwerte der wihrend des Berichtszeitraumes
entnommenen Proben von Fermenterinhalten. Je nach Untersuchungshdufigkeit ergaben sich
unterschiedliche Stichprobenumfange. Insgesamt war der Stichprobenumfang im Falle der
Modellanlage etwas groBer als bei den Proben von der Pilotanlage. Die Ergebnisse der
chemischen Analysen bildeten die Grundlage einerseits fiir die Beurteilung der Stabilitét des
komplexen anaeroben Abbauprozesses und andererseits fiir die Beurteilung des
Stoffumsatzes.
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A 6.3.1  Stabilitit des anaeroben Abbauprozesses

Aufgrund der hohen Pufferkapazitit von Rindergiille ist der pH-Wert ein ungeeigneter
Prozessindikator fiir dieses Substrat, da er Uberlastungen erst anzeigt, wenn es fiir ein
Eingreifen bereits zu spit ist. Da nicht in allen Proben vor Ort der pH-Wert bestimmt wurde,
wurden im folgenden aus Griinden der Einheitlichkeit jeweils die Labormesswerte angegeben.
Diese bewegten sich in den Proben aus den Fermentern der Pilot- und Modellanlage um ca. 8
(Tabelle 13) und damit im Bereich zwischen den Kapzititsmaxima der beiden dominierenden
Puffersysteme Kohlensdure / Hydrogencarbonat (pH = 6,46) und Ammonium / Ammoniak
(pH = 9,25). Generell sind Verdnderungen des Chemismus fliissiger Proben durch den
Transport ins Labor nicht auszuschlieBen, weshalb der pH-Wert moglichst vor Ort in der
frisch entnommenen Probe ermittelt werden sollte.

Tabelle 13: pH-Werte der Substratproben aus den Fermentern der Versuchsanlagen (Mittelwert +
Standardabweichung von 12-35 Proben)

1h 4 h
Fermenter 1 (F1) 8,0+0,2 7,8+0,1
Fermenter 2 (F2) 8,2+0,2 8,1+0,1
Fermenter 3 (F3) 8,1+0,2 8,0+0,1
Modellfermenter 1 (MF1) 8,0+0,2 7,8+0,1
Modellfermenter 2 (MF2) 8,1+0,1 8,1+0,1
Modellfermenter 3 (MF3) 8,1+0,2 8,0+0,1

Als MaB fiir die Pufferkapazitit kann der sogenannte Séurekapazititswert Kg 43 herangezogen
werden. Zugrunde liegt das Puffersystem Kohlensidure / Hydrogencarbonat. Auch dieser Wert
ist jedoch fiir sich allein gesehen ein schlechter Kontrollparameter. Die Akalinitit sollte
iiberschlagsméfBig mindestens 1 g CaCOs/l betragen, um den pH-Wert um 7 oder héher zu
halten (HOBSON & WHEATLEY, 1993). Die verwendete Milchviehgiille wies eine hohe
Alkalinitdt von ca. 12 CaCOs/l auf (siche Kap. 4.2), die im Laufe des Vergirungsprozesses
anstieg (). In den Proben von Fermenterinhalt wurde lediglich als Folge der Uberheizung des
MF1 eine deutliche Aufzehrung von Pufferkapazitit bis auf einen Wert von 7,4 CaCOs/l
festgestellt.

Tabelle 14: Werte der Alkalinitédt [g CaCO3/1] in Substratproben aus den Fermentern der Versuchsanlagen
(Mittelwert = Standardabweichung von 7-35 Proben)

1h 4h
F1 148+1,4 13,6 £0,8
F2 155+14 14,4+ 0,3
F3 17,0+1,2 15,4 £0,1
MF1 14,8+1,4 125+0/4
MF2 15,3+£1,3 129+0,3
MF3 16,8 £ 0,7 13,8 £0,2

Die Gehalte an ammoniakalischem Stickstoff in Proben aus den Fermentern der Pilotanlage
bewegten sich im wesentlichen im Bereich von 2000 bis 3000 mg/l. In Proben aus dem
Zeitraum 19.10. bis 10.11.2004 wurden in den Substratproben NH4-N-Werte ermittelt, die
gegeniiber dem bis dahin beobachteten Niveau um bis zu ca. 100 % erhoht waren. Die stark
erhohten Werte traten gleichzeitig in Proben von Rohgiille und Fermenterinhalt auf und waren
verantwortlich fiir die hohen Standardabweichungen der NH4-N-Werte (Tabelle 15). Im
Vergleich zu den entsprechenden Fermentern der Pilotanlage waren die NH4-N-Gehalte in
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den Modellfermentern tendenziell etwas geringer. Die voriibergehende starke Erh6hung der
NHy4-N-Gehalte war auch in Proben aus der Modellanlage zu sehen, viel hier allerdings vom
Betrag her nicht so stark aus. Der Grund fiir diese Erhohung konnte nicht geklart werden. Da
die Proben aus der Pilot- bzw. Modellanlage zu unterschiedlichen Zeitpunkten analysiert
wurden, handelte es sich nicht um ein analytisches Artefakt.

Tabelle 15: NH4-N-Gehalte [mg/1] der Substratproben aus den Fermentern der Versuchsanlagen (Mittelwert +
Standardabweichung von 11-35 Proben)

1h 4h
F1 2106 + 216 3123 #1001
F2 2338 £ 197 3468 + 1168
F3 2712 £ 246 3517 £ 1207
MF1 2194 + 292 2373 + 819
MF2 2372 + 207 2106 £ 621
MF3 2632 £ 214 2561 £ 1265

Die aus den NH4-N-Werten berechneten Werte der Konzentration an NH;-N in Proben von
Fermenterinhalten zeigen durch den Einfluss des pH-Wertes verstirkte Schwankungen
(Tabelle 16). Bei einem pH-Wert von 8 und einer Temperatur von 55°C liegen theoretisch
ca. 30 % des ammoniakalischen Stickstoffs als Ammoniak vor (siche Kapitel 4.5). Fiir Proben
aus dem F2 errechneten sich maximale freie Ammoniak-Gehalte von bis zu ca. 1,3 g/l, fiir
Proben aus dem MF2 von bis zu ca. 1,0 g/I.

Tabelle 16: Berechnete Konzentration an NH;-N [mg/1] in Substratproben aus den Fermentern der
Versuchsanlagen (Mittelwert + Standardabweichung)

1h 4h
F1 231+£92 275+ 128
F2 758 £ 234 1164 £ 491
F3 362 + 167 438 £ 198
MF1 290 + 94 161 + 102
MF2 822 £ 188 525 + 252
MF3 402 + 131 208 £ 142

Freiem Ammoniak wird eine hemmende Wirkung auf den anaeroben Abbau zugeschrieben
(ZEEMAN et al., 1985). ANGELIDAKI & AHRING (1993) beobachteten eine Beeintrichtigung des
anaeroben Abbaus von Rindergiille unter thermophilen Bedingungen ab einer Ammoniak-
Konzentration von ca. 0,7 g/l. Es wurde jedoch auch wiederholt eine Anpassung der
Mikroorganismen an wesentlich hohere Ammoniak-Konzentrationen beschrieben. Eine
Hemmung des anaeroben Abbaus in den thermophilen Fermentern der beiden
Versuchsanlagen konnte nicht nachgewiesen werden.

Die in den Proben von Fermenterinhalten gemessenen Gesamtkonzentrationen an fliichtigen
Fettsduren als Summenparameter waren zu Beginn des ersten Versuchsabschnittes zur
Ermittlung von Leistungskennwerten der Pilotanlage noch deutlich erhéht (Abbildung 15 und
Tabelle 17). Dieser Parameter ist ein hiiufig eingesetzter Indikator fiir Uberlastungen bzw.
Hemmungen der Methan bildenden Biozénose (sieche z. B. AHRING et al., 1995).

Bei einem mesophilen Prozess ist im allgemeinen erst ab einem Niveau von ca. 2000 mg/1
FFS eine Hemmung des Abbauprozesses angezeigt (VAREL et al., 1980). Dieser Wert wurde
im F1 im ersten Vierteljahr 2004 wiahrend des Hochfahrens der Anlage nach unterbrochener
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Beschickung iiberschritten (Abbildung 15). Im F2 wurden wéhrend dieser Phase sehr hohe
FFS-Konzentrationen gefunden, die eindeutig eine Destabilisierung des Abbauprozesses
anzeigten. Das im Mittel niedrigere Niveau und die geringeren Schwankungen der FFS-
Konzentration im zweiten Versuchsabschnitt (vierstiindliche Beschickung) weisen darauf hin,
dass sich die Anlage zu Beginn des ersten Versuchsabschnittes (stiindliche Beschickung) noch
nicht in einem stationdren Zustand befand. Auch dann lagen die FFS-Konzentrationen in
Proben aus dem F2 auf einem Niveau, das bei der gegebenen Raumbelastung fiir einen
stationdren thermophilen Prozess als relativ hoch erschien. Die FFS-Konzentrationen in
Proben aus dem F3 bewegten sich durchgingig auf niedrigem Niveau unter 1000 mg/l und
hier war zu keiner Zeit eine Destabilisierung des Abbauprozesses zu erkennen.
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Abbildung 15: Gemessene Konzentrationen an fliichtigen Fettsduren (Summenparameter) in Proben von
Fermenterinhalten der Pilotanlage

Tabelle 17: Gehalte an fliichtigen Fettsduren (Summenparameter) [mg/1] in Substratproben aus den Fermentern
der Versuchsanlagen (Mittelwert + Standardabweichung von 8-34 Proben)

1h 4h
F1 1241 + 361 1042 + 224
F2 2207 + 527 1790 £ 209
F3 427 £ 135 429+ 73
MF1 1481 + 331 2446 £ 546
MF2 1980 + 484 1342 + 180
MF3 390 £ 131 381 £ 154

Der insgesamt fallende Trend der FFS-Konzentration in den Proben aus den Fermentern 1
und 2 der Modellanlage in den ersten Monaten nach Wiederinbetriebnahme deutete an, dass
trotz Befiillung der Fermenter mit aktivem Material eine gewisse Einfahrphase erforderlich
war (Abbildung 16). Bis zum Ende des ersten Versuchsabschnittes nahm die FFS-
Konzentration auf Werte um 1000 mg/l, welche dann nur noch geringfiigig hoher bzw. auf
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demselben Niveau lagen wie in Proben aus dem MF1 und damit tendenziell niedriger als im
thermophilen Fermenter der Pilotanlage. Als Folge der Uberheizung des MF1 Ende August
2004 kam es dort zu einem sprunghaften Anstieg der FFS-Konzentration. In der Probe vom
03.09., einen Tag nachdem die Fermentertemperatur wieder auf den Sollwert 38°C
zuriickgeregelt worden war, wurde eine FFS-Konzentration von ca. 5600 mg
Essigsduredquiv./l gemessen. Die FFS-Konzentration blieb in der Folge nachhaltig erhoht.
Nach eineinhalb Monaten war dieser Wert auf ca. 2500 mg/l zuriickgegangen und erst am
Ende der Beobachtungsperiode war wieder das Niveau erreicht, das bei gleichméfBigem
Betrieb beobachtet worden war (Abbildung 16). Die hohen FFS-Konzentrationen im MF1
verursachten im nachgeschalteten MF2 einen leichten Anstieg der FFS-Konzentration. Die
FFS-Konzentrationen in Proben aus dem MF3 lagen noch etwas unter denen im
entsprechenden Fermenter der Pilotanlage.

Eine Verdnderung der FFS-Konzentrationen als Folge der Umstellung des
Beschickungsintervalles war in beiden Versuchsanlagen nicht erkennbar. Mit Ausnahme des
MF1 — insbesondere im zweiten Versuchsabschnitt — lag das Konzentrationsniveau der FFS in
Proben von der Modellanlage tendenziell niedriger als in der Pilotanlage (Tabelle 17).
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Abbildung 16: Gemessene Konzentrationen an fliichtigen Fettsduren (Summenparameter) in Proben von
Fermenterinhalten der Modellanlage

Genauere Aussagen liber Beeintrachtigungen des Abbauprozesses als der Summenparameter
liefert die Konzentration einzelner Fettsduren. Dabei erwies sich nach AHRING et al. (1995)
ein Anstieg der Konzentration der Buttersdureisomere als treffsicherster Indikator fiir eine
Prozessstorung.

In Proben aus dem F1 wurden in den ersten beiden Beobachtungsmonaten nennenswerte
Konzentrationen an hoheren Fettsduren nachgewiesen, insbesondere die beiden Isomere der
Buttersdure und iso-Valeriansdure (Abbildung 17 und Abbildung 18). Im MF1 war die
Stérung des Prozessgleichgewichtes als Folge der Uberheizung am Konzentrationsverlauf der
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fliichtigen Fettsduren gut nachzuvollziehen. Allerdings war in diesem Fall der Anstieg der
Konzentration von iso-Valeriansdure deutlicher und nachhaltiger als der von iso-Buttersdure
(Abbildung 18). In dieser Phase wurden iso-Buttersdure und iso-Valeriansdure in
Konzentrationen bis 2,1 bzw. 3,0 mmol/l gefunden.

Ein groberer Indikator ist das Verhéltnis Propion- / Essigsdure. In der Probe aus dem MF1
vom 03.09.2004 wurde eine Essigsdurekonzentration von 74 mmol/l gemessen, die in der
Probe vom 14.09.2004 bereits wieder auf ca. 25 mmol/l zuriickgegangen war (Abbildung 18).
Die Propionsdurekonzentration stieg hingegen von einem geringen Wert von 0,8 mmol/l in
der Probe vom 23.08.2004 mit Verzogerung auf einen erfassten Maximalwert von
16,7 mmol/l an, der in der Probe vom 11.10. bestimmt wurde. Dies bedeutete einen Anstieg
des Verhiltnisses Propion- / Essigsdure von 0,06 auf 1,13.
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Abbildung 17: Gemessene Konzentrationen an fliichtigen Fettsduren (C2 bis C5) in Proben aus dem Ablauf des
Fl



72 Biogastechnologie in Wasserschutzgebieten

80 1,40
o
70 - + + 1,20
+
60
. +1,00
[72]
50 - + + %
= +, + 0,80 ilj
g 40 | . + 3
E + vy 1060 .8
Q
30 A + & o
+ m
+ + + i o + 0,40
20 F ¥ oee T
o 0 ‘:‘ﬁj E + LS ".’33
® i ® o - +0,20
10 . I + ;j 5 + * o ,
e “D“’.+$D++&Xx
0 TE B T ARSI N 'S — 0,00
23.04.04 12.06.04 01.08.04 20.09.04 09.11.04 29.12.04

o Essigs. ¢ Propions. a iso-Butters. x Butters. x iso-Valerians. e Valerians. + Prop/Acetat

Abbildung 18: Gemessene Konzentrationen an fliichtigen Fettsduren (C2 bis C5) in Proben aus dem
Modellfermenter 1

In Proben aus F2 wurde Ende April 2004 eine Propionséurekonzentration von 16,5 mmol/l
nachgewiesen, die dann jeweils eine fallende Tendenz zeigte. Bis Anfang Juni 2004 wurden
in diesen Proben auch nennenswerte Konzentrationen an hoheren Fettsduren nachgewiesen,
insbesondere die iso-Formen von Buttersdure und Valeriansdure (Abbildung 19). Aus den
einzelnen Abschnitten des F2 wurden an vier Terminen Proben entnommen, jeweils an zwei
Tagen Ende Mirz 2004 und am 20./27.10.2004. Alle Proben zeigten einen pH-Wert zwischen
80 und 8,2. Klare Unterschiede der FFS-Konzentration in den einzelnen
Fermenterabschnitten waren anhand dieser Proben nicht zu erkennen. Im Vergleich zu
Laborstudien von MACKIE & BRYANT (1995), die bei thermophiler Vergirung von
Rindergiille (Fiitterung mit hohem Korneranteil) bei einer Raumbelastung von
6 kg oTM*(m**d)"' eine Essigsdure- bzw. Propionsiurekonzentration von 1,6 bzw.
3,0 mmol/l fanden, waren die Essigsdurekonzentrationen im F2 als Folge der Beschickung mit
dem Ablauf aus einer vorgeschalteten mesophilen Stufe und nicht mit Rohgiille auffallig
hoch.

Leichte Anzeichen fiir ein Prozessungleichgewicht im MF2 zeigten sich im Juni/Juli 2004
sowie als Folge der Uberheizung des MF1 Ende August 2004 (Abbildung 20). Im letzteren
Fall war der Anstieg der Propionsdurekonzentration gegeniiber Essigsdure wie auch im MF1
verzogert; das Verhdltnis Propion- / Essigsdure stieg bis zum 16.09. auf 0,44. Auch aus den
einzelnen Abschnitten des MF2 wurden vereinzelt Proben entnommen, wobei die FFS-
Konzentrationen eine von vorne nach hinten abnehmende Tendenz zeigten; die wenigen
Analysenwerte waren allerdings mit groBen Schwankungen behaftet (Tabelle 28). In Proben
aus F3 waren wihrend des Berichtszeitraumes nur ganz zu Beginn geringe Konzentrationen
an ldngerkettigen Fettsduren als Essigsdure nachweisbar, in Proben aus dem
Modellfermenter 3 praktisch gar nicht.
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Tabelle 18: Konzentration an FFS in Proben von 2004 aus den einzelnen Abschnitten des Modellfermenters 2
(Mittelwert = Standardabweichung)

FFS

mg/|
Modellfermenter 2, 1. Kammer (n = 4) 3174 + 604
Modellfermenter 2, 2. Kammer (n = 7) 2210+ 1148
Modellfermenter 2, 3. Kammer (n = 4) 1638 + 1138
Modellfermenter 2, 4. Kammer (n = 2) 1592 + 843
Modellfermenter 2, Ablauf (n = 30) 1561 + 500

AHRING et al. (1995) berichten von einer merklichen Hemmung des anaeroben
Abbauprozesses von Rinder- und Schweinegiille durch Zugabe von Propionsdure bzw. iso-
Valeriansdure bei einer Konzentration von 100 mM, wihrend Konzentrationen einzelner
fliichtiger Fettsduren bis 50 mM lediglich als Hinweis auf ein sich anbahnendes
Ungleichgewicht des Prozesses hindeuten wiirden. Demnach wurde lediglich im Falle der
Uberheizung des MF1 eine Destabilisierung des Abbauprozesses angezeigt, die sich auch
deutlich auf die Gasproduktionsrate und —qualitit auswirkte (siche A 6.4).

Fazit:

Insbesondere im Falle der Pilotanlage war nach dem (Wieder-)Anfahren des Prozesses ein
Zeitraum von mehreren Monaten erforderlich, bis sich in Bezug auf die Konzentration an
fliichtigen Fettsduren in den Fermentern 1 und 2 ein stationérer Prozess eingestellt hatte. Auch
bei weitgehend stationdrem Betrieb war die FFS-Konzentration in den thermophilen
Fermentern tendenziell hoher als typischerweise fiir einen einstufigen Prozess zu erwarten,
ohne dass eine Instabilitit des Abbauprozesses angezeigt wurde.

Klare Hinweise auf eine Destabilisierung des anaeroben Abbauprozesses im MF1 zeigten sich
als Folge der voriibergehenden Uberheizung um ca. 10K in Form deutlich erhohter
Konzentrationen an hoheren fliichtigen Fettsduren (Propionsdure, Buttersdureisomere und iso-
Valeriansiure) und einer verringerten Gasproduktionsrate- und qualitét.

Der pH-Wert lieferte in dem stark gepufferten Substrat Milchviehgiille keinerlei Hinweise auf
eine Instabilitit des Prozesses.

Eine Hemmung des anaeroben Abbaus in der thermophilen Stufe durch NH3-N konnte nicht
nachgewiesen werden.

A 6.3.2 Stoffumsatz

Zur Beurteilung des Abbaus der in der Giille enthaltenen organischen Substanz wurden neben
der Bestimmung des Gehaltes an organischer Trockenmasse (0TM; Tabelle 19 und Tabelle
20) an einem Teil der Proben auch Analysen des chemischen Sauerstoffbedarfes (CSB)
durchgefiihrt (Tabelle 21). Beide Grolen wurden aus Griinden der besseren Handhabbarkeit
an getrockneten Proben bestimmt. Der oTM-Gehalt wird aus dem Massenverlust wihrend des
Verglithens der getrockneten Probe ermittelt und wire deshalb genauer als organischer
Trockenriickstand zu bezeichnen. Im Gliihriickstand verbleiben alle mineralischen
Bestandteile, die sich bei einer Glithtemperatur von 550°C nicht verfliichtigen. Der CSB ist
eine abwassertechnische KenngrofB3e, mit der all jene (organischen) Abwasserinhaltsstoffe
erfasst werden, die unter bestimmten Bedingungen oxidiert werden konnen (siehe auch
ANON., 1981). Er wird als Masse an Sauerstoff, die fiir die Oxidation der oxidierbaren
Abwasserinhaltsstoffe notig ist, ausgedriickt und ist damit auch ein MaB fiir die Menge an
enthaltenen organischen Verbindungen. Aus der gebildeten Biogasmenge und dem
Methananteil ldsst sich iiber eine stochiometrische Betrachtung die abgebaute CSB-Menge
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berechnen (siche Kap. 4.7.3). Tendenziell waren die relativen Schwankungen der
Analysenwerte des CSB grofler als diejenigen des oTM-Gehaltes.

Tabelle 19: Trockenmassegehalte [Massen-% der Frischmasse] der Substratproben aus den Versuchsanlagen
(Mittelwert + Standardabweichung von 13-35 Proben)

1h 4h
F1 6,7+0,3 7,2£0,2
F2 6,1+04 6,5+0,1
F3 58+0,5 59+0,1
MF1 6,7+0,1 6,6 £ 0,1
MF2 6,1+0,2 59+0,1
MF3 58+0,2 53+£0,1

Tabelle 20: Organische Trockenmassegehalte [g/kg] der Substratproben aus den Versuchsanlagen (Mittelwert +
Standardabweichung von 13-35 Proben)

1h 4h
F1 50,9 +£2,7 55,0£2,3
F2 44,7 £ 3,1 479+13
F3 40,3+ 3,0 418+0,9
MF1 49,9+0,9 50,56+0,9
MF2 44,4£0,9 436+20
MF3 40,1£1,6 37,5+£1,0

Tabelle 21: CSB-Gehalte [g/kg] der Substratproben aus den Versuchsanlagen (Mittelwert + Standardabweichung

von 5-26 Proben)

1h 4h
F1 69,8 £9,2 81,8 +3,3
F2 64,0 £4,8 752 +£1,7
F3 556+7,8 649+14
MF1 733+2,7 77,5+45
MF2 66,9 £ 6,5 63,3 £ 121
MF3 60,9+4,5 58,8 £2,8

Eine direkte numerische Vergleichbarkeit der Werte des oTM-Gehaltes und des CSB ist nicht
gegeben. Es ist jedoch anzunehmen, dass sich das Verhiltnis dieser beiden Werte fiir einen
bestimmten Substrattyp in einem relativ engen Bereich bewegt. Die in Proben von den
Versuchsanlagen gefundenen Werte lagen groBtenteils zwischen 1,4 und 1,6 (Tabelle 22 und
Tabelle 23).

Tabelle 22: Verhéltnis CSB/oTM in Proben von Rohgiille und Fermenterinhalten und Gérrest (Mittelwert +

Standardabweichung)

04-12/2004 1h 4h
Rohglle 1,42+ 0,13 1,41 +£0,17 1,48 £ 0,04
F1 1,45+0,13 1,39 +£0,19 1,50 £ 0,03
F2 1,53 £ 0,07 1,50 £ 0,05 1,56 + 0,06
F3 1,48 £ 0,07 1,42 £+ 0,06 1,52 £ 0,04
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Tabelle 23: Verhiltnis CSB/0TM in Proben aus dem Vorlagebehilter und den Fermentern der Modellanlage
(Mittelwert + Standardabweichung)

1h 4h
Rohgulle 1,45+ 0,20 1,49 £ 0,11
MF1 1,47 £ 0,06 1,53 £ 0,11
MF2 1,52 +£0,14 1,53 +0,13
MF3 1,55+0,10 1,56 £ 0,10

Die organische Trockenmasse der auf dem Hof Schweiger anfallenden Giille wies im
Vergleich mit Literaturangaben einen hohen Ligningehalt auf, der auf die hohen Anteile von
Grassilage und Heu im Futter der Milchkiihe sowie die Einstreu mit Strohmehl
zuriickzufiihren ist. Dieser Anteil ist anaerob praktisch nicht abbaubar. Unter Annahme eines
mittleren Gliihriickstandes von ca. 22 % (Anhang 3) ergibt sich daraus fiir den theoretischen,
anaerob abbaubaren Anteil der organischen Trockenmasse ein Wert von ca. 69 %. GOSCH
(1984) nennt flir den theoretischen Abbaugrad der organischen Trockenmasse in
Milchviehgiille einen Wertebereich von 68-76 %.

Tabelle 24: Zusammenstellung von Werten der Weender- und vanSoest-Analyse der organischen Trockenmasse
von Giille unterschiedlicher Herkunft (Mittelwerte; Angaben in % der Trockenmasse)

Quelle Tierart /| | Rohprotein| Rohfett | Rohfaser | Cellulose | Hemicell. Lignin
Futter
vorliegende | Milchvieh / 15,0 4.9 16,4 11,4 12,9 23,9
Arbeit TMR
Grassilage
Kaiser, Milchvieh / 18,4 3,2 27,4 k. A. k. A. 15,2
2005 k. A.
Wohlt et al., | Milchvieh / 20,0 k. A. k. A. 20,8 13,1 9,5
1990 Mais- u.
Grassilage
Varel et al., Stiere / k. A. k. A. k. A. 17,0 19,0 6,8
1977 70 %
Mais,
20 %
Hafer
Hashimoto, Rinder / k. A. k. A. k. A. 11,9 6,7 2,6
1983 98 % Mais

Die Berechnung der Abbaugrade der oTM auf Basis der chemischen Analysen von Rohgiille
und Fermenterinhalten ergab fiir die Fermenterkaskade der Pilotanlage fiir beide
Versuchsabschnitte einen mittleren Wert von 35 % (Tabelle 25). Die geringfiigigen
Unterschiede des Abbaus in den einzelnen Fermentern waren auf der verfiigbaren Datenbasis
nicht statistisch abgesichert.

Tabelle 25: Mittlere Abbaugrade der oTM in der Pilot-Biogasanlage und Anteile der einzelnen Fermenter am
oTM-Abbau bis zum F3

1h 4h
Rohgulle — Fermenter 1 20 % 19 %
Rohgiille — Fermenter 2 26 % 26 %
Rohgtlle — Fermenter 3 35 % 35 %
Anteil Fermenter 1 57 % 55 %
Anteil Fermenter 2 17 % 20 %
Anteil Fermenter 3 26 % 25 %
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Wegen der Wasserzugabe ins Endlager konnten aus den chemischen Analysen keine 0TM-
Abbaugrade von der Rohgiille bis zum Giérrest berechnet werden. Aus den Werten der
absoluten Methanausbeute wurde jedoch die gesamte abgebaute Menge an CSB berechnet.
Unter Verwendung der mittleren Werte des Verhéltnisses CSB/oTM (Tabelle 22) wurde die
der Anlage zugefiihrte und in den einzelnen Fermentern abgebaute Menge an CSB
abgeschatzt. Aus dieser CSB-Bilanz errechneten sich fiir die Fermenter 1-3 bzw. die gesamte
Anlage mittlere CSB-Abbaugrade von 49 bzw. 35 % und 46 bzw. 33 %. Dies wiirde bedeuten,
dass im Girrestlager weitere 14 bzw. 13 % Abbau des mit der Rohgiille zugefiihrten CSB
oder anteilmiBig 29 bzw. 28 % des gesamten CSB-Abbaus stattfanden.

Aus den zur Verfiigung stehenden Ergebnissen der Weender-Analyse von Rohgiille und
Fermenterinhalten (4 bzw. 5 Proben in 2004) wurden fiir die Stoffgruppen Rohprotein,
Rohfett, Rohfaser und N-freie Extraktstoffe bis zum F3 mittlere Abbaugrade von 20, 27, 31
und 29 % errechnet. Die Tatsache, dass der Abbaugrad der Rohfaser rechnerisch hoher lag als
derjenige der N-freien Extraktstoffe, weist auf ein analytisches Problem hin: Die Methode der
Rohfaserbestimmung erfasst nur einen mehr oder weniger groBen Anteil der pflanzlichen
Gertistsubstanzen (Cellulose, Hemicellulose, Lignin), der in Losung verbleibende Anteil wird
rechnerisch den N-freien Extraktstoffen zugeschlagen.

Die Berechnung der Abbaugrade der oTM auf Basis der chemischen Analysen von Rohgiille
und Fermenterinhalten ergab fiir die Fermenterkaskade der Modellanlage einen Wert von 30
bzw. 35 % fiir die beiden Versuchsabschnitte. Der Grofteil des oTM-Abbaus erfolgte mit
47 % bzw. 42 % im MF1, wihrend die Modellfermenter 2 und 3 Beitrdge von 30 % bzw.
24 % und 23 bzw. 34 % leisteten (Tabelle 26). Fiir den CSB-Abbau ergab sich auf Basis der
aus den mittleren Werten des Verhéltnisses CSB/oTM geschitzten CSB-Frachten ein
Abbaugrad von 26 bzw. 32 %. Trotz einer um ca. 10 % geringeren hydraulischen Verweilzeit
im zweiten Versuchsabschnitt war damit der Abbaugrad bei vierstiindlicher Beschickung der
Modellanlage etwas hoher und zwar im wesentlichen aufgrund eines deutlich verbesserten
Abbaus im MF3.

Tabelle 26: Mittlere Abbaugrade der oTM in der Modell-Biogasanlage und Anteile der einzelnen Fermenter am

oTM-Abbau
1h 4h
Rohgiille — Modellfermenter 1 14 % 15 %
Rohgtlle — Modellfermenter 2 24 % 23 %
Rohgille — Modellfermenter 3 30 % 35 %
Anteil Modellfermenter 1 47 % 42 %
Anteil Modellfermenter 2 30 % 24 %
Anteil Modellfermenter 3 23 % 34 %

Im Vergleich der Pilot- und Modellanlage lieB sich anhand dieser Daten kein klarer
Unterschied der ermittelten Abbaugrade der organischen Substanz (ermittelt als organischer
Anteil des Trockenriickstandes) in den Fermenterkaskaden erkennen, obwohl die mittlere
hydraulische Verweilzeit in der Modellanlage in den beiden Versuchsabschnitten um ca. 10
bzw. 20 % geringer war als in der Pilotanlage. Allerdings gab es zwischen den beiden
Anlagen Unterschiede in den Abbauleistungen der einzelnen Stufen: In der Modellanlage war
die Abbauleistung des ersten Fermenters jeweils um etwa 20 % geringer als im
entsprechenden Fermenter der Pilotanlage, was im Einklang mit der kiirzeren Verweilzeit
steht. Fiir den Modellfermenter 3 war das Bild hingegen uneinheitlich: Hier war bei
stiindlicher Beschickung die Abbauleistung schlechter, bei vierstiindlicher Beschickung
besser als diejenige des Fermenters 3 der Pilotanlage. Im Vergleich mit Literaturdaten
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erscheint der in der Fermenterkaskade erzielte Abbaugrad der oTM als durchschnittlich. In
einer élteren Erhebung zu landwirtschaftlichen Biogasanlagen in Europa wird fiir den
Abbaugrad der oTM in Rindergiille bei mesophiler Vergidrung mit einer Verweilzeit von
18 Tagen ein Wert von 33 % angegeben (EUROPAISCHE GEMEINSCHAFTEN, 1985). GOSCH
(1984) gibt fiir die mesophile Vergidrung von Rindergiille bei {iblichen Raumbelastungen von
2-6 kg oTM*(m**d)" einen Wertebereich des Abbaugrades von 25-40 % an und ermittelte in
einer Praxisanlage bei einer Raumbelastung von 5,6 kg oTM*(m’*d)"' einen Abbaugrad der
oTM von 29 %. In weiteren Versuchen war die Abhingigkeit des Abbaugrades von der
Raumbelastung im obengenannten Bereich gering ausgeprigt. Dies ist als Folge des hohen
Anteils an unter mesophilen Bedingungen nur langsam anaerob abbaubaren Bestandteilen in
Rindergiille zu sehen (s. 0.).

Wird aus den obigen Angaben jeweils der untere Wert flir den erzielten bzw. theoretischen
Abbaugrad angenommen, so ergibt sich eine ungefihre Abbaueffizienz der oTM in
Rinderfliissigmist von 25 / 68 = 37 %. In der Fermenterkaskade der Pilotanlage wurde
dementsprechend eine Abbaueffizienz von 35 / 69 = 51 % erzielt, dies allerdings bei einer
relativ langen hydraulischen Verweilzeit von ca. 45 Tagen (vgl. Kap. 4.7.2).

Im Zuge der anaeroben Behandlung der Milchviehgiille in der Pilotanlage nahm der Anteil an
mineralischem Stickstoff (NH4-N) an der Trockenmasse signifikant zu. Auf Basis der
Analysenwerte aus dem Jahr 2004 betrug die Zunahme des Verhiltnisses von
ammoniakalischem Stickstoff zur Gesamtstickstoff in der Trockenmasse der Gérrestproben
im Vergleich zu den Proben von Rohgiille 21,6 % (Tabelle 27), eine fiir die Vergdrung von
Rindergiille typische GréBenordnung (SCHULZ, 1991). Ein signifikanter Unterschied zwischen
den NH4-N-Anteilen der Proben aus F3 und von Gérrest war nicht gegeben.

Tabelle 27: Mittlere Stickstoffgehalte (+ Standardabweichung) in Proben von Rohgiille, Fermenterinhalt und
Garrest und Mittelwertvergleich (o = 5 %)

Ngos. NH,-N NH,-N/Nges, V;E",‘jf,::“g

% der TM % der TM - %
2003-2004:
Rohgtille 240+042 | A 2,80 + 0,61 A 0,57 +0,12 A -
Fermenter 3 2,56 +£0,10 B 463+1,19 B 0,63 +£0,04 B +10,3
Garrest 2,67 +0,22 B 4,36 +2,53 B 0,64 + 0,08 B +12,1
2004:
Rohgtille 2,39+0,08 | A 2,73+ 0,67 A 0,55+ 0,04 A -
Fermenter 3 2,51+ 0,09 B 4,85+ 1,38 B 0,65+ 0,03 B +17,1
Garrest 2,59+0,10 B 5,76 £ 2,93 B 0,67 + 0,08 B +21,6

Durch den Abbau der organischen Substanz und die Abfuhr von Kohlenstoff {iber das Biogas
nimmt im Verlauf der Methangirung das C/N-Verhiltnis in der Giille ab. Basierend auf
Analysendaten aus 2004 betrug das C/N-Verhiltnis in der Rohgiille 13,8, im Gérrest 6,4.

Fazit:

Im Vergleich der Pilot- und Modellanlage lieB sich kein klarer Unterschied der ermittelten
Abbaugrade der organischen Trockenmasse in den Fermenterkaskaden erkennen, obwohl die
mittlere hydraulische Verweilzeit in der Modellanlage in den beiden Versuchsabschnitten um
ca. 10 bzw. 20 % geringer war als in der Pilotanlage. Unterschiede ergaben sich bei der
Abbauleistung der einzelnen Fermenter, wobei in allen Féllen der gro3te Anteil des Abbaus
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bereits in der ersten, mesophilen Stufe beobachtet wurde. Bezogen auf den theoretisch
abbaubaren Anteil der oTM zeigte die Fermenterkaskade eine Abbaueffizienz von ca. 51 %
bei einer relativ langen hydraulischen Verweilzeit von 45 Tagen. Im Gérrestlager der
Pilotanlage fand ein weiterer nennenswerter Abbau organischer Substanz statt.

Die Zunahme des anorganischen Stickstoffanteils widhrend des anaeroben Abbaus der
Rohgiille in der Pilotanlage von ca. 22 % war im Einklang mit entsprechenden
Literaturangaben.

A 6.4 Biogaszusammensetzung und —produktionsrate

Wihrend des Anfahrens der Pilotanlage stieg der in der Sammelleitung zum BHKW
gemessene Methangehalt im Biogas bis Anfang April 2003 auf ca. 58 Vol.-%. Bei Korrektur
um den gemessenen Restsauerstoffgehalt ergab sich daraus ein theoretischer Methangehalt im
Biogas von etwas iiber 60 Vol.-%. Mitte Juli 2003 sank der Methangehalt als Folge des
vorlibergehenden Autheizens des F3 auf 55°C auf 53 Vol.-% ab und erreichte das vorherige
Niveau von ca. 60 Vol.-% erst wieder nach ca. zweieinhalb Wochen, als der Fermenter auf
etwa 43°C abgekiihlt war (siehe Kap. 5.3).

Von Mitte September 2003 bis Mai 2004 zeigte der gemessene Methangehalt Schwankungen
zwischen 47 und 60 Vol.-% (rechnerisch korrigierter Methangehalt: ca. 53-63 Vol.-%). Am
25.02.2004 wurde das Gasanalysegerit neu kalibriert, wobei eine Drift des Messwertes fiir
den Methangehalt von ca. 1,5 Vol.-% absolut festgestellt wurde. Wahrend der ausgewerteten
Versuchsabschnitte bewegten sich die Messwerte des Methangehaltes im Biogas in der
Zuleitung zum BHKW zwischen 52,0 und 62,9 Vol.-% (rechnerisch korrigiert: 54,7-
60,9 Vol.-%; Abbildung 21). Wurden groBere Mengen an Gérrest entnommen, kam es zu
einer Einsaugung von Luft, teilweise erkennbar an verringerten Messwerten des
Methangehaltes im Biogas (z. B. am 07.09.2004).
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Abbildung 21: Zeitreihe der tiglich gemessenen Methan- und Kohlendioxidgehalte im Biogas in der Zuleitung
zum BHKW der Pilotanlage in 2004
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Der gemessene H,S-Gehalt im Biogas war wihrend des Betriebes der Pilotanlage starken
Schwankungen unterworfen. Bei sehr kalter Witterung wurden Spitzenwerte der H,S-
Konzentration im Biogas bis zu 3800 ppm gemessen. Auch bei milden Aullentemperaturen
wurden jedoch wiederholt H,S-Konzentration iiber dem Richtwert des Motorenherstellers von
200 ppm gemessen (Abbildung 22). Eine Korrelation zwischen den gemessenen Sauerstoff-
und Schwefelwasserstoftkonzentrationen im Biogas war nicht erkennbar.
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Abbildung 22: Zeitreihe der taglich gemessenen Sauerstoff- und Schwefelwasserstoffgehalte im Biogas in der
Zuleitung zum BHKW der Pilotanlage in 2004

Die an einzelnen Tagen ermittelten Methangehalte des Biogases im Gasdom des F1 lagen
zwischen 42,8 und 58,9 Vol.-% (Abbildung 23; um den Sauerstoffgehalt korrigierte Werte:
54,5-62,4 Vol.-%). Die hier iiber den Projektzeitraum gemessenen H,S-Gehalte streuten tiber
einen weiten Bereich von unter 100 bis etwas liber 1000 ppm. Wegen der Luftzufuhr fiir die
Entschwefelung wies das Gas aus diesem Fermenter Sauerstoffgehalte von mehreren Vol.-%
auf.
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Abbildung 23: Messwerte von Einzelmessungen der Biogaszusammensetzung im Gasdom des Fermenters 1 der
Pilotanlage

Das Biogas aus dem Fermenter 2 wies im Vergleich der drei Fermenter die hochsten
Schwefelwasserstoffgehalte auf. Bei Messungen um Marz/April 2004 lagen die mittleren
H,S-Gehalte in Biogas aus den Gasdomen des F2 zwischen ca. 1350 und 3600 ppm, im
Biogas aus den Fermentern 1 bzw. 3 bei 650 bzw. 350 ppm. Vereinzelt wurde bei Messungen
in 2003 sogar die obere Grenze des Messbereiches von 5000 ppm H,S {iberschritten. Die
Sauerstoffgehalte lagen in allen vier Gasdomen des F2 meist unter 1,5 Vol.-%. Bei
monatlichen Messungen von Juli bis Oktober 2004 war der mittlere gemessene Methangehalt
im Biogas aus dem F2 mit Werten zwischen 43,7 und 52,9 Vol.-% (korrigiert: 45,8-
56,9 Vol.-%) signifikant niedriger als im Biogas aus dem F1 (Abbildung 24 und Tabelle 28).
Die Unterschiede zwischen den mittleren Methangehalten im Biogas aus den vier Gasdomen

des F2 waren jedoch nicht signifikant (o = 5 %).

In der Gashaube des F3 lag eine Mischung des Biogases aus den Fermentern 1 bis 3 vor. Die
Abweichungen zwischen der dort und in der Gaszufuhrleitung zum BHKW gemessenen
Biogaszusammensetzung ergaben sich durch Vermischung mit dem Biogas aus dem
Girrestlager und die Verminderung des Feuchtegehaltes des Biogases durch die
Bodenpassage (Tabelle 28). Die Zusammensetzung des im Gérrestlager gebildeten Biogases
wurde nicht analysiert.



82 Biogastechnologie in Wasserschutzgebieten

60
2 %
50 * L &
s x B
X *
@ a
o] :
= . Y
. ’f :
2 30 f&
f A
(&)
20
10
+F2 1 0F2 2 aF2 3 xF2 4
0 T

20.03.2003 28.06.2003 06.10.2003 14.01.2004 23.04.2004 01.08.2004 09.11.2004

Abbildung 24: Messwerte von Einzelmessungen des Methangehaltes in den Gasdomen des Fermenters 2 der

Pilotanlage
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Abbildung 25: Messwerte von Einzelmessungen der Biogaszusammensetzung im Gasdom des Fermenters 3 der
Pilotanlage
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Tabelle 28: Gemessene Biogaszusammensetzung im Biogas aus den einzelnen Fermentern und der
Gaszufuhrleitung des BHKW der Pilotanlage (Mittelwerte + Standardabweichung aus Messungen
in 2003 und 2004)
CH, CO, (o )} H.S
Vol.-% Vol.-% Vol.-% ppm
F1(n=11) 53,8+ 11 32,9+ 3,5 2,4+0,4% n.b.
F2/1 (n = 6) 50,3+21 46,4+ 2,3 0,9+0,3 n.b.
F2/2 (n = 6) 48,8 +2,8 49,7+2,0 0,8+0,2 n.b.
F2/3 (n = 6) 50,5+ 2,7 478+24 1,0+0,2 n.b.
F2/4 (n = 6) 50,7 +1,7 47214 0,9+0,2 n.b.
F3* (n=12) 55,0+1,0 37,0+ 0,6 1,4+04 n.b.
Zufuhrleitung BHKW (n = 240) 55,9+1,7 36,2+21 0,8+0,4 137 £ 206

n.b., nicht bestimmt; *, Mischgas aus F1 bis 3; §, Luftzufuhr flr biologische Entschwefelung

Die Analyse der Zusammensetzung des Biogases aus den einzelnen Fermentern der
Modellanlage erfolgte nach Sammlung des Biogases in einem Beutel (siehe Kap. 4.4.2). Da
der Gasbeutel nicht restlos entleert werden konnte und es zu Verschleppungen innerhalb des
Gasleitungssystems kam, konnte die Vermischung von Biogas aus verschiedenen Fermentern
nicht vollstindig vermieden werden. Daher wurden grundsitzlich jeweils nur die Messwerte
der zweiten Stunde nach Umschaltung der Messstelle ausgewertet. Dann noch vereinzelt
auftretende Ausreilerwerte wurden fiir die Datenauswertung in Tabelle 29 manuell
aussortiert, in den Diagrammen der Zeitreihen jedoch mit dargestellt. Zwischen dem 06.08.
und 14.08. sowie vom 22.09. bis zum 15.10.2004 kam es zu einem Verlust der Daten zur
Biogasproduktion und —zusammensetzung und — teilweise — der Fermentertemperaturen der
Modellanlage, im letzteren Falle aufgrund eines unbemerkten Uberlaufens des
Speichermediums.

Der gemessene Methangehalt im Biogas aus dem MF1 erhohte sich innerhalb der ersten
14 Tage nach Wiederinbetriecbnahme der Modellanlage Ende April / Anfang Mai 2004 von
50,2 auf Werte um 60 Vol.-%. Wihrend der ausgewerteten Versuchsabschnitte bewegten sich
die gemessenen Methananteile im Biogas meist zwischen ca. 55 und maximal 66,5 Vol.-%
(Abbildung 26). Infolge der vorlibergehenden sprunghaften Erhéhung der
Fermentertemperatur im Zeitraum 27.08.-02.09.2004 aufgrund einer fehlerhaften Bedienung
des Heizungsreglers sank der Methanwert im Biogas aus dem MF1 auf ca. 30 Vol.-% und die
taglich produzierte Biogasmenge sank um 30-50 %. Darauthin dauerte es ca. zehn Tage bis
wieder Werte iiber 60 Vol.-% Methan erreicht wurden, wobei die Biogasproduktionsrate zu
diesem Zeitpunkt das Niveau vor der Prozessstorung noch nicht wieder erreicht hatte. Die
Messwerte aus diesem Zeitraum wurden nicht in die Auswertung miteinbezogen. Ein
signifikanter Unterschied zwischen den gemessenen Methangehalten bei stiindlicher und
vierstlindlicher Beschickung war im Falle des MF1 nicht erkennbar (Tabelle 29).
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Abbildung 26: Zeitreihe der gemessenen Methan- und Schwefelwasserstoffgehalte im Biogas an der Messstelle
MF1 im Zeitraum 05.06.2004 bis 15.11.2004
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Abbildung 27: Zeitreihe der gemessenen Methan- und Schwefelwasserstoffgehalte im Biogas an der Messstelle
MF2/1 im Zeitraum 05.06.2004 bis 15.11.2004

Die gemessenen Methangehalte im Biogas aus dem ersten Gasdom des MF2 bewegten sich
zwischen 39,9 und 54,6 Vol.-% (Abbildung 27). In der Folge der oben erwéhnten
Uberheizung des vorgeschalteten MF1 stiegen die Methangehalte an der Messstelle MF2/1
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um ca. 20 % an. Der Mittelwert der bereinigten Messwerte des Methangehaltes wéhrend
stiindlicher bzw. vierstiindlicher Beschickung betrug 43,6 bzw. 46,3 % (Tabelle 29).

Die gemessenen Methangehalte im Biogas aus dem zweiten Gasdom des MF2 bewegten sich
zwischen 39,4 und 57,1 Vol.-% (Abbildung 28). Auch an der Messstelle MF2/2 stiegen die
Methangehalte in Folge der oben erwihnten Uberheizung des vorgeschalteten MF1 deutlich
an. Der Mittelwert der bereinigten Messwerte des Methangehaltes wihrend stiindlicher bzw.
vierstlindlicher Beschickung betrug 42,9 bzw. 47,5 % (Tabelle 29).
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Abbildung 28: Zeitreihe der gemessenen Methan- und Schwefelwasserstoffgehalte im Biogas an der Messstelle
MF2/2 im Zeitraum 05.06.2004 bis 15.11.2004

Die gemessenen Methangehalte im Biogas aus dem dritten Gasdom des MF2 bewegten sich
zwischen 39,9 und 57,9 Vol.-% (Abbildung 29). Deutlich erhhte Werte traten auch hier in
der Folge der Uberheizung des vorgeschalteten MF1 auf. Der Mittelwert der bereinigten
Messwerte des Methangehaltes wihrend stiindlicher bzw. vierstiindlicher Beschickung betrug
44,3 bzw. 48,7 % (Tabelle 29).
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Abbildung 29: Zeitreihe der gemessenen Methan- und Schwefelwasserstoffgehalte im Biogas an der Messstelle
MF2/3 im Zeitraum 05.06.2004 bis 15.11.2004

Die gemessenen Methangehalte im Biogas aus dem vierten Gasdom des MF2 bewegten sich
zwischen 40,4 und 58,4 Vol.-% (Abbildung 30). Auch hier war das Bild als Folge der
veranderten Prozessbedingungen im MF1 dasselbe. Der Mittelwert der bereinigten Messwerte
des Methangehaltes wihrend stiindlicher bzw. vierstiindlicher Beschickung betrug 44,7 bzw.
49,8 % (Tabelle 29).

Der Anstieg des Methangehalte im Biogas aus dem MF2 infolge der Uberheizung des
vorgeschalteten MF1 ist vermutlich auf die erhdhten Konzentrationen der fliichtigen
Fettsduren — insbesondere der Essigsdure — im Zulauf zuriickzufiihren (Abbildung 17).
Wurden die Daten aus diesem Zeitraum aufler acht gelassen, so lie} sich kein signifikanter
Unterschied der Methangehalte wéhrend der beiden Versuchsabschnitte nachweisen.

Die Methangehalte im Biogas aus dem MF3 bewegten sich mit relativ geringer Streuung um
einen Wert von ca. 60 Vol.-%. Ein signifikanter Unterschied zwischen den wihrend
stiindlicher bzw. vierstlindlicher Beschickung gemessenen Werten war nicht feststellbar
(Tabelle 29). Als die Solltemperatur in der ersten Junihdlfte um ca. 5 bis 10 Grad
unterschritten wurde, zeigten sich — vermutlich aufgrund der verdanderten Gasloslichkeiten -
Methangehalte im Biogas bis zu 67 % (Abbildung 31). Am 22.06.2004 wurde durch einen
Storfall Luft in den Fermenter eingesaugt. Als Folge der Uberheizung des MF1 deutete sich
mit Verzdgerung an der Messstelle MF3 ein leicht steigender Trend des Methangehaltes an.
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Abbildung 30: Zeitreihe der gemessenen Methan- und Schwefelwasserstoffgehalte im Biogas an der Messstelle
MF2/4 im Zeitraum 05.06.2004 bis 15.11.2004
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Abbildung 31: Zeitreihe der gemessenen Methan- und Schwefelwasserstoffgehalte im Biogas an der Messstelle
MF3 im Zeitraum 05.06.2004 bis 15.11.2004



88 Biogastechnologie in Wasserschutzgebieten

Tabelle 29: Mittelwerte, Standardabweichung und Stichprobenumfang der Messwerte des Methangehaltes im
Biogas [Vol.-%] aus den Messstellen der Modellanlage im Zeitraum 06-08/2004 bzw. 10-11/2004

MF1 MF2/1 MF2/2 MF2/3 MF2/4 MF3
1h
MW 60,1 43,6 42,9 44,3 44,7 60,0
STABW 2,0 1,7 1,9 1,9 1,6 1,2
n 96 83 37 67 59 156
4h
MW 60,0 46,3 47,5 48,7 49,8 59,4
STABW 1,9 2,0 1,7 2,3 2,2 1,5
n 130 39 19 19 16 106

Ein direkter Vergleich der Biogaszusammensetzung ist — mit eingeschriankter Genauigkeit
aufgrund der Lufteinblasung in der Pilotanlage — nur jeweils fiir die ersten beiden Fermenter
der Versuchsanlagen moglich. Dabei deuteten sich im Falle der Pilotanlage im ersten
mesophilen Fermenter etwas geringere, im thermophilen Fermenter geringfiigig hohere
Methangehalte als in den entsprechenden Modellfermentern an.

Aufzeichnungen der tiglich im BHKW der Pilotanlage verwerteten Biogasmenge erfolgten ab
dem 09.11.2002. Bis April 2003 stieg die mittlere tigliche Biogasproduktion (gleitender
Mittelwert der verwerteten Biogasmenge iiber acht Tage) auf 110-120 m® an (Abbildung 32).
Wihrend der Unterbrechung der Beschickung fiir die Umbaumafnahmen ging die
Biogasproduktion auf ca. 45 m**d”' zuriick. Im Anschluss an die Umbauarbeiten wurde die
Beschickung innerhalb weniger Tage wieder auf einen Wert von ca. 6,2 m**d”" hochgefahren.
Dies fiihrte nach anfinglicher Steigerung zu einem erneuten Riickgang der Biogasproduktion
nach ca. drei Wochen. Nachdem die Beschickung am 22.05.2003 auf 5,72 m**d"' reduziert
und dort weitestgehend konstant gehalten wurde, stieg die Biogasproduktion bis Mitte Juli
2003 auf ca. 130 m**d" an. Nach der viertigigen Unterbrechung der Beschickung im Juli
2003 wurde diese innerhalb von vier Wochen stufenweise wieder auf den Zielwert erhoht. Die
Biogasproduktion nahm in dieser Zeit praktisch kontinuierlich bis auf einen Wert von 120-
130 m**d™" zu. Bis Ende 2003 zeigte die Biogasproduktion bei prinzipiell gleichbleibender,
zeitweise kurzfristig reduzierter Beschickung einen leichten Trend nach unten. Nach einer
erneuten Phase unterbrochener bzw. stark reduzierter Beschickung stieg die Biogasproduktion
nach dem Wiederanfahren fast kontinuierlich und erreichte Ende Miarz 2004 ein Niveau von
ca. 130 m’*d”. Als Folge der dann aufgetretenen Verdiinnung der Rohgiille durch einen
Wasserrohrbruch im Stall ging die Biogasproduktion voriibergehend um ca. 15 % zuriick
(Abbildung 32).
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Abbildung 33: Zeitreihe der achttéigigen gleitenden Mittelwerte der taglich in der Pilotanlage verwerteten
Biogasmenge und der berechneten téglich verwerteten Methanmenge im Zeitraum

28.04.-07.12.2004

Zu Beginn des ersten Versuchsabschnittes fiir die Ermittlung von Leistungskennwerten hatte
die mittlere Biogasproduktion der Pilotanlage wieder einen Wert von 120 m>*d™ iiberschritten
und erreichte bis Anfang Juni 2004 Werte von knapp iiber 150 m>*d’. Am 08./09.06.2004
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war die Beschickung aufgrund einer fehlerhaften Einstellung der Anlagensteuerung stark
reduziert, was sich in der Biogasproduktionsrate wiederspiegelte, die bis zum 24.06.2004 auf
ca. 120 m**d™" fiel. In der Folge stieg diese dann rasch an, um ein Plateau von etwa einem
Monat Dauer bei Werten zwischen 140 und 150 m**d™' zu erreichen (Abbildung 33).

Die bis dahin hochsten mittleren Werte der Biogasproduktion der Pilotanlage von etwas tliber
160 m**d™” (tiglich verwertete Gasmengen bis zu 226 m**d") wurden Ende Juli/Anfang
August 2004 ermittelt. Danach setzte aufgrund der Entnahme gréerer Mengen an Gérrest ein
fallender Trend ein, der bis Ende September anhielt. In der zweiten Septemberhilfte — nach
Umstellung des Beschickungsintervalles — lag die mittlere Biogasproduktion dann bei ca.
110 m**d”". AnschlieBend stieg die Gasproduktion mit zunchmendem Fiillstand im
Girrestlager wieder kontinuierlich an, um Ende Oktober 2004 Werte um 160 m’*d™ zu
erreichen. Zu diesem Zeitpunkt traten Probleme mit Verstopfungen des Gasdurchflussmessers
am F1 auf, die teilweise zum Abblasen nicht quantifizierbarer Biogasmengen fiihrten. Im
November 2004 bewegte sich die Biogasproduktion bei Werten knapp iiber 140 m>*d
(Abbildung 33).

Die mittlere tégliche Biogasproduktion der Pilotanlage betrug wihrend der
Versuchsabschnitte mit stiindlicher bzw. 4-stiindlicher Beschickung 135 bzw. 146 m’. Fiir die
mittlere tigliche Methanproduktion ergab sich ein von Wert von 79 bzw. 83 m’. Aus den
kumulierten Biogasmengen abziiglich der eingeblasenen Luftmenge errechnete sich fiir den
ausgewerteten Zeitraum mit stiindlicher bzw. vierstlindlicher Beschickung ein mittlerer
Methangehalt des Biogases von 59,2 bzw. 56,8 Vol.-% (Tabelle 30). Damit wurde die um ca.
8 % hohere mittlere Biogasproduktion im zweiten Versuchsabschnitt (Kap. 5.3) durch den
geringeren mittleren Methangehalt gerade in etwa ausgeglichen, sodass sich kein signifikanter
Unterschied in der mittleren Methanproduktion wihrend der beiden Versuchsabschnitte
ergab.

Tabelle 30: Mittlere Werte (+ Standardabweichung) der téglichen Biogas- bzw. Methanproduktion der
Pilotanlage tiber verschiedene Zeitrdume in 2004

Beschickung F1 Biogas Methan Methangehalt
m**d”’ Norm-m**d”" | Norm-m>*d” Vol.-%
05-12/2004 5,48 + 0,67 135+ 28 79+ 16 58,3
Versuchsabschnitt 1 5,47 + 0,86 135 + 28 79+ 16 59,2
Versuchsabschnitt 2 5,65 + 0,52 146 + 21 83+12 56,8

Wie in Kap. 4.3 beschrieben, sollten auch die Gasproduktionsraten einzelner Fermenter der
Pilotanlage bestimmt werden. Aufgrund der Fiihrung der Gasleitung vom F1 iiber den F2 in
den F3, wo das in den Fermentern produzierte Biogas vermischt wurde, konnte die
Biogasproduktion des Fermenters 2 nur durch Differenzbildung ermittelt werden. Eine
Trennung der Biogasmengen aus F3 und EL war mangels eines dritten Messgerites nicht
moglich. Da eine Kalibration der Gasdurchflussmesser an der Anlage nicht moglich war,
wurden die Gerdte mit den werksseitigen Einstellungen betrieben und die Messwerte
nachtrdglich mit den zur Verfligung stehenden Daten zur Biogastemperatur und
-zusammensetzung korrigiert. Nach zunichst scheinbar problemloser Funktion der beiden V-
Konus-Durchflussmesser lieferte das erste Gerét in der Gasleitung vom F1 zum F2 ca. vier
Wochen nach Inbetriebnahme keine plausiblen Werte mehr. Nach Kontrolle des Messgerétes
und zeitweisem Tausch wurden ab Anfang September von beiden Gerdten wieder plausibel
erscheinende Messwerte produziert. Mit dem Auftreten erster Froste mussten die
Durchflussmesser dann auller Betrieb genommen werden, da sie zufroren und so die
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Gasleitung blockierten. Die Auswertung der von den V-Konus-Durchflussmessern gelieferten
Daten zeigte, dass diese mit den Messwerten des Biogasvolumenzdhlers am BHKW nicht
kompatibel waren. Es errechneten sich meist negative Biogasproduktionsraten fiir F3 und EL
zusammen, d. h. die angezeigten Durchflusswerte waren deutlich zu hoch und konnten daher
nicht verwertet werden.

Nachdem die Modellanlage mit aktivem Material aus den Fermentern der Pilotanlage befiillt
worden war, wurde innerhalb eines Tages mit der Beschickung begonnen und es setzte
unmittelbar die Biogasproduktion ein. Abbildung 34 zeigt wegen der Datenliicken in den
automatischen Aufzeichnungen zur Ubersicht den Verlauf der erfassten Biogasmenge aus der
Modellanlage gemill der Handaufzeichnungen. Mit Einbringung der ersten mazerierten
Charge Mitte Mai 2004 erhohte sich die Gasproduktionsrate erkennbar. Mitte August und
Mitte Oktober wurden jeweils nur einzelne Modellfermenter auf den Trommelgaszdhler
geschaltet.
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Abbildung 34: Verlauf der nominalen erfassten Biogasmenge aus der Modellanlage in 2004

Die normierte, mittlere tagliche Biogasproduktion (+ Standardabweichung) der Modellanlage
betrug bei stiindlicher Beschickung 583 + 33 1*d”'. Messungen der Biogasproduktionsrate der
einzelnen Fermenter mit dem Nassgasvolumenzédhler wurden im August und Oktober 2004
jeweils iiber einen Zeitraum von zwei bis drei Tagen durchgefiihrt. Wegen des Datenverlustes
im August 2004 stehen nur die im Oktober 2004 wihrend vierstiindlicher Beschickung
ermittelten Werte zur Verfiigung (Tabelle 31). Das mittlere Verhéltnis der
Biogasproduktionsraten der Modellfermenter 1 bis 3 betrug demnach in diesem Zeitraum

1:0,55:0,38. In der Summe errechnete sich daraus eine mittlere Biogasproduktionsrate von
561,6 1*d’".
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Tabelle 31: Mittlere Biogasproduktionsrate (+ Standardabweichung), prozentuale Anteile an der
Biogasproduktion und girraumspezifische Biogasproduktionsrate der einzelnen Fermenter der
Modellanlage aus Messungen mit dem Trommelgaszéhler im Oktober 2004

Biogas Anteil Spezif.
Biogasproduktion Biogasproduktion
I/h % I*(1*d)-1
Modellfermenter 1 12,1+15 51,7 1,3
Modellfermenter 2 6,7+0,5 28,6 0,7
Modellfermenter 3 46+0,8 19,7 0,2

Das eingesetzte System mit Gasbeutel und Drucksensoren ermdglichte zwar (mit den oben
erwahnten Einschrinkungen) eine fortlaufende Analyse der Zusammensetzung des Biogases
aus den einzelnen Gasdomen, war jedoch zur Bestimmung der mittleren
Biogasproduktionsrate der einzelnen Fermenter nur bedingt geeignet, da das Fiillen des
Gasbeutels kurzzeitig durch Beschickungs- und Rithrvorgédnge beeinflusst wurde. Eine hohere
Biogasproduktionsrate wihrend des Riihrens war im Falle der Modellfermenter 1 und 3
erkennbar.

Aus den verfiigbaren Werten der Biogaszusammensetzung der einzelnen Fermenter (Tabelle
29) und der Biogasproduktionsrate (Tabelle 31) errechnen sich fiir die Modellfermenter 1
bis 3 prozentuale Anteile an der Methanproduktion der Modellanlage im zweiten
Versuchsabschnitt von ca. 55, 24 bzw. 21 % (Tabelle 32).

Tabelle 32: Errechnete mittlere Methanproduktionsraten (+ Standardfehler) der Modellfermenter und
prozentuale Anteile bei vierstiindlicher Beschickung

Methan Anteil
I/h %
Modellfermenter 1 7,26 £ 0,92 551
Modellfermenter 2 3,22 + 0,37 24 4
Modellfermenter 3 2,73+0,48 20,5

Fazit:

UnregelmiBigkeiten in der Beschickung sowie die Entnahme von Gérrest verursachten
deutliche Schwankungen der Biogasproduktionsrate in der Pilotanlage. Die etwas hohere
Biogasproduktion bei vierstiindlicher Beschickung wurde durch den geringeren Methangehalt
in etwa ausgeglichen, sodass sich kein signifikanter Unterschied in der Methanproduktion
ergab. Die Anteile der einzelnen Fermenter an der Methanproduktion konnten nicht gemessen
werden.

In der Modellanlage waren die Schwankungen der Biogasproduktionsrate erwartungsgemal
deutlich geringer als in der Pilotanlage. Etwas mehr als die Hélfte des produzierten Methans
stammte hier aus der ersten, mesophilen Stufe.

A 6.5 Lagerung des Girrestes

Bei einem Durchsatz der Biogasanlage von 5,5 m’ Giille tiglich reichte die vorhandene
Lagerkapazitit fir den Garrest von 800 m’ fiir ca. 145 Tage (Volumenverluste der Giille
vernachléssigt). Da die letzte Entnahme von Gérrest zur Ausbringung jeweils im September
nach dem letzten Schnitt stattfand, die erste Entnahme dann im Februar des neuen Jahres, war
die Kapazitit des Gérrestlagers nicht ausreichend. Wéhrend des Winters wurden daher etwa
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200-300 m® Girrest in die Giillegrube der alten Hofstelle des Betriebes Schweiger
ausgelagert.

Der Girrest wurde vom Landwirt nach negativen Erfahrungen mit Verdtzungen im Sommer
2003 (siche A 6.9.3) vor der Ausbringung in einem Verhiltnis von bis zu 1:1 mit Wasser
verdiinnt. Da die hinzugegebenen Mengen an Wasser nicht genau quantifiziert werden
konnten, waren die auf die Frischmasse bezogenen Analysen der Gérrestproben ab dem
01.06.2004 nicht auswertbar. Es wurden daher é&ltere Analysenwerte in den Bericht
aufgenommen (Tabelle 33 und 34).

Tabelle 33: Analysenwerte von Gérrestproben aus dem Endlager (Mittelwert + Standardabweichung von
9 Proben aus dem Zeitraum 14.06.2003 bis 28.04.2004)

TM-Gehalt Massen-% d. FM 55+1,0

oTM-Gehalt ag/kg 38,6 + 8,0
CSB g’kg 64,7 £ 9,6
pH - 79+0,2

FFS gesamt mg/I 1094 + 367
NH;-N mg/| 2334 + 464
Alkalinitat g CaCOy/l 15,1+5,8

Tabelle 34: Zusammensetzung der Trockenmasse der Proben von Giérrest aus dem Lagerbehélter der Pilot-
Biogasanlage (Mittelwert + Standardabweichung von 3-8 Proben aus 2004)

oTM-Gehalt Massen-% 68,9+ 3,0
NH,-N Massen-% n. a.
Kjeldahl-N Massen-% 2,6 +£0,1
Gesamt-P Massen-% 1,1+0,2
Rohprotein Massen-% 16,2+ 1,0
Rohfett Massen-% 53+0,5
Rohfaser Massen-% 10,1 +2,2
Cellulose Massen-% 8,3+9,0
Hemicellulose Massen-% n. a.
Lignin Massen-% 23,7+2,3

n. a.: nicht auswertbar

In den Giérrestproben wurden (trotz Verdiinnung) im Mittel hohere Konzentrationen an
Fettsduren gefunden als in Proben aus dem F3 (vgl. Tabelle 17 und Tabelle 33). Dies zeigte
den Fortgang des anaeroben Abbauprozesses im unbeheizten Gérrestlager, der zu einem
weiteren Abbau der organischen Substanz fiihrte (siche A 6.3.2). Ein signifikanter
Unterschied zwischen den NH4-N-Anteilen der Proben aus F3 und von Gérrest (Proben ohne
Verdiinnung) wurde jedoch nicht gefunden.

Das in Batch-Tests in 35 I-Fermentern bei 38°C ermittelte Restgaspotential von Gérrest
(entnommen aus dem Endlager am 01.06.2004; keine weitere Animpfung) betrug
0,053 m® Methan*(kg oTM)™" bzw. 2,1 m®> Methan pro m® Girrest innerhalb von 70 Tagen.
Bezogen auf die urspriingliche organische Trockenmasse in der Giille sind dies ca.
0,034 m® Methan*(kg oTM) ™', was ca. 15 % zusitzlichem Methanertrag entsprach (siche A
6.6).
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Fazit:

Der Fortgang des anaeroben Abbauprozesses im unbeheizten Gérrestlager der Pilotanlage war
an erhohten Fettsdurekonzentrationen in Proben des Gérrestes erkennbar. Eine weitere
signifikante Erhohung des anorganischen Stickstoffanteils im Vergleich zum Inhalt des F3
wihrend der Lagerung konnte nicht nachgewiesen werden. Das in Batch-Versuchen ermittelte
Restmethanpotential des Giérrestes betrug ca. 15% der in der Pilotanlage erzielten
Methanausbeute.

A 6.6 Leistungskennwerte der Versuchsanlagen

Fir die Ermittlung der Leistungskennwerte der Pilotanlage bei stiindlicher bzw.
vierstiindlicher Beschickung wurde der Zeitraum 01.06.-06.09.2004 bzw. 21.10.-07.12.2004
ausgewertet. Diese Leistungskennwerte spiegeln den Betrieb der Pilot-Biogasanlage unter
weitgehend  stationdren Bedingungen wider. Zusdtzlich wurden iibergreifende
Durchschnittswerte fiir den Zeitraum vom 28.04. bis zum 07.12.2004 ermittelt. Fiir die
Ermittlung der enstprechenden Leistungskennwerte der Modellanlage wurde der Zeitraum
05.06.-05.08.2004 bzw. 26.09.-08.11.2004 zu Grunde gelegt.

Die mittlere Biogas- bzw. Methanausbeute bezogen auf die zugefiihrte organische
Trockenmasse errechnete sich fiir beide Versuchsabschnitte zu 0,41 bzw.
0,24 m**(kg oTM)". Fiir die Methanproduktionsrate bezogen auf den Gesamtgirraum
ergaben sich fiir die beiden Versuchsabschnitte Werte von 0,33 und 0,34 m**(m**d)". Auch
die  geringfligigen = Unterschiede  zwischen  weiteren,  errechneten  mittleren
Leistungskennwerten fiir den Zeitraum ,,1 h* bzw. ,,4 h* waren nicht signifikant.

Tabelle 35: Mittlere Leistungskennwerte der Pilot-Biogasanlage

2004 1h 4h
Raumbelastung kg oTM*(m**d)” 1,40 1,37 1,49
Biogasausbeute m>*(kg 0TM_ugefirrt)” 0,40 0,41 0,41
Biogasausbeute (CSB) m>*(kg CSB,ugeiint) " 0,28 0,29 0,28
Biogasertrag m** (kg 0TMabgebaut) " 1,17 1,17 1,18
Biogasausbeute FM m>*m™ 24,6 25,1 25,8
Biogasproduktionsrate m>*(m>*d)” 0,56 0,56 0,59
Methanausbeute m>*(kg 0TM_ugefirrt)” 0,23 0,24 0,24
Methanertrag m>*(kg 0TMabgebaut)” 0,68 0,69 0,67
Methanausbeute FM m>*m™ 14,4 14,9 14,6
Methanausbeute GV m>*(GV*d)" 0,93 0,95 0,98
Methanproduktionsrate m>*(m>*d)” 0,32 0,33 0,34

Bei geringfiigig hoherer mittlerer Raumbelastung der Modellanlage errechnete sich im
Vergleich mit der Pilotanlage bei stiindlicher Beschickung in etwa derselbe Wert fiir die
Biogasausbeute bezogen auf die zugefiihrte organische Trockenmasse; bezogen auf die
zugefithrte Frischmasse war die Biogasausbeute etwas geringer (Tabelle 36). Da keine
fortlaufenden Analysen des Mischgases vorgenommen wurden, liegen fiir die Modellanlage
keine Werte fiir die Methanausbeute vor. Die in Tabelle 36 angegebene
Methanproduktionsrate wurde aus den ermittelten Werten der Methanproduktionsrate der
einzelnen Modellfermenter errechnet. Die Ermittlung von direkt vergleichbaren
Leistungskennwerten fiir den Betrieb mit vierstiindlicher Beschickung war aufgrund der
erwdhnten Datenverluste nicht mdglich.




Biogastechnologie in Wasserschutzgebieten 95

Tabelle 36: Mittlere Leistungskennwerte der Modell-Biogasanlage

1h 4 h
Raumbelastung kg oTM*(m>*d)” 1,43 1,60
Biogasausbeute m**(kg 0TMy,)" 0,41 n. b.
Biogasertrag m>*(kg 0TMabgebaut)” 1,35 n. b.
Biogasausbeute FM m>*m= 23,2 n. b.
Biogasproduktionsrate m>*(m**d)’’ 0,56 n. b.
Methanproduktionsrate m*(m*d)’ n. b. 0,30*

*) berechnet aus Daten von Messungen an den einzelnen Modellfermentern ; n. b.: nicht bestimmt

Ein moglicher Grund fiir die trotz der kiirzeren hydraulischen Verweilzeit in der
Fermenterkaskade und dem fehlenden Gérrestlager praktisch identische Biogasausbeute von
Modell- und Pilotanlage konnte darin liegen, dass aufgrund des Abfiillprozesses und die
Mazerierung die Zusammensetzung der oTM des Rohmaterials fiir die Modellanlage
gegeniiber der Rohgiille, die der Pilotanlage zugefiihrt wurde, in Richtung einer besseren
Abbaubarkeit verdndert wurde. Einen Hinweis darauf liefert auch der um ca. 15 % hdhere
Biogasertrag aus der Modellanlage bezogen auf die abgebaute oTM. Zudem waren —
abgesehen von den dokumentierten Storfallen — die Schwankungen der Prozesstemperaturen
in der Modellanlage wesentlich geringer als in der Pilotanlage und es traten kaum
UnregelméBigkeiten in der Beschickung auf. Nur so lieBe sich auch die Tatsache erkliren,
dass fiir die Modellanlage kein hoherer Abbaugrad als fiir die Fermenterkaskade der
Pilotanlage ermittelt wurde.

Im Vergleich zu Literaturdaten stellt sich die in der Pilotanlage erzielte Methanausbeute aus
Milchviehgiille sehr giinstig dar (vgl. Tabelle 35 und Tabelle 37). Diese hohe Methanausbeute
relativiert sich, wenn man die Raumbelastung des Gesamtsystems betrachtet. Im allgemeinen
ist bei der Methangdrung mit abnehmender Raumbelastung eine Zunahme der Gas- bzw.
Methanausbeute bei sinkender, girraumspezifischer Gasproduktionsrate zu erwarten (GOSCH,
1984). Ein Verfahren zur Steigerung der Effizienz der Vergérung von Fliissigmist miisste also
darauf abzielen, eine hohe Biogas-/Methanausbeute bei hoher Raumbelastung des Systems zu
erreichen, wie dies bei dem in Tabelle 37 zitierten thermophil-mesophilen Prozess im
Labormalistab der Fall war. Die hydraulische Verweilzeit in diesem System betrug dabei
lediglich 14 Tage, davon 4 Tage in der ersten, thermophilen Stufe. Hierbei ist allerdings zu
beriicksichtigen, dass mogliche Unterschiede in der Zusammensetzung der Giille aufgrund
fehlender Angaben nicht genau eingeschétzt werden konnen.

Tabelle 37: Ausgewihlte Literaturdaten fiir die Methanausbeute bei der Vergérung von Rindergiille

System / MaRstab (Quelle) Raumbelastung Methanausbeute

kg oTM*(m**d)” m**(kg 0TM ugefinrt)”
Richtwert landwirtschaftliche Biogasanlagen 3,5 0,15
(KTBL, 2005)
37°C / halbtechnisch (LAMPEL, 1984) 29 0,20
mesophil / Praxisanlagen (GOSCH, 1984) 4,1 0,17
36-37°C / Praxisanlagen (EUROPAISCHE 47 0,17
GEMEINSCHAFTEN, 1985)
50°C / Labor (ELMASHAD et al., 2001) 21 0,20
55°C / Labor (ANGELIDAKI & AHRING, 1993) 2,8 0,19
55°C - 38°C / Labor (SUNG & SANTHA, 2003) 4,5 0,15

5,8 0,22
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In dem in der vorliegenden Arbeit untersuchten mesophil-thermophil-mesophilen System
wird die hohe Methanausbeute in erster Linie auf die lange Verweilzeit von 45 Tagen
zuriickgefiihrt. Dabei wurde der grofite Anteil der rasch abbaubaren organischen Substanz bei
relativ hoher Raumbelastung bereits in der ersten, mesophilen Stufe abgebaut. Die
nachgeschaltete, zweite Stufe wurde nicht so hoch belastet, wie dies fiir einen thermophilen
Prozess anzustreben wire (vgl. MACKIE & BRYANT, 1995). Die dritte, mesophile Stufe war
nur noch gering belastet. Zukiinftig sollte daher untersucht werden, ob durch Verzicht auf die
mesophile, erste Stufe und einen Betrieb des Systems bei hdherer Raumbelastung die
Abbaueffizienz gesteigert werden kann (siehe A 6.10).

Fazit:

Aus der mesophil-thermophil-mesophilen Vergirung der Milchviehgiille in der Pilotanlage
wurde eine relativ hohe Biogas- und Methanausbeute erzielt, wihrend die spezifische
Methanproduktionsrate aufgrund der seriellen Anordnung der Fermenter gering war. Dabei
wurde die zweite Stufe nicht so hoch belastet, wie dies fiir einen thermophilen Prozess
anzustreben wire. Es sollte daher untersucht werden, ob durch Verzicht auf die mesophile,
erste Stufe und einen Betrieb des Systems bei hoherer Raumbelastung die Abbaueffizienz
gesteigert werden kann.

In der Modellanlage wurde trotz ca. 10 % kiirzerer Verweilzeit praktisch dieselbe
Biogasausbeute erzielt wie in der Pilotanlage. Vermutlich kam es durch den Abbauprozess
und die Mazerierung der Rohgiille fiir die Modellanlage zu einer Verdnderung der
Zusammensetzung der oTM in Richtung einer besseren Abbaubarkeit.

A 6.7 Mindestverweilzeit in den liegenden Fermentern

In Proben aus dem Ablauf des thermophilen Fermenters der Pilotanlage konnte die
Markierungssubstanz bei stlindlicher Beschickung erstmals in der Probe nachgewiesen
werden, die 11 h nach Start des Experimentes entnommen worden war. Da die 10 h-Probe
nicht zur Verfiigung stand, muss als Mindestverweilzeit ein Wert von 9 h angegeben werden.
Bei vierstlindlicher Beschickung war der Tracer erstmals in der Probe nachweisbar, die nach
dem zweiten Beschickungsvorgang entnommen wurde (8 h). Es wurde also in dem liegenden
Gérbehélter eine mindestens doppelt so hohe Mindestverweilzeit erreicht, wie in einem
Riihrkesselfermenter. Die aus den experimentellen Daten errechneten mittleren Verweilzeiten
waren um ca. 20 % geringer als die entsprechenden hydraulischen Verweilzeiten, was auf das
Vorhandensein von nicht bzw. schlecht durchmischten Zonen in diesem Behilter hindeutet.

Das erste Markierungsexperiment, das an der Modellanlage wéhrend stiindlicher Beschickung
durchgefiihrt wurde, musste vorzeitig abgebrochen werden, so dass hier keine verwertbaren
Ergebnisse gewonnen werden konnten. Bei vierstiindlicher Beschickung konnte die
Markierungssubstanz erstmals in derjenigen Probe nachgewiesen werden, die 8 h nach Start
des Experimentes entnommen worden war, d. h. mit dem dritten Beschickungszyklus. Die aus
den experimentellen Daten errechnete mittlere Verweilzeit war um 17 % geringer als die
entsprechende hydraulische Verweilzeit. Auch der liegende Modellfermenter war demnach
unvollstdndig durchmischt.

Fazit:

In den liegenden Fermentern wurde in Markierungsexperimenten mit Lithiumchlorid eine
mindestens doppelt so hohe Mindestverweilzeit gefunden wie in einem Riihrkesselfermenter,
wobei die Umstellung auf vierstiindliche Beschickung keine Erh6hung der Mindestverweilzeit
bewirkte.
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A 6.8 Zuverlissigkeit der Pilot-Biogasanlage

Die Bewertung der Funktionalitdt und Storanfélligkeit technischer Komponenten sowie des
aus technischen Problemen entstandenen zusétzlichen Betreuungsaufwandes fiir die
Pilotanlage beruht auf den Tagebucheintrigen des die Anlage betreuenden Landwirtes sowie
auf eigenen Beobachtungen.

A 6.8.1 Bau und Technik

Im Jahr 2004 gab es neun Tage, an denen die Beschickung der Pilotanlage aus technischen
Griinden unterbrochen war, was einer Ausfallzeit von ca. 3 % entspricht. An acht Tagen gab
es Verstopfungsprobleme mit der ersten Beschickungspumpe wegen des hohen Fasergehaltes
der Giille. Dies deutet darauf hin, dass der Durchmesser der Giilleleitungen (DN 110) eher
etwas zu klein gewahlt war.

Technische Probleme traten auch an den Riihrwerken auf. Ausfille des Stabmixers im F1
fiihrten bei gleichzeitigem Heizen wiederholt zum Uberschiiumen des Fermenterinhaltes und
zur Verschmutzung des Gasleitungssystems. Vermutlich kam es bei fehlender
Durchmischung entlang der Wandheizungsrohre zu einer Uberhitzung des Fermenterinhaltes.
Der hierdurch beschleunigte Gasaustrieb konnte in dem relativ faserreichen Substrat zur
Schaumbildung gefiihrt haben. Hinweise auf einen hohen Gasgehalt des Substrates im F1
lieferten Dichtebestimmungen, bei denen fiir Proben aus diesem Fermenter eine um etwa 4 %
geringere Dichte ermittelt wurde als fiir Proben der Rohgiille und des Inhaltes der Fermenter 2
und 3 (ca. 970 kg*m™ gegeniiber ca. 1010 kg*m™). Um das Uberschiumen zu verhindern,
musste das Riithrwerk im F1 ca. 50 % der Zeit betriecben werden, was einen erheblichen
Strombedarf verursachte (siech Kap. 6.13.3). Um diesen Problemen abzuhelfen, wiren u. a.
folgende Mallnahmen zu priifen:
e VergroBerung der Heizflichen bei gleichzeitiger Absenkung der Vorlauftemperatur
e Erwdrmung des Substrates in einem externen Wérmetauscher in Verbindung mit einer
hydraulischen Durchmischung
e Finsatz eines langsam aber kontinuierlich laufenden Riihrwerkes anstelle des
Stabmixers.

Auch im F2 trat im ersten Halbjahr 2003 mehrmals Schaumbildung auf, die sich wiahrend des
weiteren Anlagenbetriebes jedoch nicht mehr zeigte. Die genaue Ursache fiir das beobachtete
Uberschiumen konnte nicht abschlieBend geklirt werden.

Am Rihrwerk des F3 war nach ca. zwei Betriebsjahren der Dichtring in der
Wanddurchfiihrung der Riithrwelle defekt. Daraufhin drang Gérsuspension in den
Ausgleichsbehilter fiir das Schmierdl ein, da dieser unterhalb des Fliissigkeitsspiegels im
Fermenter angeordnet war.

Im ersten Betriebsjahr (2003) waren, wie weiter oben beschrieben, umfangreiche Reparatur-
und UmriistmaBnahmen am Rithrwerk des F2 erforderlich. Die anfinglich starre Verbindung
des Getriebemotors mit der Riithrwelle fiihrte in Kombination mit einer leichten Unwucht der
12 m langen Welle zu einer fortlaufenden axialen Verschiebung des Riithrwellenflansches in
Richtung auf das Getriebegehduse, das hierdurch beschiddigt wurde. Nach Umbau des
Antriebes  (Kraftiibertragung durch eine  Doppelkette) und Erneuerung des
Kunststoffgleitlagers Ende 2003 traten wéhrend der restlichen Projektlaufzeit keine Probleme
mit diesem Rithrwerk mehr auf.
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Anfang 2004 kam es zu einer Verstopfung des Gasleitungssystems. Als Ursache wurde eine
Ansammlung von faserigem Material in der Kondensatableitung ausgemacht. Dieses Material
war vermutlich bereits wihrend des oben erwdhnten Uberschdumens des F2 in die Gasleitung
gelangt.

Das vom Hersteller ausgefiihrte Heizungssystem der Pilotanlage stie aufgrund der
geforderten zwei Temperaturniveaus an seine Grenzen. Der Wéarmeiibergang in den F2 erwies
sich als ungeniigend und die Warmedammung des thermophilen Fermenters, der im Vergleich
zu den stehenden Fermentern ein deutlich ungiinstigeres Verhéltnis von Oberfliche zu
Volumen aufwies (ungefidhre Oberfliche-Volumen-Verhéltnisse: F1: 1,22 m', F2:2,05m’,
F3: 1,19 m") war unzureichend. Eine nachtrigliche Einhausung des gesamten liegenden
Girbehalters wurde mehrfach diskutiert, aus Kostengriinden jedoch nicht realisiert. Durch
eine solche Mafinahme hitten erhebliche Mengen an Heizenergie eingespart werden kdnnen
(vgl. Kap. 6.13.3). Allein die provisorische Einhiillung des F2 mit einer Siloplane brachte im
Mai 2005 eine Anhebung der mittleren Temperatur um ca. 2 K innerhalb von drei Tagen
(siehe Kap. 6.10).

Die nur manuell und mit geringer Genauigkeit zu regelnde Luftzufuhr fiir die biologische
Entschwefelung erwies sich als nicht sehr zuverldssig und konnte keine durchgingige
Einhaltung des H,S-Richtwertes von 200 ppm im Brenngas gewihrleisten (siche Kap. A 6.4).
In einem Fall kam es zu einer Verstopfung der Luftzufuhrleitung. Bei sehr kalter Witterung
sank die Temperatur unter der Gashaube, wo in der Hauptsache die Besiedelungsflache fiir
die sulfidoxidierenden Bakterien angeordnet war, offenbar so weit ab, dass die biologische
Entschwefelung praktisch zum Erliegen kam. Eine Ursache fiir die wiederholt auftretenden
H,S-Spitzen im Biogas auch bei warmer Witterung konnte nicht gefunden werden. Auch
wenn nur maximal zwei- bis dreimal tiglich eine Gasanalyse durchgefiihrt wurde, kann davon
ausgegangen werden, dass die Gesamtheit der Messwerte des H,S-Gehaltes im Biogas iiber
den Zeitraum des Projektes ein gutes Bild der auch im Tagesverlauf auftretenden
Schwankungen vermittelte. Diese Schwankungen sind umso bemerkenswerter, als die Anlage
lediglich mit Giille beschickt wurde, fiir die keine groen Variationen im Schwefelgehalt
anzunehmen sind. Bei lediglich manuell regelbarer Luftzufuhr erscheint daher eine nur
gelegentliche Uberpriifung des Schwefelwasserstoffgehaltes mit Reaktionsrohrchen, wie sie
teilweise auf Biogasanlagen in der Landwirtschaft erfolgt, problematisch und kann den
Biogasmotor gefdhrden. Zur Kontrolle des Schwefelwasserstoffgehaltes im Biogas sollte ein
fest installierter Biogasanalysator vorhanden sein. Ist ein solches Gerét installiert, ldsst sich
mit relativ geringem Zusatzaufwand auch ein einfacher Regelkreis fiir die Luftzufuhr
einrichten, der eine effektivere Entschwefelung ermdglicht.

A 6.8.2 Messtechnik

Das Gasanalysegerdt vom Typ SCHMACK SSM 6000 musste wiahrend des Projektzeitraumes
zweimal zur Reparatur eingesandt werden. Einfache Wartungsarbeiten und die Kalibration
konnten selbst durchgefiihrt werden. Der Biogasanalysator war im BHKW-Container
vergleichsweise hohen Temperaturen und vorhandenen Verunreinigungen der Raumluft
ausgesetzt. Ob diese Einfliisse fiir die aufgetretenen Defekte maBgeblich waren, konnte nicht
geklart werden. Ein geschiitzterer Aufstellungsort fiir Gerdte dieser Art ist grundsitzlich
vorzuziehen.

Der Balgengaszahler schien wiahrend des gesamten Projektzeitraumes zuverldssig zu arbeiten.
Bei Vergleichsmessungen des Biogasverbrauches mit einem Turbinenradzéhler in 2004 bzw.
2005 wurde eine mittlere Abweichung der Messwerte des Balgengaszéhlers von -3,5 % bzw.
-0,1 % ermittelt. Fiir die Funktionstiichtigkeit des Balgengaszdhlers war die Anbringung
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unmittelbar vor dem Motor insofern giinstig, als es bei den dort herrschenden warmen
Temperaturen zu keiner Bildung von Kondensat kommen konnte. Die ermittelte
Messgenauigkeit erscheint gut.

Wihrend des Projektzeitraumes fielen zwei der Warmemengenzahler aus. In einem Fall war
lediglich das Volumenmessteil verschmutzt und konnte in Eigenarbeit wieder
funktionstiichtig gemacht werden. An den Fiillstandsmessern der Fermenter traten wéahrend
der Projektlaufzeit keine Defekte auf.

A 6.8.3 Blockheizkraftwerk

Das BHKW erwies sich wéhrend der Projektlaufzeit als storungsanfilligster Teil der Pilot-
Biogasanlage. In 2004 wurden insgesamt 30 Tage mit Storungen des BHKW verzeichnet,
davon laut Anlagendiagnostik 14 Tage mit elektrischen Storungen. Ausfille des BHKW bei
Nacht fiihrten in Einzelfillen zu einem Gasverlust durch die Uberdrucksicherung, der jedoch
nicht quantifiziert werden konnte. Eine Auflistung der im Tagebuch verzeichneten
Stormeldungen der BHKW-Steuerung fiir das Jahr 2004 zeigt Tabelle 38.

Tabelle 38: Verzeichnete Stormeldungen der BHKW-Steuerung an der Pilotanlage in 2004

Stérungsmeldung Haufigkeit
Havariestop >el. Stérung Riickleistung< 2 X
Havariestop >el. Stérung< 11 x
Havariestop >Oldruck< 10 x
Havariestop >el. Stérung Uberstrom< 4 x

Ein moglicher Grund fiir die Anfélligkeit der Elektrik waren die hohen Temperaturen im
Schaltschrank der BHKW-Steuerung (bis zu 65°C). Hierauf deutete auch die iiber den
Beobachtungszeitraum zunehmende Héufigkeit elektrischer Defekte hin. Im Mai 2005 wurde
eine separate Belliftung des Schaltschrankes in Betrieb genommen, die die Temperatur auf
35°C reduzierte. Generell ist anzumerken, dass sich zu hohe Temperaturen im BHKW-Raum
auch negativ auf den Wirkungsgrad des Biogasmotors auswirken.

A 6.8.4 Betreuungsaufwand

Uber den vertraglich vereinbarten Zeitrahmen fiir die Funktionsiiberwachung der Anlage von
ca. 30 Minuten téglich verzeichnete der Landwirt fiir den Zeitraum Mitte Mai bis Ende 2003
bzw. das gesamte Jahr 2004 einen zusitzlichen Betreuungsaufwand von ca. 218 bzw.
110 Arbeitskraftstunden. Wie dieser Zeitaufwand auf verschiedene Tétigkeiten verteilt war
(Wartung, Reparaturen etc.) wurde nicht erfasst. Fiir 2004 ergab sich daraus ein
durchschnittlicher Betreuungsaufwand fiir die Biogasanlage von ca. 50 Minuten am Tag.

Fazit:

Das Heizungssystem der Pilotanlage stie aufgrund planerischer und technischer Mingel
angesichts der geforderten zwei Temperaturniveaus (mesophil und thermophil) an seine
Grenzen. Dies konnte durch nachtrdgliche Umbaumafinahmen teilweise kompensiert werden.
Im ersten mesophilen Fermenter fiihrten Ausfille des Stabmixers bei gleichzeitigem Heizen
wiederholt zum Uberschiumen des Fermenterinhaltes und zur Verschmutzung des
Gasleitungssystems. Die Griinde hierflir konnten nicht abschlieBend gekléart werden. Abhilfe
konnte moglicherweise eine bessere Abstimmung von Heizungs- und Riihrtechnik bringen.
Der direkt vor dem Motor installierte Balgengaszdhler zeigte bei Vergleichsmessungen eine
gute Genauigkeit. Die storungsanfillige Elektronik der BHKW-Steuerung litt vermutlich
unter den hohen Temperaturen im BHKW-Container. Hier ist eine separate Temperierung des
Schaltschrankes oder eine bessere Durchliiftung des BHKW-Raumes vorzusehen.




100 Biogastechnologie in Wasserschutzgebieten

A 6.9 Girrestverwertung
(Franz Peretzki, LfL-Agrardkologie)
A 6.9.1 Grundsitzliches

Der Abbau der in der Rindergiille enthaltenen organischen Substanz wéhrend der
Methangérung fiihrt zur Mineralisierung daran gebundener Néhrstoffe. Damit erhoht sich der
direkt pflanzenverfiigbare Anteil des jeweiligen Néhrstoffes. Wird z. B. organisch gebundener
Stickstoff (N) mineralisiert, entsteht daraus Ammonium-N. Dieser kann direkt oder nach
Umwandlung in Nitrat-N von den Pflanzen aufgenommen werden. Je weitergehender der
Abbau erfolgt (hoher spezifischer Gasertrag), desto hoher wird der Anteil an mineralisiertem
Stickstoff in Form von Ammonium-N im Gérrest (Tabelle 39) und auch die
Néhrstoffkonzentration, bezogen auf den TS-Gehalt, steigt an. Der Gérrest néhert sich in
seinen Eigenschaften damit mehr einer mineralischen Nihrstofflosung an.

Tabelle 39: Verdnderungen des TM-Gehaltes und des NH4-N-Anteiles am Gesamt-N im Zuge der Methangirung
von Milchviehgiille in der Pilot-Biogasanlage Berbling (Mittelwerte)

Zeit- | Probenart TM-Gehalt NH,4-N-Anteil Veranderung des
raum (NH4-N : N ges.) NH;-N-Anteiles
% %
2003 | Rohgiille 7,9 0,57 -
Garrest Fermenter 3 6,1 0,63 +10,3
Garrest Endlager 5,3 0,64 +9,5
2004 | Rohgiille 7.8 0,55 -
Garrest Fermenter 3 6,0 0,65 + 18,2
Garrest Endlager 5,2 0,67 + 21,6

Weiterhin fiihrt die Mineralisierung zu einer Verschiebung des pH-Wertes in den alkalischen
Bereich. Proben von Rohgiille wiesen iiber den Projektzeitraum einen pH-Wert von im Mittel
7,7 auf, im Gérrest war dieser geringfiigig auf im Mittel 7,9 erhoht.

Die Verminderung des TM-Gehaltes und der Abbau von Schleimstoffen durch die Vergédrung
bedingen eine Erhohung der FlieBfihigkeit. Dies und die Verdnderung des pH-Wertes sowie
des Ammoniumanteiles ist im Hinblick auf den erhdéhten Abgasungsdruck in Form von
Ammoniak zu beriicksichtigen. Bei der Abschitzung des Ausgasungspotentials von
Ammoniak wirken sich die vor allem bei Proben von Fermenterinhalt und Gérrest
beobachteten Unterschiede zwischen im Labor und vor Ort gemessenen pH-Werten sehr
deutlich aus. Werden die im Labor gemessenen pH-Werte zugrundegelegt, so ergaben sich fiir
die Rohgiille bzw. den Gérrest (Einbeziehung é&lterer Analysenwerte) mittlere Gehalte an
NH3-N von 16,5 bzw. 60,8 mg/l. Fiir den Gérrest ergab sich bei Verwendung der vor Ort
gemessenen pH-Werte ein NH3-N -Wert von 31,6 mg/I1.

Die widhrend des Girprozesses in Methan und Kohlendioxid umgewandelte organische
Substanz kennzeichnet die unter anaeroben Bedingungen leichter abbaubare Fraktion.
Dementsprechend bleibt schwerer abbaubare, fiir die Erhaltung des Dauerhumusgehaltes im
Boden wichtige stabile organische Masse erhalten. Dies schmilert zwar die Zufuhr an
sogenanntem Nédhrhumus mit dem Girrest, verringert aber die Gefahr der Denitrifikation
(Bildung von Lachgas), wenn ungiinstige Bodenverhiltnisse (z. B. Sauerstoffmangel)
vorliegen. Gleichzeitig verringert sich durch diese Verminderung der mikrobiologischen
Aktivitit die N-Festlegung (Immobilisierung) im Boden. Ein wichtiger positiver Nebeneffekt
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des Abbaues organischer Stoffe ist die Verminderung der Geruchsbelastung. Vergorene Giille
verliert weitgehend den fékalartigen Geruch.

Als negativ im Hinblick auf die Gefahr von steigenden Ammoniakabgasungen ist die
Erhohung des pH-Wertes bei gleichzeitiger Erhohung des Ammoniumgehaltes anzusehen.
Die verbesserte FlieBfdhigkeit wirkt dem entgegen. Insgesamt diirfte, nach bisheriger
Kenntnis, dadurch das Risiko von gasformigen Ammoniakverlusten wéihrend der Lagerung
und insbesondere nach der Ausbringung gleich bleiben. Es wird jedoch auch von einer
Erhohung (ASMUS & LINKE, 1987; BESSON et al., 1985) bzw. einer Verminderung (CLEMENS
et al., 2001) der Verluste berichtet. Dies diirfte davon abhingen wie die genannten
Einflussfaktoren (pH-Wert, Ammoniakkonzentration, Erhohung der Ammoniummenge,
FlieBfahigkeit) im konkreten Fall jeweils verdndert werden. Der Ammoniakdampfdruck spielt
eine wesentliche Rolle, wenn keine unverziigliche Einarbeitung durchgefiihrt werden kann.

Die einerseits erwiinschte und fiir viele Nihrstoffe positiv zu bewertende Erhéhung des
mineralisierten Anteiles kdnnte andererseits zu einer erhohten Auswaschungsgefahr z. B. fiir
Stickstoff fithren. Diese Gefahr ist aber gering, da der durch die Biogasvergirung zu
Ammonium umgewandelte organisch gebundene N als leicht abbaubar einzustufen ist.
Demzufolge ist dieser Anteil auch aus unvergorener Giille als schnell wirksam einzustufen, da
er nach der Ausbringung im Boden rasch mineralisiert wird. Dies zeigen auch die Ergebnisse
dazu durchgefiihrter Ertragsversuche (MEBNER, 1988; GUTSER et al., 1987), die keine
signifikanten Unterschiede zwischen vergorener und unvergorener Giille fanden. Allenfalls
konnten sich Unterschiede ergeben, wenn die Ausbringung zu Zeiten erfolgt in denen wenig
Mineralisierung stattfindet (z. B. Spéatherbst). Hier wird mit vergorener Giille mehr direkt
pflanzenverfiigbarer N ausgebracht. Da aber die mineralisierte N-Fraktion der Biogasgiille aus
Ammonium besteht und dieses im Boden nicht verlagert wird besteht keine unmittelbare
Auswaschungsgefahr. Erst nach der Umwandlung zu Nitrat (Nitrifizierung) ist dies moglich.
Diese Umwandlung lduft aber unter dhnlichen Bedingungen ab wie die Mineralisierung,
sodass die Unterschiede hinsichtlich der Einstufung der Auswaschungsgefahr gering sind.

Durch die erhohte Mineralstoffkonzentration und den geringen Gehalt an organischer
Substanz kann es unter bestimmten Umstdnden zu Verdtzungen des Pflanzenaufwuchses
kommen. Die VorsorgemaBBnahmen sind etwa die gleichen wie zur Verminderung der
Ammoniakabgasung.

Die sich aus Sicht der Pflanzenerndhrung ergebenden Vorteile einer Biogasvergirung der
Giille sind zusammengefasst die schnellere Néihrstoffwirkung, die hohere FlieBfahigkeit, die
Verringerung der Geruchsbelastung und die Erhaltung der Humusférderung.

A 6.9.2 Diingeplanung und Wasserschutz

Wesentliches Kriterium fiir die zeitliche und mengenmiBige Bemessung der
Giilleausbringung ist der Bedarf an schnellverfiigbarem N der jeweiligen Kultur zu einem
bestimmten Zeitpunkt. Ausgegangen wird dabei vom schnellverfiigbaren N, der in der Praxis
durch den Ammoniumgehalt der Giille bestimmt wird. Der bei unvergorener Giille noch
vorhandene, schnell abbaubare organisch gebundene N bleibt dabei unberiicksichtigt.
Biogasgiille enthilt diesen Anteil nicht mehr. Daraus ergibt sich eine leichte Uberschétzung
der N-Wirkung der Biogasgiille.

Der Anstieg des Ammoniumgehaltes ist abhdngig von dem Gehalt an abbauféhiger N-haltiger
organischer Substanz, der je nach Futtervorlage und Intensitit des Stoffwechsels der Tiere
unterschiedlich ausfallt. Wird z. B. unterstellt, dass der Ammoniumanteil in unvergorener
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Rindergiille bei 50 % liegt und durch die Biogasvergirung noch etwa 30 % der restlichen
organischen N-haltigen Substanz abgebaut wird (bei gleichem N-Gehalt der verschiedenen
org. Substanzarten), so errechnet sich daraus eine Erhohung des Ammoniumgehaltes am
Gesamtstickstoffgehalt von etwa 15 %. Diese Annahme steht im Einklang mit den eigenen
Ergebnissen (Tabelle 39). Im Vergleich zu den schwer erfassbaren moglichen gasférmigen
Verlusten sind die Unsicherheiten im Gehaltsanstieg fiir die Praxis als nicht bedeutend
einzustufen. Die N-Diingewirkung der Biogasgiille hidngt wesentlich stirker von der
Vermeidung der gasformigen Ammoniakverluste ab, als von einer moglicherweise nicht ganz
genau bekannten N-Wirkung aus dem Gérrest.

Schnell verfligbarer N muss, um die Nitratauswaschungsgefahr niedrig zu halten, moglichst
nahe am Bedarfszeitpunkt ausgebracht werden. Ausbringzeitpunkt und Menge miissen
deshalb auf die jeweilige Kultur abgestimmt werden. Ein auf den bayerischen Durchschnitt
ausgelegter Ausbringplan liegt fiir Normalgiille vor (Abbildung 35). Fiir Biogasgiille kénnen
diese Empfehlungen iibernommen werden. Die etwas schnellere N-Wirkung kann in der
Praxis unberticksichtigt bleiben.

Friichte NITA?;ITEIZI:ge Juli | Aug. | Sept. [ Okt. | Nov. | Dez. | Jan. | Febr. | Marz | April | Mai |Juni
pro ha u. Jahr
Silomais, Kérnermais 90 %/////////////j 45-60 30-45"
Futterriiben 75 %//:////////I//% 30-75 .
Kartoffeln 45 %////////////% 30-4:5
Winterraps 75 30-402) %////////////% 1'50-603) :
Winterweizen, Triticale 60 257 %////////////% : 30:—45 &) .
Wintergerste 60 302 %////////////% : 30-4:5 & '
Sommerweizen 60 %/////////‘///% : 30:—45 »
Sommergerste (Futter) 45 %////////////% : 30-45:
Hafer 45 %////////////% : 30-4:15
Kleegras (50 % Leguminosen) 60 25:404) W/////////////% : 25-3(:) I25-40
Feldfutter (ohne Leguminosen) 120 3(}-40 30-40% %///‘//////////% " 30-60 30-40
Zwischenfrucht ®, Stroh © 40" 30:-40 %//I//////////%
Griinland 1209 255 -40% 25-40° %/////////////% 25-407 . 25-40°
*) Die empfohlene Aufwandmenge pro ha und Jahr gilt fiir ein gutes Ertragsniveau (z.B. 70 dt/ha Weizen).
Empfohlene Ausbringzeit bei durchschnitt- 1) Zwischen die Reihen einarbeiten
lichen Standortbedingungen 2) Nur auf Standorten, wo Herbst-Stickstoffgabe erforderlich
30-45 Empfohlene Ausbringmenge an Ammonium-N 3) Zweimalige Gabe méglich
(kg/ha), ohne Beriicksichtigung von 4) Nur bei iiberwinternden Pflanzenbesténden
Ammoniakverlusten nach der Ausbringung. 5) Zwischenfrucht iiberwintern oder méglichst spat einarbeiten

6) Bei Strohdiingung ohne Zwischenfrucht meist nicht empfehlenswert

%//////////////////////////////////////////////////% Ausbringverbot vom 15. Nov. bis 15. Jan. 7) Bei Griindiingung die Nahrstoffe der Glille zur Folgefrucht beriicksichtigen

Evt. zeitl. Verschiebung bei Griinland mdglich 8) Einzelgabe von 40 kg Ammonium-N/ha und max. Gesamtmenge
1) bis 8): Nebenstehende Hinweise zur Ausbrinqung _beachten: nur bei intensiver Bewirtschaftung (4-5 Nutzungen)

Abbildung 35: Empfohlene Ausbringzeiten und Ammoniummengen (NH4-N) an fliissigen organischen Diingern
(,,Gtllekalender®)

Die Zoneneinteilung in den Wasserschutzgebieten ist vor allem auf hygienische Vorsorge
ausgerichtet, weniger auf die Verminderung des Nitratgehaltes. Der Nitratgehalt baut sich im
Gegensatz zur hygienischen Belastung im Grundwasserstrom zeitlich gar nicht oder nur
gering ab, sodass der Einfluss des ganzen Einzugsgebietes zum Tragen kommt und nicht nur
der der Schutzzonen. Daraus lésst sich ableiten, dass im Schutzgebiet, wenn die hygienischen
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Gefahren durch die Biogasgiille als niedrig eingestuft werden konnen, aus Sicht der
Nitratproblematik zusétzliche Auflagen nicht sinnvoll erscheinen. Es kommt dabei mehr auf
die Standortverhiltnisse des ganzen Einzugsgebietes an. Diese sind aber in den ortlichen
Schutzgebietsverordnungen beriicksichtigt.

Unter Griinland besteht im Vergleich zu anderen Kulturarten die geringste Gefahr der
Nitratauswaschung. Bedingt ist dies hauptsidchlich durch die ganzjdhrige Bedeckung mit
einem aktiven Pflanzenbestand. AuBlerdem wird hier die Giille in mehren Gaben iiber die
gesamte Vegetationszeit sehr gleichmaflig verteilt. Als problematisch stellen sich
Ackerkulturen dar, bei denen lidngere Phasen ohne aktiven Pflanzenbewuchs vorkommen.
Dies ist z.B. vor dem Anbau von Mais oft der Fall. Abhilfe kann hier durch den Anbau einer
Zwischenfrucht vor dem Mais (moglichst {iberwinternd) geschaffen werden, mit der
iiberschiissiges Nitrat in Pflanzenmasse gebunden wird. Dies gilt natiirlich auch fiir die
Anwendung von Biogasgiille und vorsorglich besonders in Wasserschutz- bzw.
Wassereinzugsgebieten. Grundsitzlich sollten Zeiten ohne Pflanzenbewuchs kurz gehalten
werden.

In Wasserschutzgebieten sind die vorgegebenen SchutzmafBnahmen, die fiir die Vermeidung
von Nitratverlagerungen dienen, auch fiir Biogasgiille zutreffend. Insbesondere sind die
Standortverhédltnisse zu beriicksichtigen. Unter ungiinstigen Bedingungen gehort dazu auch
die Aufteilung der Giille in mehrere Gaben, wenn héhere Mengen in einer Gabe, wie z.B.
beim Mais liblich, eingesetzt werden. Dies ist jedoch aus technischen Griinden oft nur schwer
durchfiihrbar. Zur Diskussion gestellt werden sollte deshalb auch der Einsatz von
Nitrifikationshemmstoffen mit denen die Umwandlung von Ammonium zum
auswaschungsgefdhrdeten Nitrat im Boden verzogert werden kann.

A 6.9.3 Mbogliche Atzschiden

Im Verlauf des Projektes wurden zu mehreren Zeitpunkten, insbesondere jedoch wihrend des
sehr heiBen Sommers 2003, schwere Atzschiden auf den Pflanzen nach der Aufbringung von
Biogasgiille festgestellt. In anderen Versuchen mit Girresten war dies nur selten zu
beobachten. Die genauen Ursachen konnten im Rahmen des Projektes nicht gekldrt werden.
Vermutet wird ein Zusammenhang mit der hoheren Mineralstoffkonzentration der
Biogasgiille und eine zu bestimmten Zeitpunkten hohere Anfilligkeit der Pflanzen. Diese
hohere Anfilligkeit wird auf eine geringer ausgebildete Wachsschicht der Pflanzen
zuriickgefiihrt. Sie ist besonders schwach ausgebildet nach ldngeren Regenfillen, schnellem
Wachstum (junges Gewebe) und auf taunassen Bestinden. Die Atzwirkung wird noch durch
Sonneneinstrahlung verstérkt.

Als Abhilfemainahmen bieten sich die Vermeidung der Ausbringung von Girrest in
derartigen Situationen sowie die Verdiinnung des Gérrestes an. Durch letztere MalBinahme
konnten weitere Atzschiden im Projektverlauf vermieden werden. Zu beriicksichtigen sind
allerdings die hierdurch entstehenden Kosten fiir Frischwasser. Fiir eine fundierte
Ursachenforschung sind genauere Untersuchungen erforderlich.

Fazit:

Die sich aus Sicht der Pflanzenerndhrung ergebenden Vorteile einer Vergidrung der Giille sind
die schnellere Néhrstoffwirkung, die hohere Fliefahigkeit, die Verringerung der
Geruchsbelastung und die Erhaltung der Humusforderung.

Die N-Diingewirkung der Biogasgiille hdangt wesentlich stirker von der Vermeidung der
gasformigen Ammoniakverluste ab, als von einer moglicherweise nicht ganz genau bekannten
N-Wirkung aus dem Girrest. Fiir Biogasgiille konnen die Ausbringpléne fiir unvergorene
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Giille iibernommen werden. Wenn die hygienischen Gefahren durch die Gérrestausbringung
als niedrig eingestuft werden kénnen, erscheinen aus Sicht der Nitratproblematik zusétzliche
Auflagen fiir die Ausbringung von Giérrest in Wasserschutzgebieten nicht sinnvoll.

Die genauen Ursachen fiir die beobachteten Atzschiden nach Ausbringung des unverdiinnten
Garrestes auf Griinland konnten nicht gekldrt werden. Vermutet wird ein Zusammenhang mit
der hoheren Mineralstoffkonzentration der Biogasgiille und eine zu bestimmten Zeitpunkten
hohere Anfilligkeit der Pflanzen. Als Abhilfemafnahmen bieten sich die Vermeidung der
Ausbringung von Girrest bei ungiinstigen Witterungsbedingungen oder die Verdiinnung des
Garrestes an.
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A 6.10 Betrieb der Pilotanlage im ersten Halbjahr 2005

Nach Ende der Versuchsabschnitte zur Ermittlung von Leistungskennwerten der Pilotanlage
bei mesophil-thermophil-mesophilem Betrieb interessierte die Leistungsfahigkeit der Anlage
bei thermophil-mesophiler Betriebsweise. Aus den hygienischen Begleituntersuchungen ging
hervor, dass die thermophile Stufe fiir die Keimreduktion wihrend der anaeroben Behandlung
der Milchviehgiille maf3geblich war und ein Effekt der vor- und nachgeschalteten mesophilen
Stufen auf die Hygienisierungsleistung nicht festgestellt werden konnte (LEBUHN, 2005).
SUNG & SANTHA (2003) berichten von hohen erzielten Methanausbeuten bei der Vergirung
von Rindergiille in einem thermophil-mesophilen System im Labormafstab. Die Umsetzung
in den volltechnischen Maf3stab blieb nach Kenntnis der Autoren des vorliegenden Berichtes
bisher allerdings erfolglos.

Ende Februar 2005 wurde die Beschickung des F1 gestoppt und von da an der F2 direkt mit
Rohgiille beschickt. Da in diesem Betriebsmodus auch bei reduzierter Beschickung die
Solltemperatur von 55°C im F2 nicht erreicht werden konnte, wurde am 05.04.2005 der F1
entleert, mit Rohgiille aus der Vorgrube teilweise neu befiillt und im folgenden auf einer
Temperatur von 20-25°C gehalten, um die Giille fiir den thermophilen Fermenter
vorzuwédrmen. Nachdem bei voller Beschickung (5,5-5,7 m’*d™) und starkem Wind auch bei
dieser Betriebsweise die angestrebten 55°C im F2 nicht erreicht werden konnten und sich bei
stlindlicher Beschickung eine starke Temperaturspreizung ergab, wurde der liegende
Fermenter provisorisch mit Siloplanen eingehiillt und zeitweise zusétzlich die Abwérme aus
dem BHKW-Container unter diese Plane geblasen. Dies brachte innerhalb weniger Tage
einen Anstieg der Temperaturen im F2 um 2-3 Grad, sodass zumindest am Fiihler 4 — bei
zunehmenden AufBlentemperaturen auch am Fiihler 3 — die Zieltemperatur von 55°C erreicht
bzw. sogar iiberschritten wurde. Die tdglich produzierte Biogasmenge erreichte darauthin bis
Mitte Juni 2005 Werte von deutlich iiber 200 m’, allerdings bei einem reduzierten
Methangehalt von 50-53 Vol.-%. In Bezug auf die Keimreduktion zeigten sich bei dieser
Betriebsweise keine Unterschiede im Vergleich zum mesophil-thermophil-mesophilen Betrieb
in 2004 (LEBUHN, 2005).

Ab Mitte Juni 2005 wurde auch der F1 auf thermophiles Temperaturniveau angehoben, zu
welchem Zweck ca. 20 m® Fermenterinhalt aus dem F2 zur Animpfung in den F1 gepumpt
wurden. Im Juli 2005 lagen bei einer durchschnittlichen Beschickung von 5,7 m® tiglich die
Prozesstemperaturen im F1 bei 48 bis maximal 52°C, im F2 bei 54 bis 56°C. Dabei deutete
sich eine weitere deutliche Steigerung der Biogasproduktion an. Das BHKW wurde jetzt auf
Teillast (ca. 22 kW) betriecben, um mdglichst hohe Laufzeiten bei geringem
Ziinddlverbrauch zu erzielen und wenig Uberschusswiirme zu produzieren. Die Auswertung
der in diesem Kapitel beschriebenen Betriebsphase der Pilotanlage wird in Ergénzung zu
diesem Bericht an anderer Stelle verdffentlicht werden.

A 6.11 Biogasverwertung im Blockheizkraftwerk der Pilot-Biogasanlage

Die Biogasverwertung erfolgte in einem Blockheizkraftwerk (BHKW) mit Ziindstrahlmotor
(sieche Kap. 4.3.1). Die folgenden Ergebnisse beruhen auf dem Untersuchungszeitraum des
Betriebsjahres vom 15. Februar 2004 bis zum 14. Februar 2005.

Betriebsweise des BHKW. Primires Ziel des BHKW-Betriebs war die ausreichende
Versorgung der Fermenter mit Wéarme zur Sicherstellung der Solltemperaturen (siche
Kap. 6.1). Gleichzeitig wurde elektrische Energie erzeugt, die ins 6ffentliche Netz eingespeist
wurde. Vor allem bei kilteren AuBentemperaturen waren auch ldngere Phasen des reinen
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Heizolbetriebs notig, um geniigend thermische Energie zur Aufrechterhaltung der
Fermentertemperaturen bereitstellen zu konnen.

Brennstoffe. Pro Jahr verwertete das BHKW 47.190 m? Biogas. Bei einem Methangehalt von
58,7 % im Jahresdurchschnitt entspricht das einer Energiemenge von 276 MWh. Gleichzeitig
wurden 13.3051 Heizdl mit einer Primérenergie von 134 MWh verbraucht. 42 % des
eingesetzten Heizols wurden als Ziindol dem BHKW zugefiihrt. Das restliche Heizdl diente
dem reinen Heizolbetrieb zu Heizzwecken. Im Jahresdurchschnitt lag wegen des hohen
zusitzlichen Heizoleinsatzes im Winterhalbjahr der Ziind6lanteil bei 25 % (siehe Kap. 4). Im
reinen Biogasbetrieb betrug der Ziinddlanteil 16 % bis August 2004, dann reduzierte er sich
nach einer Wartung und Neueinstellung des Motors auf 10 %.

Wirkungsgrade. Einzelmessungen ergaben fiir das Ziindstrahl-BHKW einen elektrischen
Wirkungsgrad von knapp 33 %. Im Jahresdurchschnitt betrug der elektrische Wirkungsgrad
nur 30 %. Dieser etwas geringere Wert ist vor allem auf den zeitweisen Teillastbetrieb des
BHKW zuriickzufiihren, bei welchem der elektrische Wirkungsgrad verringert ist. Der
Teillastbetrieb wurde gewihlt, um eine Verlingerung der tiglichen Laufzeit des BHKW und
damit eine gleichméfigere Warmeversorgung der Fermenter zu erzielen. Der thermische
Wirkungsgrad des BHKW betrug im Jahresmittel 37 %. Das Blockheizkraftwerk erreichte
damit einen Gesamtwirkungsgrad von 67 %.

A 6.12 Abgasmessungen am BHKW

An mehreren Terminen wurden Messungen der Abgaszusammensetzung des
Zindstrahlmotors (NOx- und CO-Gehalt) bei unterschiedlichen Betriebszustinden
durchgefiihrt. Im folgenden werden die Ergebnisse dreier Messungen wéhrend des Betriebes
des Ziindstrahlmotors ausschlieBlich mit Heizol sowie wihrend des Betriebes mit Biogas /
Zindol bei Volllast (30 kW) und Teillast (22 kW) vorgestellt. Wéhrend des Anfahrens der
Pilotanlage, als noch kein bzw. nicht ausreichend Biogas zur Verfiigung stand, lief das
BHKW im reinen Ziindolbetrieb. Hierbei war die elektrische Leistung des Aggregates auf
15 kW beschriankt. Bei dieser Betriebsweise sind die Emissionen an Kohlenmonoxid (CO)
und unverbrannten Kohlenwasserstoffen (HC) gering, der Aussto3 an NOy jedoch relativ hoch
(MOHR, 1997). Dementsprechend lag zu diesem Messtermin der NOx-Gehalt im Abgas bei im
Mittel 2792 mg*m™ und damit weit iiber der vom LfU empfohlenen Emissionsbegrenzung fiir
nicht immissionsschutzrechtlich genehmigungsbediirftige Anlagen (Abbildung 36). Der
mittlere CO-Gehalt von ca. 1000 mg*m™ unterschritt hingegen den entsprechenden Richtwert
von 2000 mg*m™ um mehr als 50 %.
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Abbildung 36: Mittelwerte der Kohlenmonoxid- und Stickoxid-Konzentration im Abgas des Ziindstrahlmotors
aus Messungen bei unterschiedlichen Betriebszustinden

Wihrend beim Betrieb mit Biogas die NOx-Emissionen gegeniiber dem reinen Dieselbetrieb
stark absinken, nehmen die CO-Konzentrationen im Abgas zu. Dies war auch am
Biogasmotor der Pilotanlage zu sehen, wo im Teillast- bzw. Volllastbetrieb in 2003 eine
mittlere CO-Konzentration im Abgas von 2894 bzw. 3920 mg*m~ gemessen wurde
(Abbildung 36). Die NO-Konzentration war hingegen in beiden Fillen mit im Mittel 530
bzw. 208 mg"‘m’3 auffallend gering. Bei Abgasmessungen in 2004 wurden wihrend
Volllastbetrieb des Motors mit Biogas und einem Ziindolanteil von 21,5 % im Mittel
1828 mg*m™ NO, und 986 mg*m™ CO gemessen, d. h. hier wurde die empfohlene
Emissionsbegrenzung von 1500 mg*m™ NO, noch um etwa 20 % tiberschritten, wihrend die
CO-Emissionen auf vergleichsweise niedrigem Niveau lagen. Aus vorausgegangenen
Untersuchungen ist bekannt, dass es bei Ziindstrahlmotoren der unteren Leistungsklasse
Probleme bereitet, gleichzeitig die Grenzwerte fiir CO und NOy einzuhalten (GRONAUER et
al., 2002). Weitergehende Untersuchungen zum Abgasverhalten des Motors in Abhingigkeit
vom Wartungszustand wurden in einem gesonderten Projekt durchgefiihrt. Die Ergebnisse
werden zu gegebener Zeit an anderer Stelle veroffentlicht.

A 6.13 Energetische Bilanzierung der Pilotbiogasanlage
A 6.13.1 Kumulierter Energieaufwand fiir die Herstellung

Fiir die Errichtung der Biogasanlage waren eine grole Anzahl unterschiedlicher Bauteile und
Halbzeuge erforderlich. Ein Bedarf an Energie und/oder Prozesswédrme fiel sowohl bei der
Herstellung dieser Halbzeuge als auch bei deren Verarbeitung an. Um die Auswirkungen
einer modifizierten Bauweise auf den Kumulierten Energieaufwand schnell erfassen zu
konnen, erfolgte eine Zuordnung der Materialien zu den einzelnen Bauteilen wie Fermenter
oder Blockheizkraftwerk.
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Fiir die Bereiche Bautechnik und Maschinentechnik wurde eine Materialbilanz erstellt und
energetisch bewertet. Zusitzlich wurden die wichtigsten, wihrend der Bauphase anfallenden,
energetischen Aufwendungen bzw. Hilfsstoffe betrachtet. Aufwendungen fiir Betriebsmittel,
wie zum Beispiel der Herstellungsaufwand fiir Baumaschinen oder Schalung, wurden nicht
berticksichtigt.

Die Biogasanlage besteht aus drei Hauptfermentern und einer Vorgrube. Das ebenfalls
vorhandene Giilleendlager war nicht Teil der Bilanzierung. Die Ausfiihrung der beiden
mesophil betriebenen Fermenter erfolgte als Rundbehilter aus Gussbeton, der thermophile
Hauptfermenter wurde in Stahl ausgefiihrt. Das BHKW und die Steuerung der Anlage befand
sich in zwei Stahlcontainern (vgl. Kap. 4.3.1).

Abbildung 37 zeigt die Massenbilanz der Herstellung der Pilotbiogasanlage. Die
Gesamtmasse der Biogasanlage, die die Bautechnik und die Maschinentechnik umfasst,
betrdgt 277,4 t. Die Massenbilanz wurde von der Bautechnik (98 %) und hierbei vor allem
vom Beton bestimmt (89 %). Die Maschinentechnik trug 1,7 % zur Gesamtmasse der Anlage
bei.

Der Kumulierte Energicaufwand der Herstellung der Biogasanlage betrug 277 MWh
(Abbildung 38). Der Einfluss der Bautechnik ging im Vergleich zur Massenbilanz auf 84 %
(Beton 28,3 %) zuriick. Als Folge des hohen Anteils von energetisch aufwendig
herzustellenden Materialien wie Metallen und Kunststoffen betrug der Anteil der
Maschinentechnik am gesamten KEAy 13,7 %. Die Betriebsstoffe machten 2,3 % aus.
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Abbildung 37: Massenflussdiagramm fiir die Herstellung der Pilotbiogasanlage
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Abbildung 38: Energieflussdiagramm fiir die Herstellung der Pilotbiogasanlage

A 6.13.2 Kumulierter Energieaufwand fiir die Nutzung

In diesem Kapitel werden die Bilanzen fiir die Warme- und Stromerzeugung sowie die fiir den
Betrieb der Biogasanlage erforderlichen Aufwendungen an Betriebsstoffen dargestellt. Die
Bilanzierung der Energiestrome erfolgte liber den Zeitraum vom15. Februar 2004 bis zum 14.
Februar 2005 und damit {iber ein volles Betriebsjahr mit weitgehend regelrechtem Betrieb der
Pilotanlage

Betriebsweise. Auf der Pilotanlage wurden laufend bestimmte hygienische Parameter der
rohen und anaerob behandelten Giille untersucht. Ein konstanter Temperaturverlauf in den
Fermentern war anzustreben. Die Fermenter wurden mit Abwirme des Blockheizkraftwerks
beheizt. Die Laufzeiten und die Intervalle des BHKW-Betriebes richteten sich einerseits nach
der vorhandenen Menge an Biogas, andererseits aber auch nach dem Wirmebedarf der
Fermenter. Der Warmebedarf im Winter und Sommer war unterschiedlich grof3. Wéhrend die
Abwirme aus der Verstromung des Biogases im Sommer zum Beheizen ausreichte, war im
Winter zusétzlich Heizolbetrieb des BHKW erforderlich. Lief das BHKW im Biogasbetrieb,
so wurde es in aller Regel mit Volllast (30 kW) betrieben, wobei ein hoherer elektrischer
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Wirkungsgrad als im Teillastbetrieb erreicht wurde. Im reinen Heizolbetrieb wurde das
BHKW im Teillastbetrieb bei etwa 18 kW, gefahren.

Wéirmeerzeugung. Vom Blockheizkraftwerk wurden jdhrlich 151 MWh an Wirme an das
Heizsystem geliefert. Die Wérmeverluste der Warmeverteilung im BHKW-Raum betrugen
jéhrlich 7,91 MWh. Die Wirmelieferung an die Fermenter (inklusive der Leitungsverluste
zwischen BHKW-Raum und Fermenter) betrug damit pro Jahr 143 MWh. Die Aufheizung der
Giille, ausgehend von der Temperatur in der Vorgrube auf knapp 40°C, erfolgte im F1. Dann
folgte im F2 die Autheizung auf 55°C. Im F3 kiihlte das Substrat je nach
Umgebungstemperatur unterschiedlich stark ab; eine zusétzlich Beheizung erfolgte nur, wenn
anderweitig nicht verwertbare Warmeenergie zur Verfligung stand.

Der horizontal angeordnete thermophile Fermenter wies im Vergleich zu den mesophilen
Fermentern eine grofere spezifische Oberfliche auf (ungefihre Oberfliche-Volumen-
Verhiltnisse: F1: 1,22 m!, F2:2,05m”, F3: 1,19 m'l). Gleichzeitig war der Fermenter
schlechter wiarmegeddmmt. Er bendtigte daher mit 55 % den grofften Anteil der Heizwérme.
Etwa 40 % der Wéarmelieferung des Blockheizkraftwerks wurde fiir die Beheizung des F1
verwendet, F3 bezog nur knapp 5 % der Heizenergie.

Stromerzeugung und —einspeisung. Auf der Anlage wurden pro Jahr 124 MWh elektrische
Energie erzeugt. Davon wurden 30 MWh als Nebenprodukt des Heizdlbetriebs fiir
Heizzwecke erzeugt. Aus Biogas (incl. zum Betrieb notwendiges Ziindél) wurden damit
94 MWh elektrische Energie bereitgestellt (Bruttoenergieerzeugung; Abbildung 39).
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Abbildung 39: Gesamtstromerzeugung, Strom als Nebenprodukt des BHKW-Betriebs auf Heizolbasis zu
Heizzwecken, Eigenstrombedarf sowie Fremdstrombezug und die daraus resultierende
Nettostromerzeugung

Der Eigenstromverbrauch der Anlage (inkl. Bezug von Netzstrom) betrug 39 MWh. Damit
konnten 55 MWh ins 6ffentliche Netz eingespeist werden (Nettoenergieerzeugung). Auf die
Bruttoenergieerzeugung bezogen, betrug der Eigenstromverbrauch 41 %. Hauptverbraucher
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der elektrischen Energie waren Pumpen und Riihrwerke. Der erzeugte Strom wurde
vollstindig ins 0,4 kV-Netz eingespeist. Ein Transformator war nicht notwendig.

Bei Praxisbiogasanlagen wird ein Stromverbrauch in Hoéhe von 4 bis 5% der
Bruttoenergieerzeugung geschitzt (FNR, 2004) Diese Werte werden von den auf der
Pilotbiogasanlage gemessenen weit tibertroffen. Zunidchst ist die Anlage sehr klein
dimensioniert, und es wird ausschlieBlich Substrat mit einer geringen Energiedichte
eingesetzt. Zusitzlich ist der Betrieb der Versuchsanlage technisch sehr aufwendig (3
Fermenter mit 3 Rithrwerken und 3 Pumpen). Bei den gegebenen verhéltnismiaBig langen
Laufzeiten der Rithrwerke ergibt sich ein extrem hoher Betriebsenergieverbrauch.

Brennstoffe. Die Biogasanlage produzierte pro Jahr ein Normvolumen von 47.190 m® Biogas.

Bei einem Methangehalt im Jahresdurchschnitt von 58,7 % entsprach das einer Energiemenge
von 276 MWh. Diese wurde dem BHKW-Modul zugefiihrt (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Brennstoffbezug des BHKW

Der Heizolverbrauch des BHKW-Moduls lag bei 134 MWh (Primirenergie), was einem
Volumen von 13.305 I entspricht. Davon wurden 92 MWh fiir den reinen Heizolbetrieb zu
Heizzwecken gebraucht. Im Biogasbetrieb wurden 42 MWh Heizol als Ziind6l verbraucht.
Der als Quotient der erzeugten elektrischen Energie und der Brennstoffzufuhr berechnete
elektrische Wirkungsgrad des Aggregats betrdgt somit 30 %.

Zwischen 15. Februar und 26. August 2004 wurde das BHKW im Biogasbetrieb mit einem
Ziindolanteil von ca. 16 % betrieben, dann erfolgte bei einer Wartung die Neueinstellung der
Einspritzpumpe und damit eine Senkung auf 10 %. Im Jahresdurchschnitt errechnete sich fiir

die Pilotanlage wegen des hohen Heizdleinsatzes im Winterhalbjahr ein Ziind6lanteil von
25 % (Tabelle 40).
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Tabelle 40: Ziinddlanteile des BHKW-Motors im Biogasbetrieb und im Jahresmittel

Primarenergie Primarenergie Zindolanteil
Biogas Ziundol
MWh MWh %
276 42 13 Biogasbetrieb
276 92 25 Jahresdurchschnitt

Strombezug. Der Verbrauch der Biogasanlage an elektrischer Eigen- und Betriebsenergie
wurde beit BHKW-Betrieb aus der eigenen Stromproduktion gedeckt, bei BHKW-Stillstand
wurde der bendtigte Strom aus dem 0,4 kV-Netz bezogen. Da die Pumpen und Riihrwerke
Tag und Nacht in regelmdfigen Intervallen liefen, das BHKW jihrlich jedoch nur
5.617 Stunden (64 % der Jahresarbeitszeit) in Betrieb war, musste ein groBBer Teil der zum
Betrieb notigen elektrischen Energie aus dem Netz bezogen werden.

Der Gesamtstromverbrauch der Anlage lag bei 39 MWh pro Jahr (Abbildung 41), was 31 %
der Bruttostromproduktion entsprach. Etwas mehr als ein Viertel (28 %) dieses benétigten
Stroms musste mit Fremdstrom gedeckt werden.

Wegen der automatisch etwas verkiirzten Laufzeiten der Rithrwerke bet BHKW-Stillstand lag
der Anteil des Fremdstroms an der gesamten fiir den Betrieb notwendigen elektrischen
Energie bei weniger als 36 % (wie es eigentlich aus der Jahresarbeitszeit des BHKWs zu
erwarten gewesen wére). Mogliche Mallnahmen zur Verringerung des Strombedarfs sind:

e die Reduktion der Riihrarbeit auf das Notwendigste.

e die Anpassung der Grofle des BHKW an die Biogasproduktion, denn eine moglichst
ganztigige Laufzeit vermeidet den Bezug von elektrischer Energie aus dem
offentlichen Netz.

Schmiermittel und Ersatzteile. Da die anfallenden Mengen an Schmiermitteln vergleichsweise
gering waren und das Schmierdl teilweise wieder riickgefiihrt wurde, somit energetisch nur
ein geringer Verbrauch stattfand, blieb der Schmierdlverbrauch unberiicksichtigt. Bisher
wurden noch keine groBeren Reparaturarbeiten aufgrund normalen Verschleiles an den
Maschinenteilen der Biogasanlage durchgefiihrt. Aus diesem Grund standen zum KEA der
Ersatzteile keine Daten zur Verfiigung.

Energiebilanz eines Betriebsjahres. Im nachfolgenden Sankey-Diagramm (Abbildung 41)
wurden die Energiefliisse, aufgeteilt in Energiebezug, Wérme- und Stromproduktion,
Betriebsstoffe sowie Eigen- und Betriebsenergieverbrauch wihrend eines Jahres dargestellt.
Die eingezeichneten Motorverluste entstanden durch ungenutzte Abwirme aus dem Abgas
und durch Wirmeabstrahlung. Die Verluste des Heizsystems umfassten nur die Verluste der
Heizwasserverteilung im BHKW-Raum. Die Warmemenge pro Fermenter beinhaltet auch die
Wirmeverluste, die in der Wéarmeleitung vom BHKW-Raum zum Fermenter auftraten.

Prognose fiir den weiteren Betrieb. Hochgerechnet auf die gesamte 20-jdhrige Nutzungsphase
der Biogasanlage (technische Lebensdauer). ergeben sich die in Tabelle 41
zusammengestellten Energiefliisse Die Nettostromerzeugung errechnet sich aus der
Bruttostromerzeugung abziiglich dem Eigenstrombedarf und dem Fremdstrombezug.
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Biogasbezug
276 MWh / 65,62%

Strombezug aus Netz
Heizol fiir reinen Heizolbetrieb 11 MWh /2,53%
92 MWh / 21,77%

Ziind6lbezug
r 42 MWh /10,07%

Zundstrahlmotor

Motorverluste
135 MWh / 31,99%

151 MWh / 35,95%

Generator

28 MWh / 6,67%

Einspeisung
Fermenterheizung

| Verluste Heizsystem

8 MWh /1,88%

Einspeisung ins Eigen- und

Fermenterheizung

Stromnetz Betriebsenergieverbrauch
Strom aus reinem Heizolbetrieb Heizung Mesophil 2
30 MWh / 7,15% 7 MWh / 1,64%
i i 39 MWh /9,2%
Strom aus Biogasbetrieb H‘;';‘:\;‘xrf::g:; 1
66 MWh /15,71% oe
Heizung Thermophil

79 MWh / 18,76%
Prozentsitze bezogen auf den Energieeinsatz von 421 MWh

Abbildung 41: Energiefliisse der Pilot-Biogasanlage je Betriebsjahr

Tabelle 41: Prognose der Energiefliisse der Pilotanlage iiber ein Jahr bzw. {iber die Laufzeit von 20 Jahren

Energiezu- und abfuhr
MWh
wahrend gesamter
pro Jahr Lebensdauer (20 Jahre)

Biogasbezug 276 5.527
Heizolbezug 134 2.682
Eigenstrombedarf 28 562
Fremdstrombezug 11 213
Ersatzteilbedarf - 25
Warmlieferung 151 3.028

Strom aus reinem Heizolbetrieb 30 602
Bruttostromerzeugung aus Biogas 94 1.884
Nettostromerzeugung aus Biogas 66 1.323
Nettostromerzeugung (zusatzlich Strom aus 55 1.109

Netz abgezogen) '

gezog
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Es wurde ein ,,technischer Abschreibungszeitraum von 20 Jahren fiir die Bautechnik und von
10 Jahren fiir die Anlagentechnik der Biogasanlage angesetzt. Fiir den Motor des
Blockheizkraftwerks wurde ein Abschreibungszeitraum von 5 Jahren angenommen. Das
bedeutet, dass wihrend der 20-jdhrigen Laufzeit einmal die gesamte Anlagentechnik (ohne
Verrohrung) erneuert, sowie zusitzlich zweimal der BHKW-Motor ausgetauscht werden
muss. Zusammen ergab sich so ein Energieaufwand fiir Ersatzteile in Hohe von 25 MWh.

Zusammenfassung des KEAy. Aus Tabelle 42 ist der Kumulierte Energieaufwand fiir die
Nutzung der Pilot-Biogasanlage ersichtlich. Biogas wird nicht zum kumulierten
Energicaufwand gezdhlt, da der Energietrdger nicht fossilen Ursprungs ist. Der
Primérenergieeinsatz von 3.347 MWh fiir den Betrieb der Anlage setzt sich damit aus den
Primérenergien fiir Heizol, Fremdstrom und Ersatzteilen zusammen. Den maf3geblichen
Energicaufwand wihrend der Nutzungsphase stellt Heizol, mit einem Anteil von 80 % dar.
Der auffallend hohe Fremdstrombezug geht mit 19 % in den KEAy ein. Der Ersatzteilbedarf
macht weniger als 1 % aus.

Tabelle 42: Primédrenergieeinsatz in der Pilotanlage wahrend der Nutzungsphase

KEA\ der Pilot-Biogasanlage
MWh
Heizblbezug 2.682 80 %
Fremdstrombezug 640 19 %
Ersatzteilbedarf 25 1%
Summe 3.347 100 %

A 6.13.3 Kumulierter Energieaufwand fiir die Entsorgung

Da die betrachtete Biogasanlage erst am Beginn ihrer Nutzungsdauer steht, ist der
Energieaufwand der Entsorgung nicht bekannt. Es miissen verschiedene Entsorgungsarten
und Entsorgungswege beriicksichtigt werden, wobei davon ausgegangen wurde, dass das
stoffliche und energetische Recycling im Vergleich zum heutigen Stand weiter zunimmt. Die
Entsorgungsarten wurden mit Hilfe einer Studie iiber die Verwertung und Behandlung von
Bauabfillen festgelegt (Bundesamt fiir Energiefragen, 1992).

Beim Energieaufwand fiir die Entsorgung sind die Transporte zu den Entsorgungs- bzw.
Aufbereitungsanlagen und der anteilige Energicaufwand der entsorgten Stoffe an der
Erstellung dieser Anlagen zu beriicksichtigen. Fiir alle riickgefiihrten Materialien erfolgte eine
Gutschrift in Form des Heizwertes. Ausgangspunkt war eine komplette Demontage und
Verwertung bzw. Entsorgung der Anlage nach 20 Jahren.

Riickbau der Anlage und Transporte. Fiir den Abbruch der Fermenter wurde nach Schifer et
al. (1992) ein spezifischer Dieselverbrauch von 4,0 I/tAbbruch (0,42 MWh/t) angenommen.
Der Bewehrungsstahl wird herausgebrochen und einer Aufbereitungsanlage zugefiihrt. Der
gebrochene Beton wird als Zuschlagstoff im StraBenbau verwendet. Als Transportentfernung
des Betons wurde die Entfernung zur derzeit nachstgelegenen Bauschuttaufbereitungsanlage
in Schwabering (30 km einfach) veranschlagt. Als Transportmittel wurden LKW
(Baustellenverkehr) angenommen. Fiir die sonstigen Metalle der Bautechnik, die Metalle der
Anlagentechnik und fiir den herausgebrochenen Bewehrungsstahl wurde eine
Wiederverwertung durch Einschmelzen angenommen. Als Transportart wurden LKW im
Fernverkehr mit einer Transportentfernung von 150 km angenommen (Anhang 2). Die
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Energiecaufwendungen, die fiir die Aufbereitung notig sind, konnen zwar recht hoch sein, da
diese aber dem Sekundirprodukt zugeschlagen werden, fanden sie hier keine Beachtung.

An thermisch verwendbaren Stoffen fallen lediglich geringe Mengen an. In Frage kommen
die Kunststoffbauteile wie Isolierung, Verrohrung und Gashaube. Hier wurde ein Transport
mit Baustellenfahrzeugen zur Miillverbrennungsanlage Rosenheim angenommen (15 km).
Uber die Entsorgung von Kunststoffverbundmantelrohren lagen keine Daten vor, weswegen
ihre Entsorgung hier nicht beriicksichtigt wurde. Tabelle 43 zeigt den Kumulierten
Energiecaufwand fiir den Gebédudeabbruch sowie fiir den Abtransport der Materialien. Mehr
als die Halfte der gesamten Energie werden zum Abbruch der Fermenter und der Fundamente
benotigt, knapp 30 % nimmt der Transport des Betons zur Aufbereitungsanlage ein.

Tabelle 43: KEA fiir Gebdudeabbruch und Abtransport der Materialien

Masse |bendtigte| Transport- | Gesamt- | spez. KEA | KEA
LKW- |entfernung| strecke | kWh/t bzw.

t Fahrten km km kWh/km MWh
Abbruch der Fermenter 047 43,25 10,67
und Fundamente
Transport von Beton zur 247 17 30 1020 5.31 5.42

Weiterverwertung

Transport brennbarer
Stoffe zur Mullverbren- 1,5 1 15 30 5,31 0,16
nungsanlage

Transport der Metalle

zur Aufbereitung 28 2 150 600 4,42 2,65

Summe 18,90

Thermische Verwertung. Fiir die thermische Behandlung der Reste der Biogasanlage konnen
Energiegutschriften erlangt werden. Geht man davon aus, dass der KEA einer
Miillverbrennungsanlage 0,34 MWh/tyerbranntes Gut  betrdgt, und nimmt man einen
durchschnittlichen Heizwert von 2,36 MWh/tyerbranntes Gut an (KOHLER et al. 1996), so ergibt
sich die in Tabelle 44 aufgefiihrte Energiegutschrift in Hohe von 3,01 MWh.

Tabelle 44: KEA fiir thermische Verwertung

Masse KEAMUIIverbrennungsanlage Heizwert Netto-Heizwert Energiegutschrift
[t] [MW h/tverbranntes Gut] [MW h/tverbranntes Gut] [MW h/tverbranntes Gut] [MWh]
1,49 0,34 2,36 2,02 -3,01

Gutschriften. Wiederverwertete Stoffe wurden nach der VDI-Richtlinie 4600 (1998) bewertet.
Verlassen Materialien einen Energiebilanzraum und werden sie danach anderweitig
verwendet, so ist der Heizwert dieser Materialien dem Energiebilanzraum gutzuschreiben.
Nach Schwaiger (1996) betragt der gut zu schreibende Heizwert fiir Stahl 2,1 MWh/t und fiir
Nichteisenmetalle 8,6 MWh/t. 27,85t Stahl stammten aus der Bautechnik, 2,85t aus der
Anlagentechnik. Die Nichteisenmetalle (283 kg) beinhalten Aluminium und das Kupfer der
Motoren und des Generators. Nach Tabelle 45 ergab sich so eine Energiegutschrift von
60 MWh.
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Tabelle 45: Gutschriften fiir wiederverwertete Materialien

Masse Heizwert KEA
t MWh/t MWh
Stahl 27,85 2,1 -57
NE-Metalle 0,28 8,6 -2
Summe -60

Zusammenfassung des KEAp. Der KEAp setzt sich aus den Aufwendungen fiir den
Gebdudeabbruch und Transport sowie den Gutschriften fiir energetisches und stoffliches
Recycling zusammen. Fiir die Entsorgung errechnete sich nach Tabelle 46 eine energetische
Gutschrift von 44 MWh.

Tabelle 46: KEA fiir die Entsorgung

KEAE

MWh
Gebaudeabbruch und Transporte 19
Gutschrift thermische Verwertung -3
Gutschrift stoffliche Verwertung -60
Summe -44

A 6.13.4 KEA der Pilot-Biogasanlage

Der KEA der Biogasanlage setzt sich aus den Ergebnissen der vorigen Kapitel zum KEAg,
KEAyN und KEAg zusammen (Tabelle 47 und Abbildung 42). Zum {iberwiegenden Teil wird
der KEA durch den Energieaufwand wéhrend der Nutzung bestimmt (94,6 %). Der KEA der
Herstellung hat am gesamten KEA einen Anteil von 6,6 % wihrend der Energiegewinn aus
der Entsorgung 1 % ausmacht.

Tabelle 47: Kumulierter Energicaufwand der Pilot-Biogasanlage

KEA

MWh
Herstellung: KEAy 233 6,6 %
Nutzung: KEAN 3.347 94,6 %
Entsorgung: KEAE -44 -1,2 %
KEA 3.536 100 %
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Abbildung 42: Energieaufwendungen fiir die Herstellung, Nutzung und Entsorgung der Pilotbiogasanlage

A 6.13.5 Mafnahmen zur Reduzierung des KEA

Der geringe Anteil des KEAy am KEA der gesamten Anlage und die dominierende Stellung
des KEAy zeigt, dass vor allem Maflnahmen, die einen geringeren Betriebsstoffverbrauch zur
Folge haben, einen grof3en Nutzen bringen:

e Die Senkung des Heizolverbrauchs ist anzustreben. Dies konnte durch ein richtig
dimensioniertes BHKW erfolgen. Das bestehende BHKW lief nur zu 64 % der Zeit.
Bedingt durch die kurze tdgliche BHKW-Laufzeit wurde die Anlage unregelméfBig mit
Wiérme versorgt. Aus Forschungszwecken war jedoch ein immer gleiches
Temperaturniveau vor allem 1im thermophilen Fermenter erforderlich. Im
Winterhalbjahr war so der Betrieb des BHKWs im reinen Heizdlbetrieb ndtig, um die
Temperaturen konstant zu erhalten. Ein kleineres BHKW wiirde dagegen den
Heizolverbrauch drastisch senken, da eine konstante Versorgung der Anlage mit
Wirme gewéhrleistet wire. Nach Berechnungen von BAUER (2003) kann die Anlage
bei verbesserter Bauweise (v.a. Optimierung der Isolierung der Fermenter und an
Biogasproduktion angepasste Leistung des BHKWs) ganz ohne Zusatzheizung mit
Heiz6l auskommen. Dadurch wiirde der Primérenergiebedarf um 92 MWh pro Jahr
sinken.

e Auch durch eine optimierte Fermenterheizung kann der Heizbedarf gesenkt werden.
Ein konstruktives Defizit der bestehenden Anlage war beispielsweise die zu klein
dimensionierte Heizfliche am thermophilen Fermenter. Durch die nachtrigliche
Ausriistung des Paddelriihrwerks des thermophilen Fermenters mit Wischblittern
wurde eine deutliche Verbesserung des Warmeiiberganges und eine Anhebung des
Temperaturniveaus erzielt (siehe Kapitel 6.1). Auf der Biogasanlage hat das BHKW
grundsitzlich die Funktion die Anlage zu beheizen. War gerade kein Biogas
vorhanden, aber die angestrebten Temperaturen in den Fermentern nicht erreicht,
wurde das BHKW mit Heizol betrieben. Das BHKW hat aber nur einen thermischen
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Wirkungsgrad von 33 %. Sehr viel effektiver liee sich das Heizen bewerkstelligen,
wenn man mit dem Heizol einen Heizkessel mit einem thermischen Wirkungsgrad von
85 % beheizte. Der Bedarf an Heizdl fiir die Phasen des reinen Heizolbetriebs des
Blockheizkraftwerks konnte so um iiber 50 % reduziert werden.

e Die langen Stillstandszeiten des BHKWs sorgen dafiir, dass der Fremdstrombezug
ansteigt, da die Rithrwerke und Pumpen 24 Stunden laufen, auch wenn das BHKW
gerade keinen Strom liefert. Hier sollte die Steuerung der Anlage dahingehend
verdndert werden, wihrend BHKW-Stillstand weniger Fremdstrom zu beziehen. Die
Riihrzeiten der einzelnen Fermenter lieBen sich weiter verkiirzen. Darauf deutet das
Nichtvorhandensein einer Schwimmschicht auf den Fermentern hin. Die Firma
SCHMACK BIOGAS AG weist in Betreiberschulungen darauf hin, dass eine diinne
Schwimmschicht in den Fermentern wiinschenswert ist. Auf der Pilotbiogasanlage
findet sich jedoch keine Schwimmschicht auf der Giille in den Fermentern, was auf
ein zu intensives Riihren hindeutet.

Fazit:

Als KEA der Pilot-Biogasanlage wurde ein Wert von 3.536 MWh ermittelt. Der KEApy, der
hauptsédchlich von der Bautechnik der Anlage bestimmt wird, betrdgt 233 MWh (6,6 % des
KEA). Der KEAN (3.347 MWh bzw. 94,6 % des KEA) wurde aus den iiber ein Jahr
gemessenen Energiestromen der Pilotbiogasanlage errechnet. 80 % des KEAnx wurden vom
Heizdlbezug verursacht. Bei der Entsorgung der Anlage wird durch thermische und stoffliche
Verwertung ein Teil der bei der Herstellung aufgewendeten Energie zuriickgewonnen. Als
KEAG ergibt sich eine Energiegutschrift von 44 MWh bzw. -1,2 % des KEA.

Der KEA der Pilotbiogasanlage ist vor allem durch die hohen Aufwendungen an fossiler
Betriebsenergie gekennzeichnet. MaBinahmen fiir einen geringeren Betriebsstoffverbrauch
sind ein an die tatsdchliche Biogasproduktion angepasstes Blockheizkraftwerk, eine
optimierte Fermenterheizung und verbesserte Isolation vor allem des thermophilen
Fermenters sowie eine Reduzierung der Rithrwerkslaufzeiten auf das absolut Notwendige.

A 6.13.6 Erntefaktoren der Pilot-Biogasanlage

Als Zusammenfassung und Bewertung der einzelnen KEAs wurden der Erntefaktor fiir das
Kraftwerk, der Erntefaktor fiir die Herstellung und der Gesamterntefaktor berechnet (Tabelle
48). Der Erntefaktor fiir das Kraftwerk betrug 5,18, d. h.. die bei der Herstellung, beim
Betrieb und bei der Entsorgung ,investierte“ fossile Energie lieB sich 5,18-fach
zuriickgewinnen. Fossile Betriebsstoffe (Heizol, Netzstrom) bleiben hier unberiicksichtigt.

Tabelle 48: Ermittelte Erntefaktoren der Pilot-Biogasanlage

Nettostromerzeugung MWh 1.109
KEA Gesamt MWh 3.536
Heiz6lbezug MWh 2.682
primarenergetisch bewerteter Fremdstrom MWh 640
Erntefaktor fiir das Kraftwerk - 5,18
KEA der Herstellung MWh 233
Erntefaktor der Herstellung - 4,76
Gesamterntefaktor - 0,31

Der Erntefaktor der Herstellung betrdgt 4,76, d. h. die bei der Herstellung der Biogasanlage
investierte Energie ldsst sich 4,76-fach wiedergewinnen. Wie beim Erntefaktor des
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Kraftwerks werden fossile Betriebsstoffe nicht bewertet, zusédtzlich dazu bleiben die
energetischen Aufwendungen bzw. Energiegutschriften fiir Ersatzteilbeschaffung und
Entsorgung unberiicksichtigt. Weil fiir die Pilotbiogasanlage die energetischen Gutschriften
aus der Entsorgung die energetischen Aufwendungen fiir die Ersatzteilbeschaffung
iibersteigen, ist der Erntefaktor fiir das Kraftwerk hoher als der Erntefaktor fiir die
Herstellung.

In die Rechnung geht der fiir den Anlagenbetrieb aus dem Netz bezogenen Fremdstrom
primdrenergetisch bewertet ein: Im deutschen Kraftwerksmix wird Strom mit einem
durchschnittlichen ~ Wirkungsgrad von 33 % (GEMIS 2005) Haushalten und
Kleinverbrauchern bereitgestellt. Dem aus dem Netz bezogenen Strom (213 MWh) liegt
damit ein Primirenergieaufwand von 640 MWh zu Grunde. Der Gesamterntefaktor der
Pilotbiogasanlage betrdgt 0,31. Bei der Berechnung werden alle fiir den Betrieb, die Nutzung
und die Entsorgung der Anlage aufgewendeten fossilen Energien beriicksichtigt. Pro MWh
investierter fossiler Energie wurden auf der Pilotbiogasanlage 0,31 MWh elektrische
Nutzenergie erzeugt.

A 6.13.7 Einordnung des Erntefaktors

Fiir den Erntefaktor dhnlich konstruierter Biogasanlagen liegen keine Vergleichsdaten vor.
Eine Grobeinschétzung lasst sich aber dennoch vornehmen:

Der Erntefaktor stellt nach Kapitel 4 das Verhiltnis von gewonnener Energie zu ,,investierter*
Energie dar. Einerseits war die spezifische gewonnene Energie (Stromertrag pro GV) in der
Pilotbiogasanlage sehr gering. Bei Rindergiille handelt es sich um ein Substrat, mit einem sehr
geringen spezifischen Biogasertrag. Nach Berechnungen von JAGER (2003) konnen mit der
Rindergiille von 10 GV etwa 1kW elektrische Leistung erzielt werden. Damit liegt
Rindergiille was den Biogasertrag angeht an der untersten Grenze der vergirbaren
Materialien.

Andererseits ist die investierte Energie bei der Pilotbiogasanlage sehr hoch. Zum einen
bedingt durch die aufwendige dreistufige Bauweise (hoher KEAp), zum anderen verursacht
durch den hohen Heizdlbedarf wéahrend des Betriebs (hoher KEAy). Konventionelle Anlagen
zur Vergirung von Rindergiille sind nur einstufig gebaut, bendtigen so nur einen Fermenter
und entsprechend weniger Maschinentechnik (z.B. nur eine Pumpe und ein Riithrwerk).
Bestehende Anlagen zur Vergirung von Rindergiille sind etwa um das 10-fache groer. Auch
dieser Grofenunterschied bedingt einen geringeren Einsatz an Energie je produzierter Einheit
an Strom, da energetische Synergieeffekte (z.B. 10-fach groferer Fermenter braucht nur 3-
fach so starkes Riihrwerk wie kleine Anlage) auftreten.

A 6.13.8 Primirenergetische Amortisationszeit

Geht man von einer technischen Nutzungsdauer von 20 Jahren aus, so ergibt sich eine
primérenergetische Amortisationszeit (AZyim) von 1,40 Jahren, d. h. nach einer Betriebszeit
von knapp 17 Monaten stellt die Biogasanlage ,,Netto“ Energie zur Verfiigung. Bei der
Berechnung der AZ, wird nicht unterschieden ob der gelieferte Strom aus fossilen oder
erneuerbaren Quellen stammt (Tabelle 49).
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Tabelle 49: Primérenergetische Amortisationszeit der Pilot-Biogasanlage

Nettostromerzeugung, primarenergetisch bewertet MWh 3.325
KEA der Herstellung MWh 233
Technische Lebensdauer der Biogasanlage Jahre 20
primarenergetische Amortisationszeit Jahre 1,40

Einordnung  der  primdrenergetischen — Amortisationszeit. ~ Die  primdrenergetische
Amortisationszeit ist die Zeit, in der die Biogasanlage soviel Energie erzeugt hat, wie zu ihrer
Herstellung investiert wurde. Niedrige Energieerzeugung kombiniert mit hoher investierter
Energie lasst erwarten, dass AZ,im ldnger dauert, als bei konventionellen Biogasanlagen.

Fazit:

Die bei der Herstellung aufgewendete Energie wurde beim Betrieb der Anlage 4,76 mal
wiedergewonnen. (Erntefaktor fiir die Herstellung). Werden auch der Energiecaufwand fiir
Ersatzteile und Entsorgungsaufwendungen bzw. —erlése mit beriicksichtigt, so wird die
Energie 5,18-fach wiedergewonnen (Erntefaktor fiir das Kraftwerk).

31 % der gesamten ,,investierten” fossilen Energie werden wéhrend des Betriebs und der
Entsorgung der Anlage als Nutzenergie frei (Gesamterntefaktor). Eine Erhoéhung des
Gesamterntefaktors kann vor allem durch eine Erniedrigung des fossilen Energiebedarfs
wihrend des Betriebs erreicht werden. Geeignete MaBBnahmen dazu siehe unter Kapitel A
6.13.5.

Fir die Pilotbiogasanlage ergibt sich ein Zeitraum von 1,40 Jahren bis soviel
(primédrenergetisch bewerteter) Nutzenergie bereitgestellt wurde, wie flir die Erstellung der
Anlage notig ist (Primérenergetische Amortisationszeit).

A 6.14 CO,-Bilanz der Pilotbiogasanlage

Die CO;-Bilanz gibt AufschluB3 iiber die Klimawirksamkeit der Errichtung, und des Betriebs
der Biogasanlage. Die Bezugsgrofe ist hier, wie international iiblich, das sogenannte CO,-
Aquivalent.. Methan beispielsweise verursacht iiber einen Zeitraum von 100 Jahren den 23-
fachen Treibhauseffekt wie eine entsprechende Masse Kohlendioxid. Die Masse von
Methanemissionen (z.B. in Form von Methanschlupf aus dem BHKW) wurde mit dem Faktor
23 in CO,-Aquivalente umgerechnet (IPPC 2001). Wie sich die einzelnen Komponenten der
in wiedergegebenen Komponenten der Bilanz errechneten, wird in folgenden Einzelkapiteln
erldutert. Die Bezugszeit ist jeweils ein Betriebsjahr.

Zusammenfassung der CO;>-Bilanz. Die Quellen von Treibhausgasen fossiler und biogener
Quellen teilen sich wie folgt auf: 9% der treibhauswirksamen Emissionen wurden beim Bau
erzeugt, die Verbrennung von Heizdl und der Bezug von Fremdstrom verursachte 60% bzw.
28% der Emissionen. Der Methanschlupf des Blockheizkraftwerks erzeugte 4% der
Emissionen. Durch die Vermeidung von Emissionen nach dem deutschen Kraftwerksmix
durch die Bereitstellung von Strom und durch die CO,-Gutschrift aus der Gérrestlagerung
ergibt sich eine jihrliche Einsparung klimawirksamer Gase in Hohe von 42 Tonnen CO,-
Aquivalenten (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Die CO,-Bilanz der Pilotbiogasanlage

CO;-Einsparung. Die Biogasanlage speiste jahrlich 85,6 MWh elektrischen Strom ins
offentliche Netz ein (inklusive Strom aus reinem Heizolbetrieb). Im deutschen Kraftwerksmix
wird eine MWh Strom unter Freisetzung von 601 kg Kohlendioxid erzeugt (GEMIS 2005).
Die Einspeisung von jéhrlich 85,6 MWh elektrischer Energie vermied zunéchst 51,4 Tonnen
Kohlendioxidemissionen aus dem deutschen Kraftwerksmix. (Abbildung 43).

CO; aus Methanschlupf. Unverbranntes Methan im Abgas des Blockheizkraftwerks wird als
»Methanschlupf* bezeichnet. Messungen am BHKW ergaben einen Methanschlupf von
2,38 g/m* dem BHKW zugefiihrtes Biogas. Bei einer jdhrlichen Biogasmenge von 43.952 m?
werden 2,2 Tonnen Kohlendioxiddquivalente iiber den BHKW-Auspuff emittiert.

CO; —Gutschrift fiir Lagerung von Gdrrest. Nach WULF et al. (2003) emittiert vergorene
Rindergiille 23 bis 33 % weniger Treibhausgase als unvergorene Giille. Da im vorliegenden
Fall die Treibhausgasemissionen der frischen Giille nicht gemessen wurden, wird konservativ
angenommen, dass sich die Emission klimawirksamer Gase auf 50 % reduziert. Zur
Gasproduktion im Gaérrestlager der Pilotanlage im Vergleich zur Lagerung von Rohgiille in
einer Giillegrube stehen nur wenig Daten zur Verfiigung. Eine direkte Messung auf der
Pilotanlage war technisch nicht mdglich. Zur Abschitzung wurde der oTS-Unterschied
zwischen Fermenter 3 und Endlager zu Grunde gelegt. Hier sind nur Daten aus dem
Winterhalbjahr auswertbar, da im Sommer vor dem Ausbringen oft Wasser ins Endlager
gefiillt wurde, was den oTS-Gehalt verdndert. Der hier zu Grunde gelegte Wert stammt aus
dem Winterhalbjahr 04/05. Der beobachtete oTS-Unterschied betrug 0,40 %. Multipliziert mit
dem jdhrlichen Volumenstrom der 100 GV-Anlage von 1.951 m* Rindergiille ergeben sich
7,8 Tonnen oTS, die im Endlager in Biogas umgewandelt werden. Bei einer Biogasproduktion
von 390 m* Biogas pro kg oTS entstehen so 3.044 m® bzw. 1.705 m* Methan (Methangehalt
56 %). Nach obiger Uberlegung tritt die doppelte Menge an Methan (3.410 m?) aus einem
nicht gasdicht abgeschlossenen Giillelager fiir Rohgiille aus. Diese klimawirksamen
Emissionen werden der CO,-Bilanz der Biogasanlage gut geschrieben, weil durch die
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gasdichte Abdeckung des Endlagers diese (potentiellen) Emissionen zu 100 % vermieden
werden. Ein Kubikmeter Methan wiegt 0,71 kg, das GWPyethan (Global warming potential)
betrdgt 23, damit ergibt sich fiir die Pilotanlage eine Gutschrift in Hohe von 51,14 Tonnen
CO,-Aquivalenten.

CO, aus Errichtung der Anlage. Aus der Materialbilanz lassen sich die materiellen
Aufwendungen fiir die Errichtung und auch fiir Ersatzteillieferungen im Laufe der
Betriebszeit ersehen (Kapitel A 6.13.1). Werden die einzelnen Materialmassen mit ihren
jeweils spezifischen Kohlendioxidemissionen, die bei der Herstellung direkt und indirekt
entstehen, bewertet (Anhang 5), so ergibt sich die Menge an Kohlendioxid, die fiir den Bau
und den baulichen Erhalt der Biogasanlage investiert werden mussten. Im vorliegenden Fall
summierte sich die ,,investierte Menge an CO,-Aquivalenten fossilen Ursprungs auf
5,3 Tonnen. Dabei wurde die gesamte CO,-Menge gleichmiBig auf die technische
Lebensdauer der Anlage (20 a) aufgeteilt. Da der Bezugszeitraum im vorliegenden Fall ein
Jahr ist, entspricht das einem Zwanzigstel der Emissionen aus der Errichtung der Anlage.

CO; aus Fremdenergie. Lieferte das BHKW keinen Strom, so musste zum Betrieb der
technischen Gerite auf der Biogasanlage Strom aus dem offentlichen Netz bezogen werden.
Dieser Strom wird unter Erzeugung von Emissionen erzeugt. Im deutschen Kraftwerksmix
entstehen nach GEMIS 601 kg Kohlendioxiddquivalente pro an den Verbraucher gelieferte
MWh,. Der Fremdstrombezug betrug 28,1 MWh. Das entspricht 16,9 Tonnen
Kohlendioxiddquivalenten.

CO; aus Ziindél. Zum Betrieb der Anlage ist Heizdl notig, einerseits zum Betrieb des
BHKWs im Biogasbetrieb, andererseits um den Warmehaushalt der Fermenter aufrecht zu
erhalten. Es wurde angenommen, dass die Verbrennung von einem Liter Heizdl 2,70 kg CO,
freisetzt. Der Einsatz von 13.305 | Heizol verursachte Emissionen in Hohe von kg/m? Methan
35,9 Tonnen CO,. Optimierungsmafinahmen (vgl. Kap. A 6.13.5) konnten diese CO,-
Emissionen um 24,6 auf 11,4 t/a reduzieren.

Einordnung der CO,-Bilanz. Wie unter Kapitel 3 erldutert, verhalten sich der KEA und die
CO,-Bilanz einer Biogasanlage richtungsgleich. Eine unter A 6.13.5 und A 6.13.7
beschriebene Verringerung des KEA bzw. Erhohung des Erntefaktors fiihrt sogleich auch zu
einer Verringerung des eingesetzten fossilen Kohlendioxids. Besonders stark ldsst sich die
CO,-Bilanz beeinflussen durch den Fremdstromanteil. Durch die primédrenergetische
Bewertung des Fremdstroms wirkt sich der Fremdstromverbrauch mit dem Faktor 3 auf den
Primérenergieeinsatz aus. Fiir die Energiebilanz und die Kohlendioxidbilanz ist es auf jeden
Fall sinnvoller den Eigenstrombedarf aus Biogasstrom zu begleichen. Diese Vorgehensweise
kann sich aber negativ auf die Wirtschaftlichkeit auswirken, weil die Vergiitung fiir
Biogasstrom hoher sein kann als die Kosten fiir Netzstrom.

Der Methanschlupf fillt bei Ziindstrahlmotoren generell etwas hdher aus als bei Gasmotoren.
Das liegt an der hoheren Verdichtung im Ziindstrahlmotor im Zusammenspiel mit
Kurzschlussstromen von unverbranntem Biogas iiber die Ventiliiberschneidung (Aschmann
et. al 2005). Die zur Berechnung der CO,-Gutschrift angenommene Gasproduktion im
Endlager wurde geschitzt. In zukiinftigen Untersuchungen sollte Aufschluss iiber die
tatsdchliche Gasproduktion in Gérrestlagern gewonnen werden. Die Schitzung basiert auf
Daten aus dem Winterhalbjahr. Vermutlich war zu diesem Zeitpunkt wegen der niedrigen
AuBentemperaturen die Biogasproduktion aus dem (unbeheizten) Gérrestlager relativ niedrig.

Die Emissionen aus der Errichtung der Anlage wurden analog zum KEA aus der
Massenbilanz errechnet, indem die jeweiligen Materialien mit einem CO,-Aquivalenzfaktor
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multipliziert wurden (Anhang 5). Da es sich bei der Pilotanlage um eine technisch relativ
aufwendige Anlage handelt, diirfte der Anteil an der Kohlendioxidbilanz hdher sein, als bei
Praxisanlagen.

Fazit:

Der Vermeidung von Treibhausgasen durch die Bereitstellung von elektrischer Energie und
die Lagerung des Garrestes im abgedeckten Endlager stehen die Errichtung der Biogasanlage,
der Methanschlupf im Blockheizkraftwerk und der Einsatz von fossilen Betriebsenergien
gegeniiber. Insgesamt ergibt sich eine positive Bilanz von jihrlich 42 t CO,-Aquivalenten. Da
der KEA und die CO»-Bilanz einer Biogasanlage miteinander korrelieren, kdnnte auch hier
vor allem eine Erniedrigung des KEAy zu einer hoheren CO,-Vermeidung fiihren.

A 6.15 Energetische Bilanzierung einer zentralen BGA

In der engeren Schutzzone des Trinkwassergewinnungsgebietes Willinger Au fillt
Wirtschaftsdiinger von etwa 550 GrofBvieheinheiten an. Die Ergebnisse der Pilotanlage sollen
auf eine (hypothetische) zentrale Giillebehandlungsanlage fiir diesen Bereich bezogen
werden. Folgende Annahmen zum Energieaufwand der 550-GV Anlage im Vergleich zu
Pilotbiogasanlage wurden getroffen:

e Der Zusammenhang zwischen zu  verarbeitendem  Giillevolumen und
Biogasproduktion ist linear.

e Der KEAy betridgt nur zwei Drittel des linearen Werts.

e Es wurde ein Eigenstrombedarf von 5 % angenommen, die Jahresarbeitszeit des
BHKWs betrug 7.500 h. Damit ergibt sich eine hohere Nettostromproduktion und ein
erheblich reduzierter Fremdstrombedarf.

e Da mit Rindergiille von 550 GV etwa ein BHKW der Leistung 80 kW ausgelastet
werden kann, ist hier der Einsatz eines Ziindstrahlmotors angenommen. Fiir niedrigere
Leistungsklassen sind Ziindstrahlmotoren wirtschaftlicher zu betreiben als
Gasmotoren.

e Der postulierte Ziindolverbrauch liegt bei 10 % des Energiegehalts der zugefiihrten
Brennstoffmenge.

Die Energiefliisse {iber die technische Laufzeit der Anlage, sind in Tabelle 50
zusammengefasst. Die Nettostromerzeugung errechnet sich dabei als Differenz von
Bruttostromerzeugung und Eigenstrombedarf. Tabelle 51 zeigt die Berechnung des KEAx.
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Tabelle 50: Prognose der Energiefliisse der 550 GV-Anlage iiber ein Jahr bzw. {iber die Laufzeit von 20 Jahren

Energiezufuhr- und abfuhr
MWh
wahrend gesamter
pro Jahr Lebensdauer (20 Jahre)
Biogasbezug 1.558 31.152
Heizblbezug 173 3.461
Ersatzteilbedarf - 141
Jahrliche Warmlieferung 853 17.068
Bruttostromerzeugung 531 10.622
Eigenstrombedarf 27 531
davon Fremdstrombezug 3,82 76
Fremdstrombezug primarenergetisch 11 299
bewertet
Nettostromerzeugung 505 10.091
Tabelle 51: Der KEAy der 550 GV-Anlage
KEA\ Pilotbiogasanlage
MWh

Heizdlbezug 3.461 90 %
Fremdstrombezug 229 6 %
Ersatzteilbedarf 141 4 %
Summe 3.831 100 %

Analog zur Berechnung der kumulierten Energieaufwendungen und Erntefaktoren der
Pilotanlage (Kapitel A 6.13) ergeben sich die in Tabelle 52 dargestellten Werte.

Tabelle 52: KEAs und Erntefaktoren der 550 GV-Anlage

KEA der Herstellung MWh 876

KEA der Nutzung MWh 3.831
KEA der Entsorgung MWh -123
KEA Gesamt MWh 4.584
Erntefaktor fir das Kraftwerk - 11,29
Erntefaktor der Herstellung - 11,52
Gesamterntefaktor - 2,20

A 6.16 CO;-Bilanz einer zentralen BGA

Weil die relativ kleine Biogasanlage im PilotmaBstab energetisch weniger effektiv arbeitet,
wurden auch fiir die CO,-Bilanz die Berechnungen aus auf eine Biogasanlage bezogen, die
auf eine Kapazitit fiir 550 GV ausgelegt ist. Diese Grofle entspricht etwa einer Anlage fiir den
anfallenden Wirtschaftsdiinger in der engeren Schutzzone des Wasserschutzgebiets Willinger
Au.

Zusammenfassung der CO»-Bilanz. Die klimawirksamen Emissionen von Treibhausgasen
angegeben in CO,-Aquivalenten, teilen sich wie folgt auf: 1% aus dem zusitzlichen
Giilletransport, 26% aus dem Methanschlupf, 21% aus der Errichtung der Anlage, 2% indirekt
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aus dem Netzstrom und 50% aus der Ziindolverbrennung. Die gesamten jdhrlichen CO,-
Emissionen umfassen so 93 Tonnen. Die CO;-Einsparung aufgrund der Stromproduktion und
der Minderemissionen aus dem Endlager beriicksichtigend, ergibt sich ein Plus der Bilanz in
Héhe von 375 Tonnen CO,-Aquivalenten pro Jahr (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Die CO,-Bilanz der 550-GV Biogasanlage

CO>-Einsparung. Die Biogasanlage speist jéhrlich 505 MWh elektrischen Strom ins
offentliche Netz ein. Im deutschen Kraftwerksmix wird eine MWh Strom unter Freisetzung
von 601 kg Kohlendioxid erzeugt (GEMIS 2005). Die Produktion von jdhrlich 505 MWh
elektrischer Energie vermeidet zunichst 303 Tonnen Kohlendioxidemissionen aus dem
deutschen Kraftwerksmix.

CO; fiir Giilletransport. Weil es sich um eine zentrale Anlage fiir die an die engere
Schutzzone des Wasserschutzgebiets angrenzenden Betriebe handelt, ist im Vergleich zur
Giillelagerung am Hof zusétzlicher Transport zur Biogasanlage ndtig. Es wurde ein jdhrliches
Giillevolumen von etwa 11.000 m® angenommen. Bei einer durchschnittlichen
Transportentfernung von 4 km, einem Volumen des Transportfasses von 10 m* und einer
Emission von 0,23 kg CO,-Aquivalenten pro km (GEMIS 2005) ergeben sich jihrliche
Emissionen in Hohe von 995 kg CO,-Aquivalenten.

CO; aus Methanschlupf- Anders als auf der Pilotanlage wird ein Methanschlupf von 4,15 g/m?
dem BHKW zugefiihrtes Biogas angenommen. Dieser hohere Wert wurde angenommen, weil
Messungen zeigen, dass groflere Ziindstrahlaggregate einen hoheren Methanschlupf
aufweisen (Aschmann et al. 2005). Bei einer jahrlichen Biogasmenge von 265.998 m? werden
1,15 t Methan tiber den BHKW-Auspuff emittiert. Diese Menge ist dhnlich klimawirksam wie
24 Tonnen Kohlendioxid.

CO;, —Gutschrift fiir Lagerung von Gdrrest. Relativ gro3e Endlagerkapazititen, wie fiir eine
550-GV-Rindergiilleanlage (zwischen 5.000 und 6.000 m®) notwendig, werden aus
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Kostengriinden in der Praxis meistens ohne Abdeckung ausgefiihrt. Analog zu den
Uberlegungen in Kapitel unter ,,CO, —Gutschrift fiir Lagerung von Girrest* werden pro Jahr
die Emission von 10.076 m* Methan vermieden. Der beobachtete oTS-Unterschied betrug
0,40 %. Multipliziert mit der jahrlichen Volumenstrom' der 550 GV-Anlage von 11.000 m?
ergeben sich 44,0 Tonnen oTS, die im Endlager in Methan umgewandelt werden. Bei einem
Gasertrag von 229 m*® Methan pro Tonne oTS ergeben sich Methanemissionen aus dem
Endlager in Hohe von 10.076 m?. Umgerechnet in Kohlendioxiddquivalente entspricht das der
Minderemission von 166 Tonnen pro Jahr.

CO; aus Errichtung der Anlage. Der Berechnung zu Grunde liegt die Ermittlung der
entsprechenden CO,-Emissionen fiir die Pilotanlage. Die Anlage verarbeitet 5,6-mal soviel
Giille wie die Pilotanlage, Da der bauliche Aufwand relativ zum Durchsatz fiir groflere
Anlagen sinkt (z.B. weniger Beton pro m?® Fermenterraum bei groBerem Fermenter) und die
550 GV-Anlage auch nicht — wie die Pilotanlage — drei- sondern zweistufig geplant ist, wurde
fiir die Errichtung nur das 3,8-fache (entspricht zwei Drittel von 5,6) des Aufwands der
Errichtung der Pilotanlage angenommen.. Fiir die Errichtung werden so 382t CO,-
Aquivalente angesetzt. Da der Bezugszeitraum im vorliegenden Fall ein Jahr ist, wird diese
Menge auf 20 Jahre umgelegt, aus der Errichtung der Anlage fallen somit jahrlich 19 t CO,-
Aquivalente an.

CO; aus Fremdenergie. Lieferte das BHKW keinen Strom, so musste zum Betrieb der
technischen Gerite auf der Biogasanlage Strom aus dem offentlichen Netz bezogen werden.
Dieser Strom wird unter Erzeugung von Emissionen bereitgestellt. Es wurde eine
Jahreslaufzeit des BHKWs von 7.500 h und ein FEigenstrombedarf in Hohe von 5 %
angenommen. Daraus ergibt sich, dass zu 14,4 % der Zeit wegen BHKW-Stillstand
Fremdenergie aus dem Netz bezogen werden muss. Das entspricht 3,82 MWh Netzstrom, der,
erzeugt im deutschen Kraftwerksmix, jihrlich Emissionen von 2 Tonnen CO,—Aquivalenten
verursacht.

CO, aus Ziindol. Hier wurde, im Gegensatz zur Pilotanlage, angenommen, dass die
Wairmenergie aus dem normalen Biogasbetrieb ausreicht, um die Fermenter zu beheizen. Als
Zindolverbrauch im Biogasbetrieb wurden 10 % der zugefiihrten Brennstoffmenge
angenommen. Pro Jahr werden so 17.170 Liter Heizol eingesetzt. Legt man zu Grunde, dass
bei der Verbrennung von einem Liter Heizol 2,7 kg Kohlendioxid freigesetzt werden, so
verursacht der Ziind6leinsatz Emissionen in Hohe von 46 t CO»/a.

A 6.17 Einordnung des KEA, der Erntefaktoren und der CO,-Bilanz einer zentralen
Biogasanlage

Die Einsparung von fossilem CO, aufgrund der Produktion von Strom aus Biogas errechnet
sich analog zur Pilotbiogasanlage. Weil die postulierte 550-GV Anlage eine zentrale Anlage
zur Giillebehandlung ist, muss zusdtzlich Transportaufwand betrieben werden, um die Giille
anzuliefern. Die angenommenen Entfernungen sind geschétzt.

Weil Fremdstrom iiber die primérenergetische Bewertung mit dem Faktor 3 in die Bilanz
eingeht, sollte der Fremdstromanteil moglichst niedrig bleiben. Wie auch bei der Pilotanlage
wurde hier angenommen, dass wihrend BHKW-Betrieb die Betriebsenergie aus Biogasstrom
gedeckt wird. Fremdstrom kommt nur beim Stillstand des BHKWs zum Einsatz.

Die Emissionen aus der Errichtung der Anlage konnen nur eine grobe Orientierung liefern.
Denn allein schon die Materialien, mit denen die Fermenter errichtet werden, konnen die
CO,-Bilanz stark verdndern.
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Fazit:

Im Unterschied zur Pilotanlage wurden fiir die 550-GV Biogasanlage hohere Werte fiir den
Methanschlupf des BHKWs, und hohere Methanemissionen aus dem Endlager angenommen.
Der deutlich geringer angenommene Bedarf an fossiler Energie fiir den Betrieb der Anlage
fiihren zu einer deutlich positiven CO;-Bilanz von jédhrlich vermiedenen 376t CO,-
Aquivalenten.

A 6.18 Wirtschaftliche Bewertung einer zentralen BGA

Im Folgenden soll auf die Wirtschaftlichkeit der anaeroben Behandlung der Milchviehgiille
eingegangen werden. Aus den Forschungsergebnissen geht hervor, dass ein zum dreistufigen
Betrieb vergleichbarer Gasertrag und Hygieniserungseffekt auch mit einer zweistufigen
thermophil-mesophilen Behandlung erreicht werden kann. Da aus den Kosten der Pilotanlage
keine fiir die Praxis relevanten wirtschaftlichen Berechnungen durchgefiihrt werden konnten,
wurde als Berechnungsgrundlage eine zentrale zweistufige Biogasanlage mit zwei stehenden
Betonfermentern fiir die Behandlung der oben erwédhnten 550 GV Milchviehgiille
herangezogen. Diese Menge entspricht nach Angaben der Stadtwerke Rosenheim etwa dem
Tierbestand im Einzugsbereich der engeren Schutzzone des Trinkwassergewinnungsgebiets
Willinger Au.

A 6.18.1 Einnahmen

Eine Biogasanlage verstromt Biogas in einem Blockheizkraftwerk. Dabei wird Strom und
Wairme erzeugt. Einnahmen entstehen aus dem Verkauf der thermischen und der elektrischen
Energie. Die Einnahmen der Biogasanlage berechnen sich wie folgt (Tabelle 53):

Tabelle 53:Jahrliche Einnahmen der Biogasanlage

Biogasertrag [m¥a] 267.300
Primarenergie Biogas Brennwert 5,65 [kWh/m?] [kWh/a] 1.490.150
Primarenergie Zinddl  Anteil an zugefiihrter Gesamtenergie 10 % [kWh/a] 165.572

Brennwert (Biogas + Zindal) [kWh/a] 1.655.722
Thermische Energie thermischer Wirkungsgrad 45 % [kWh/a] 745.075
Abzugl. Heizenergie fur Fermenter [kWh/a] -745.075

Thermische Energie zur weiteren Nutzung [kWh/a] 0
Elektrische Energie Blockheizkraftwerk 80 kW

Jahresbetriebsstunden 7.500 h/a
elektrischer Wirkungsgrad 32 % [kWh/a] 529.831
Abzugl. elektrischer Betriebsenergie  Anteil an Stromprod. 4 % [kWh/a] Zukaufist billiger

Eingespeiste elektrische Energie [kWh/a] 529.831
Einnahmen aus Warmeverkauf Vergutung - €/kWh €ao0
Einnahmen aus Stromverkauf Vergitung 17,16 Cent/kWh €/a 90.919

Einnahmen €/a 90.919

Der jédhrliche Biogasertrag betragt 267.300 m? (vgl. Kap. 6.13.3). Bei einem Energiegehalt des
Biogases in Hohe von 5,65 kWh/m? betrigt die Bruttoenergie des Biogases 1.490.150 kWh.
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Hinzu kommt der Energiegehalt des Ziindols. Bei einem Ziindolanteil von 10 % entspricht
dieser einer Bruttoenergie von 165.572 kWh. Damit betrdgt die Bruttoenergie insgesamt
1.655.722 kWh pro Jahr. Der Wiarmewirkungsgrad des installierten Blockheizkraftwerkes
wurde mit 45 % angenommen. Damit werden pro Jahr 745.075 kWh Wérme zur Beheizung
der Fermenter bereitgestellt. Der elektrische Wirkungsgrad des installierten BHKWs betrégt
32 %. Damit werden pro Jahr 529.831 kWh elektrische Energie bereitgestellt. Die
Biogasanlage verbraucht davon 4 % als Prozessenergie. Wirtschaftlich giinstiger ist allerdings
der Zukauf des Stroms, da der Verkauf von Biogasstrom 17,16 Cent/kWh einbringt, der
Fremdstrom aber nur 13 Cent/kWh kostet. Da angenommen wurde, dass die Wérme
vollstindig zur Fermenterheizung benétigt wird, entstehen keine Einnahmen aus dem
Wirmeverkauf oder durch die Substitution von Heizdl. Der Biogasstrom wird mit 17,16 Cent
pro kWhg vergiitet, damit ergibt sich ein Ertrag von 90.919 € pro Jahr.

A 6.18.2 Gesamtinvestition

Die Investitionskosten fiir die Biogasanlage werden auf Grundlage vorliegender Angebote
verschiedener Firmen abgeschétzt. Die Investitionskosten fiir die Anlage betragen insgesamt
660.000 € (Tabelle 54).

Tabelle 54: Investitionskosten einer Biogasanlage zur Behandlung der Giille von 500 GV

Investionskosten
Bautechnik Anteil 60 % € 386.280
Anlagentechnik Anteil 40 % € 257.520
Bau- und Anlagentechnik 100 % € 643.800
Zundstrahlmotor 400 €KW € 16.200
Gesamtinvestition € 660.000

Es wurde davon ausgegangen, dass 60 % der Summe fiir Bau und Technik (643.800 €) fiir die
Bautechnik aufgewendet werden muss (386.280 €). Die technische Lebensdauer der
Bautechnik wird mit 20 Jahren angenommen. Die Anlagentechnik, mit einer technischen
Lebensdauer von 10 Jahren, umfasst geschitzt 40 % der Investitionssumme fiir Bau und
Technik (257.520 €). Der Ziindstrahlmotor des BHKWs mit einer technischen Lebensdauer
von 4,5 Jahren kostet bei geschitzten Kosten in Hohe von 400 €/kW 16.200 €.

A 6.18.3 Jihrliche Kosten und Unternehmergewinn

Die Anteile der Einzelkosten an den Gesamtkosten in Héhe von 131.502 € (inkl. Ausbringung
des Giérrestes) sind in Abbildung 45 dargestellt. Die Jahreskosten setzen sich aus den Kosten
fiir Abschreibung, Zinsen, Kosten fiir Betriebsenergien, Wartungs- und Reparaturkosten,
Arbeitskosten und Substratkosten zusammen. Letztere umfassen sowohl den Transport der
Giille zur Biogasanlage, als auch die Ausbringung des Gérrestes.
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Abbildung 45: Aufteilung der jahrlichen Kosten der Biogasanlage (inkl. Ausbringung des Gérrestes)

3%

Festkosten. Insgesamt ergeben sich jdhrliche Kosten fiir die Abschreibung in Hoéhe von
48.666 €. Sie setzen sich zusammen aus 19.314 € fiir die Bautechnik, 25.752 € fiir die
Anlagentechnik und 3.600 € fiir den Ziindstrahlmotor. Der angenommene Zinssatz betrigt
4,0 %. Bei der hier angewandten vereinfachten statischen Methode wurde von einer Tilgung
der Investitionssumme in immer gleichen Raten ausgegangen. Durchschnittlich ist so im
Zeitraum der Kreditriickzahlung fiir die Hélfte der Investition Zins zu bezahlen. Die Zinsen in
Hohe von 12.800€/a berechnen sich mit 4,0 % von 330.000€, der Hailfte der
Gesamtinvestition. Nach KEYMER (2002) wird die jihrliche Versicherung mit 0,5 % der
Gesamtinvestition angenommen. Damit ergeben sich Ausgaben von 3.300 €/a.
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Tabelle 55: Berechnung des Unternehmergewinns

Fixkosten

Abschreibung Bautechnik 20 Jahre €/a 19.314
Anlagentechnik 10 Jahre €/a 25.752
Zundstrahlmotor 4,5 Jahre €/a 3.600

Zinsen Anteil an Gesamtinvestition 4,0 % €/a 12.800

Versicherung Anteil an Gesamtinvestiton 0,5 % €/a 3.300

Variable Kosten
Wartung und Reparaturen Bautechnik 1 % d. Invest. €/a 3.863

Anlagentechnik 3 % d.Invest. €/a 7.726
Zundstrahlmotor 0,4 Ct/kWhg  €/a 2.119

Ziundolkosten 16.557 I/Jahr 0,40 €/l €/a 6.623
Strom fur Anlagenbetrieb 21.193 kWh/Jahr 0,13 €/kWh €/a 2.755
Arbeitskosten

600 h/Jahr 15 €/h €/a 9.000
Kosten fur Gulletransport zur Biogasanlage und Ausbringung

Transport 11.000 t/Jahr a 1,29 €/m3 €/a 14.188

Ausbringung 11.000 t/Jahr a 1,86 €/m? €/a 20.462
Jahrliche Gesamtkosten

ohne Ausbringkosten €/a 111.039

mit Ausbringkosten €/a 131.502
Jahrliche Gesamteinnahmen

_ €/a 90.919

Unternehmergewinn

ohne Ausbringkosten €/a -20.120

mit Ausbringkosten €/a -40.583

Variable Kosten. Fir die Bautechnik und die Anlagentechnik der Biogasanlage werden
Reparatur- und Wartungskosten in Abhingigkeit der Investitionskosten angenommen. Fiir die
Bautechnik werden 1 % der Investitionen in den Baubereich angenommen. Es ergeben sich
Kosten in Hohe von 3.863 €/a. Die Anlagentechnik verursacht geschitzte Kosten in Hohe von
3 % ihrer Investitionssumme. Dadurch ergeben sich Kosten in Héhe von 7.726 €/a. Die
Reparatur- und Wartungskosten fiir das BHKW werden geschitzt mit 0,4 Cent pro erzeugte
kWh Strom. Bei einer Jahresstromproduktion von 529.831 kWh ergeben sich Kosten in Hohe
von 2.119 €/a. Der Betrieb der Biogasanlage erfordert den Einsatz von Fremdenergie-
einerseits wird Heizol benétigt, andererseits Fremdstrom. Fiir Heizolkauf fallen Kosten in
Hohe von 6.623 €/a an (16.557 1 Heizol a 0,40 €/1). Der Zukauf von 21.193 kWh Fremdstrom
kostet bei einem Preis von 0,13 €/kWh 2.755 €/a.
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Lohnkosten. Der Arbeitszeitansatz auf der Biogasanlage betrdgt ca. 600 h/a. Die
Arbeitsstunde des Anlagenbetreibers wurde mit 15€ vergiitet. Damit ergeben sich
Lohnkosten in Hohe von 9.000 €/a.

Kosten fiir Giilletransport zur Anlage und Ausbringung. Die Substratkosten setzen sich den
Transportkosten in Hohe von 1,29 € pro m? angelieferte Giille (14.188 €/a) und den Kosten
fiir die Ausbringung der Giille (1,86 €/m?® bzw. 20.462€/a) zusammen. Insgesamt entstehen
Substratkosten in Hohe von 3,15 €/m? Rindergiille bzw. 34.650 €/a. Die Volumenreduzierung
von Rindergiille durch die Vergirung ist nur gering, weswegen auch fiir die Ausbringung mit
den Inputmengen gerechnet wurde.

Summe der Jahreskosten: Werden alle aufgezdhlten Belastungen aufsummiert, ergeben sich
jéhrliche Kosten in Hohe von 111.039 €. Werden auch die Ausbringkosten mit beriicksichtigt,
erh6hen sich die Kosten auf 131.502 €.

Unternehmerverlust. Die Anlage erwirtschaftet aus dem Stromverkauf 90.919 €/a. Damit
belduft sich der jahrliche Unternehmerverlust auf 20.120 €/a. Zusammen mit den
Ausbringkosten erhdht sich der Unternehmerverlust auf 40.583 €/a.

Auf die 550 Grofvieheinheiten bezogen ergeben sich somit Behandlungskosten
(einschlieBlich der Ausbringung) von 74 €/GV bzw. bei einer Produktionsmenge von 20 m?
Fliissigmist je GV von 3,69 € je m® Fliissigmist. Geht man von einer jéhrlichen Forderrate von
5,2 Millionen m?® Trinkwasser aus dem Wasserschutzgebiet ,,Willinger Au* aus, so wiirden
sich pro m* Wasser Mehrkosten in Héhe von 0,78 Cent ergeben. Der derzeitige Wasserpreis
in Hohe von 0,92 Euro wiirde damit um 0,85 % steigen.

A 6.18.4 Einordnung der wirtschaftlichen Bewertung

Rindergiille liefert nur wenig Biogas im Vergleich zu energiereicheren nachwachsenden
Rohstoffen. Die geringe Energiedichte und der hohe Wasseranteil erfordern sehr grof3e
Behilter um die fir die Vergirung erforderliche Verweilzeit zu erreichen. Gleichzeitig
reduziert sich auch das Gesamtvolumen nicht wesentlich im Vergleich zur Rohgiille. Auch
das Endlager muss daher entsprechend grof3 ausgelegt werden. Dieses Zusammenspiel aus
niedrigem Energieertrag bei gleichzeitig hohen Investitionen fiihrt zu Kosten, die die
Einnahmen {ibersteigen. Vorstellbar wire eine Finanzierung des Defizits iiber den
Wasserpreis.

Fazit:

Eine Biogasanlage zur Verarbeitung von Rindergiille von 550 GV erfordert Investitionen in
Hoéhe von 660.000 Euro. Die Jahreskosten belaufen sich auf 111.000 bzw. 131.500 € (je
nachdem ob die Gérrestausbringung enthalten ist), wéhrend die jdhrlichen Einnahmen aus
dem Stromverkauf 91.000 € betragen. Ein jdhrliches Defizit von 40.600 € (inkl. Ausbringung)
wiirden Kosten in Hohe von 3,69 € pro behandeltem m?® Rindergiille verursachen. Bei
Umlegung dieser Kosten auf den Trinkwasserpreis, wére mit einem Anstieg von weniger als
einem Prozent des heutigen Preises zu rechnen.
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Anhang 1 Schutzgebiete fir Grundwasser

GemiB § 19 WHG konnen zum Schutz von Gewissern, die fiir die Wasserversorgung
herangezogen = werden, = Wasserschutzgebiete  festgesetzt =~ werden, in  denen
Nutzungsbeschrankungen erkldrt und die Eigentiimer und Nutzungsberechtigten der
betroffenen Grundstiicke zur Duldung bestimmter Maflnahmen verpflichtet werden kdnnen
(Anon., 2005). Sofern hierdurch die ordnungsgeméfe land- oder forstwirtschaftliche Nutzung
eines Grundstiickes beschriankt wird, ist fiir dadurch verursachte finanzielle Nachteile ein
angemessener Ausgleich gemill Landesrecht zu leisten.

Eine Richtlinie fiir die Einrichtung von Trinkwasserschutzgebieten wurde vom DVGW
herausgegeben (DVGW, 1995). Demnach soll ein Wasserschutzgebiet fiir die
Trinkwassergewinnung aus Grundwasser das gesamte oberirdische und unterirdische
Einzugsgebiet einer Trinkwassergewinnungsanlage umfassen und ist in der Regel in drei
Schutzzonen zu gliedern:

e Weitere Schutzzone (Zone III): soll den Schutz vor weitreichenden, da schwer oder
nicht abbaubaren chemischen oder radioaktiven Verunreinigungen gewéhrleisten.

e Engere Schutzzone (Zone II): soll den Schutz vor Verunreinigungen durch pathogene
Mikroorganismen sowie vor Beeintrichtigungen mit geringer Reichweite
gewihrleisten.

e Fassungsbereich (Zone I): soll den Schutz der Trinkwassergewinnungsanlage und
ithrer  unmittelbaren  Umgebung  vor  jeglichen  Verunreinigungen und
Beeintrachtigungen gewéhrleisten.

Die Richtlinie gibt weiterhin Hinweise zur Bemessung der Schutzzonen, zu geféhrlichen
Handlungen, Einrichtungen und Vorgingen, zu betrieblichen Schutzmafinahmen sowie zur
Uberwachung des Wasserschutzgebietes. Einzelne Wasserschutzgebietsverordnungen sind
den jeweiligen ortlichen Verhéltnissen anzupassen.
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Anhang 2 Spezifische Primarenergieaufwendungen fir

Transporte und Erdbewegungen

Spezifischer Primar-

Quelle Bezugsgrofe energieaufwand
kWh
LKW-Transporte .
(Ferntransport) Schwaiger, 1996 km 4,42
LKW-Transporte .
(Baustellenverkehr) [ SCMWaiger, 1996 km 5,31
Erdarbeiten Kohler et al., 1996 t 1,42
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Anhang 3 Ergebnisse der chemischen Analysen der Proben von
Milchviehgiille

Anhangstabelle 1: Zusammensetzung der Proben von Rohgiille aus der Vorgrube der Pilot-Biogasanlage
(Mittelwert + Standardabweichung von 3-26 Proben)

Probenahmezeitraum 04-12/2004
™ Massen-% d. FM 7,8+0,8
oTM Massen-% d. TM 77,6 +3,0
oTM ag/kg 60,8 + 6,4
CSB g/kg 86,7 + 8,6
pH - 74+0,1
FFS gesamt mg/| 6844 + 530
NH4-N mg/I 2220+ 710
Alkalinitat g CaCOy/I 12,1+0,5

Anhangstabelle 2: Zusammensetzung der Trockenmasse [Massen-%] der Proben von Rohgiille aus der Vorgrube

der Pilot-Biogasanlage (Mittelwert + Standardabweichung von 3-26 Proben)

Probenahmezeitraum 04-12/2004

oTM 77,6 £ 3,0
NH4-N 24+0,5
Norg. 2,4+0,1

Gesamt-P 1,0+0,3
Rohprotein 15,0+04
Rohfett 49+0,9

Rohfaser 16,4+ 2,8
Cellulose 11,4+4,2
Hemicellulose 12,9+6,7
Lignin 23,9+55

Anhangstabelle 3: Zusammensetzung der Proben von Rohgiille aus dem Vorlagebehélter der Modell-
Biogasanlage (Mittelwert + Standardabweichung von 6-18 Proben)

Probenahmezeitraum 06-11/2004
™ Massen-% d. FM 74+05
oTM Massen-% d. TM 79,3+0,5
oTM g/kg 59,0 + 3,8
CSB g/kg 86,9 + 11,7
pH - 75+0,2
FFS gesamt mg/| 5912 + 986
NH4-N mg/| 2005 + 483
Alkalinitat g CaCOy/l 11,1+1,3
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Anhangstabelle 4: Zusammensetzung der Trockenmasse [Massen-%] der Proben von Rohgiille aus dem
Vorlagebehilter der Modell-Biogasanlage (Mittelwert + Standardabweichung von 4-16)

Probenahmezeitraum 06-11/2004
oTM-Gehalt 78,5+2,3
NH4-N 26+0,6
Norg. 2,4+0,1
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Anhang 4 Musterformular des Betriebstagebuches der Pilot-

Biogasanlage

Hof iger, Berbling

Dratum:

Fax: 08161/ 71-4363

gen bitte maglichst thglich 2

Tag/Uhrzeit

m selben Zeitpunkt!
Moy

o

Do/

Fr/

e

Tauchpumpe | Betriebsstd. [h]

Vorgrube  [Beschickung [m3

Temperatur 1 [C]
2[C)

Fermenter |\ [Eiiigrand fem)

{Mesophil 1) [Beschickung 1 [

Gasmenge [m’]
Temperatur 1 ['C)
Temperatur 2 ['C]
[Temperatur 3 [C]
Fermenter 2 - Igg by poratur 4 [C)

Fullstand [cm]
B 2 [m)

Gasmenge [m’]

[Temperatur 1

Fermenter 3 |Temperatur 2 ['C)

fiescphi 2, [Fulistana [em]

Beschickung 3 [m]

Endlager Emnahma [m?]

CH, [Vol. %]

HS [ppm]

Biogas 0. [Vol.%]

EACED]

[m’]

|Swemprodution [rem]

(An E ON [kWh]

BHEW
Von E.ON [kWh]

| Zahlers: Zanddl [1]

Betriebsstd. [h]
Fi Vor-Ricxlauf [°C]

HeZUnGS e Reiaut [

F3 VorRilcklauf [*C|

| Gesamt [MWh]

[Fermenter | [MW/h]

:::::' [Fermenter 2 [MVih]
[Fermenter 3 [MVih]
Wohnhaus [MWh]

Bemerkungen | Storungen:

TAtemp, MinMax ']

Wierung 11 fiaruck (mbar)
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Anhang 5 Materialspezifischer KEA und CO,-Aquivalente der

Herstellung
KEA der
Material Daten- Her- Einheit  [$O2 Einheit
quelle Aquivalent
stellung
Beton
Beton B25 GEMIS’ 0,27 MWh(/t 176 kglt
Eisen und Stahl
Stahl GEMIS’ 4,70 MWh(/t 1.593 kg/t
Eisenguss GEMIS’ 3,61 MWh/t 1.008 kgt
Nichteisenmetalle
Aluminium GEMIS’ 53,89 MWh(/t 19.672 kg/t
Kupfer GEMIS’ 26,71 MWh/t 4.022 kg/t
Nichtmetalle
Steinwolle GEMIS’ 3,52 MWh(/t 1.096 kg/t
Styrodur LGA** 24,07 MWh(/t 0 kg/t
EPDM GEMIS’ 10,10 MWh(/t 3.509 kg/t
PVC GEMIS’ 10,52 MWh(/t 2.409 kg/t
PE GEMIS’ 6,86 MWh(/t 2.381 kg/t
PUR GEMIS’ 16,09 MWh(/t 4.194 kg/t

) GEMIS (2005)

") LANDESGEWERBEANSTALT BAYERN (2004)
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Anhang 6 Chronologische Ubersicht iiber den Betrieb der

Pilotanlage
Datum MaBnahmen und Betriebsbedingungen
06.04.2002 Baubeginn
28.08.2002 Beginn des Anfahrbetriebes: Befullung der Fermenter 1 und 2 mit
Rohgtlle, Aufheizen auf Solltemperatur
20.09.2002 offizielle Inbetriebnahme der Pilotanlage
25.11.2002 technische Abnahme

Jan. — Méarz 2003

Steigerung der taglichen Beschickungsmenge von 2 auf 6,3 m*

13.04.-24.04.2003

Ersatz der einwandigen Kunststoff-Gulleleitungen im Falle der
Druckleitungen zu den Fermentern 2 und 3 durch Stahlleitungen mit
Kunststoffmantelisolierung bzw. im Falle der Saugleitungen der
Fermenter 1 und 2 durch PVC-Leitungen mit Vollisolierung;
Aufschweil3en von Heiztaschen auf dem vorderen unteren Drittel
des F2; Ausrichtung der Ruhrwelle des F2; Beschickung komplett
ausgesetzt

16.05.-18.07.2003

Beschickung der Anlage mit 5,7 m® Giille pro Tag

16.07.2003

Vorbereitung des ersten Chargenversuches zur Keimreduktion,
Aufheizen von F3 auf 55°C/48 h, Beschickung fiir vier Tage
ausgesetzt

20.07.-18.08.2003

Wiederanhebung der taglichen Beschickungsmenge auf 5,7m>
Glle

26.08.-29.10.2003

Hygienische Begleituntersuchungen: Probenahme im Rahmen des
ersten Chargenversuches

11.11.-13.11.2003

Umbau des Rihrwerksantriebes F2

16.12.-19.12.2003

Erneuerung des undichten Kunststoffgleitlagers der Rihrwelle F2,
Aufschweil3en von Blechen auf die Rihrwelle und Anbringung von
Kunststoffverlangerungen an den Ruhrpaddeln; Beschickung
komplett ausgesetzt, Absenkung des Fullstandes im F2

28.12.2003 Wiederaufnahme der Fiitterung mit 2,5 m* Giille pro Tag;
Saugleitung in der Vorgrube war eingefroren

05.01.2004 F2 erreicht normalen Fillstand

Jan. 2004 Steigerung der taglichen Beschickungsmenge auf 5,5 m?in

Schritten von ca. 1 m® pro Woche

Febr. — Sept. 2004

Beschickung der Anlage mit durchschnittlich 5,5 m> Giille pro Tag in
21 Teilmengen (voreingestelltes Beschickungsintervall: 1h);
Beschickungsmenge von F1 schwankt zwischen 5,3 and 5,7 m® pro
Tag; durchschnittliche hydraulische Verweilzeit der
Fermenterkaskade: 45 Tage

16.02.-24.02.2004

Reduzierte Beschickung wegen wiederholter Verstopfung der
Druckleitung F1

19.02.-08.03.2004

Siphonbildung in der Gassammelleitung verursacht Stérungen des
BHKW-Betriebes

11.03.-14.03.2004

Eingabe von Fe(ll) in die Fermenter aufgrund hoher H,S-Gehalte im
Biogas von bis zu 1200 ppm; H,S-Gehalte Ubersteigen wiederholt
200 ppm bis Anfang Juni; Ausfall des Ruhrwerks verursacht
Uberschaumen im F1

15.03.-05.05.2004

Hygienische Begleituntersuchungen: zweiter Chargenversuch

28.03.2004

Bruch einer Trankeleitung im Stall: Verdinnung der Giille mit ca.
30 m® Wasser
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29.03.-05.04.2004

Verdichtete Probenahme von Gulle und Géarrest

25.05.2004

Biogasverlust wahrend des Einbaus der Gasdurchflussmesser

31.05.-02.06.2004

F1 schaumt erneut tber; H,S im Biogas Uber 200 ppm

07.06.-05.07.2004

Erstes Markierungsexperiment im F2

08./09.06.2004

Keine/reduzierte Futterung von F1 wegen fehlerhaft parametriertem
Fallstandsmesser

24./25.07.2004

Reduzierte Beschickung von F1 wegen Fremdkérper in der
Beschickungspumpe

12.08.2004 F1 schaumt nach Ausfall des Ruhrwerks erneut uber.

13.-16.08.2004 Abklhlung von F2 um ca. 2 K durch starke Winde

26.08.2004 Abgas- und Wirkungsgradmessungen; Wartung des Motors:
deutlich reduzierter Zunddlverbrauch

07.09.2004 Veranderung des voreingestellten Beschickungsintervalles auf 4 h

07.09.-11.10.2004

Beschickung der Anlage mit durchschnittlich 5,2 m*® Giille pro Tag,
abwechselnd in 5 oder 6 Teilmengen (voreingestelltes
Beschickungsintervall: 4 h); durchschnittliche hydraulische
Verweilzeit der Fermenterkaskade: 47 Tage

von 10.09.2004 an

Kihlere Witterung erfordert wieder Heizolbetrieb bei Nacht zur
Aufrechterhaltung der Solltemperatur im F2.

20.09.-13.10.2004

Zweites Markierungsexperiment im F2

12.10.2004-
21.12.2005

Beschickung der Anlage mit durchschnittlich 5,4 m® Giille pro Tag,
abwechselnd in 5 oder 6 Teilmengen (voreingestelltes
Beschickungsintervall: 4 h); durchschnittliche hydraulische
Verweilzeit der Fermenterkaskade: 45 Tage

19.10.-27.10.2004

Verdichtete Probenahme von Gulle und Géarrest

28.10.2004

Blockierter Gasdurchflussmesser verursacht Abblasen von Biogas

26.11.2004

Eingabe von Fe(ll) in die Fermenter aufgrund hoher H,S-Gehalte im
Biogas von ber 200 ppm

22.12.-25.12.2004

Reduzierte Beschickung wegen eingefrorener Saugleitung in der
Vorgrube

23.02.2005

Umstellung auf Zwei-Fermenter-Betrieb (thermophil-mesophil), F1
stillgelegt

05.04.-17.06.2005

Thermophil-mesophiler Betrieb nach Entleerung von F1 und
Neubefillung mit Rohgllle, Vorwarmung der Gulle im F1 auf ca.
20°C, da sonst Solltemperatur im F2 nicht erreichbar;
durchschnittliche Beschickung: in 21 Teilmengen; durchschnittliche
hydraulische Verweilzeit (ohne F1):

ab 22.06.2005

Beheizung auch von F1, so dass moglichst die gesamte produzierte
Warme flr die Fermenterbeheizung verwertet werden kann
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Anhang 7 Chronologische Ubersicht iiber den Betrieb der

Modellanlage
Datum MaBRnahmen und Betriebsbedingungen
16.06.2003 Erste Beflllung der Modellfermenter mit Inhalt der entsprechenden
Fermenter der Pilotanlage
24.06.2003 Start der Beschickung

28.08. - 12.09.2003

Erstes Markierungsexperiment im MF2, vorzeitiger Abbruch nach
Verstopfung der Beschickungspumpe 1

16.12.2003

AuBerbetriebnahme der Modellanlage fur die Wintersaison

29./30.04.2004

Wiederinbetriebnahme der Modellanlage

07.05. - 15.08.2004

Betrieb der Modellanlage mit einer taglichen Beschickungsmenge von
24,5 bis 26,5 | Rohgdille in 24 Teilmengen; durchschnittliche
Verweilzeit der Fermenterkette: ca. 40 Tage

16.08. — 15.11.2004

Betrieb der Modellanlage mit einer taglichen Beschickungsmenge von
28,6 bis 29,1 | Rohgdille in 6 Teilmengen; durchschnittliche Verweilzeit
der Fermenterkette: ca. 37 Tage

27.08.-02.09.2004

Versehentliche Uberheizung des MF1 auf ca. 45°C

20.10. - 15.11.2004

Zweites Markierungsexperiment im MF2

15.11. - 17.12.2004

2-Fermenterbetrieb (MF2 und 3: thermophil-mesophil)

17.12.2004 Aulerbetriebnahme der Modellanlage fir die Wintersaison

15.03.2005 Wiederinbetriebnahme der Modellanlage im 2-Fermenterbetrieb (MF1
und 2: mesophil-thermophil) fur hygienische Untersuchungen;
Gaserfassung nur von MF1

06.07.2005 Aulerbetriebnahme der Modellanlage
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Zusammenfassung Berichtsteil B

Zentraler Inhalt des Kooperationsprojekts war es, die speziell fiir Hygienisierung konzipierte
Pilot-Biogasanlage bei Berbling im Praxisbetrieb auf Hygienisierungsleistung zu evaluieren.
Fragen der Prozesseffizienz, der Dynamik von Giille und Gérrest im Boden von Lysimetern
sowie der Lyfthygiene wurden von den Kooperationspartnern bearbeitet. Die Ergebnisse dazu
finden sich in separaten Berichten der Partner. Die wesentliche mikrobiologische
Fragestellung war, ob der produzierte Gérrest eine hygienische Qualitdt aufwies, die nach
wissenschaftlichen Erkenntnissen eine Ausbringung in sensiblen Gebieten wie (bestimmten
Ausgleichsfldachen in) der Wasserschutzzone II (WZ II) ermdglichen konnte. Bei verbesserter
hygienischer Gérrest-Qualitit konnte die Technik auch wesentlich zur Umsetzung von
Forderungen der Wasserrahmenrichtlinie beitragen. Sie konnte z.B. im Zustrombereich von
Badegewissern sowie in weiteren Schutzzonen in Karstgebieten eingesetzt werden, um die
diffuse landwirtschaftliche Belastung zu verringern und den hygienischen Status der
Einzugsgebiete zu verbessern.

Die untersuchten Kompartimente der Berblinger Biogasanlage bestanden aus einer Vorgrube,
einem mesophilen Fermenter (F1) und in der Folge einem ldnglichen thermophilen Fermenter
(F2), einem weiteren mesophilen Fermenter (F3) und dem Endlager. Das entscheidende Glied
fiir die Hygienisierungseffizienz war der F2, der etwa ab Mitte der Projektlaufzeit mit
optimaler Temperaturfiihrung (55°C gesichert) betrieben werden konnte. Bis Mitte Februar
2004 wurden fiir den F2 immer wieder Ausfille der Beheizung (Abfall teilweise auf 48°C),
der Rithrung und der Beschickung festgestellt, weshalb die Ergebnisse fiir diesen Zeitraum als
Unfall-Szenario betrachtet werden konnen. Die gesicherte Verweilzeit im F2 betrug 8 - 9 h.
Die mikrobiologischen Untersuchungen sollten nach Moglichkeit anhand der nativen
Populationen in Giille durchgefiihrt werden. Dabei sollten klassische und parallel quantitative
molekularbiologische Methoden eingesetzt werden, zum einen, um die Ergebnisse gegenseitig
zu bestitigen, zu anderen, um eine Bildung aktiver aber nicht-kultivierbarer Zellen (ABNC)
durch den Stress in den Fermentern zu evaluieren. Untersuchte Parameter waren Coliforme,
Enterobacteriaceae, Fiakalcoliforme, Escherichia coli, intestinale Enterokokken,
Enterococcus faecalis + E. faecium, thermophile Campylobacter, Bacillus cereus-Gruppe,
Clostridium perfringens, Yersinia enterocolitica, Cryptosporidium parvum, Rotaviren,
Enterovirus und Norovirus. Zum Methodischen zeigte sich, dass iliber quantitative Real-Time
PCR mit DNA als Zielmolekiil (qPCR) zwar spezifische DNA prazise auch in Umweltproben
quantifiziert werden kann und sich die Methode daher hervorragend zum Screening in
dquilibrierten Systemen eignet. Die Methode differenziert jedoch bei direkter Extraktion von
DNA aus den Proben nicht zwischen DNA aus toten und lebenden Zellen, weswegen sich
nach (lethalem) Stress eine Uberschiitzung um den Anteil abgestorbener Zellen ergibt. Bei
starkem Stess kann diese massiv sein. Der Einsatz von MPN-qPCR nach (selektiver)
Voranreicherung erwies sich hier als zielfithrend. Den Daten fiir (Fékal)Coliforme zufolge
unterschdtzte konventionelle (selektive) Kultivierung ABNC um 1 logjo-Stufe, der genaue
Betrag der Unterschidtzung muss allerdings (noch) offen bleiben.

Zusétzlich zur Berblinger Pilotanlage wurde eine maBstdblich 1:6 reduzierte Modellanlage
(ohne Endlager, konstant optimaler Betrieb des F2 bei 55°C) betrieben und zur Absicherung
der Ergebnisse fiir die Pilotanlage auf Coliforme und Fékalcoliforme untersucht. In der
Modellanlage wurden auch Diffusions-Keimtrager-Versuche zur Inaktivierung von
Kryptosporidien-Oozysten durchgefiihrt. Dabei wurden verschiedene etablierte und neue
Techniken eingesetzt, von denen sich vor allem ein vom Institut fiir Parasitologie, Leipzig,
entwickelter und durchgefiihrter Zellkultur-Immunfluoreszenzassay als zuverldssig und zur
Dokumentation einer Infektiositits-Reduzierung um mehrere log-Stufen als geeignet erwies.
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Da Giille von gesundem Milchvieh vergoren wurde, konnten im Praxis-Material keine
Krankheitserreger oder nur eine geringe Konzentration Pathogener nachgewiesen werden.
Damit lie3 sich fiir diese Pathogenen auch nicht die gewlinschte Reduktion um 4 - 5 log-
Stufen durch die Berblinger Anlage dokumentieren. Der Gérrest war jedoch in allen Proben
frei von thermophilen Campylobacter spp., Yersinia enterocolitica, Cryptosporidium parvum,
Rotaviren, Enterovirus und Norovirus. Infektiose C. parvum-Oozysten wurden im Wasserbad
bereits nach 1 h 55°C um iiber 5 log-Stufen reduziert. In Giille bzw. Fermentermaterial lagen
die Inaktivierungsraten prinzipiell hoher als bei Verwendung reiner Suspension, entsprechend
wurde in den Keimtrdgerversuchen in allen untersuchten Varianten mit 55°C-Phase (getestet
4 h, 12 h) eine Inaktivierung infektidser C. parvum-Oozysten um > 5 log-Stufen erzielt. Die
Temperatur war der dominante Inaktivierungsfaktor, eine entsprechende mesophile
Behandlung war generell wesentlich ineffizienter.

In der Berblinger Pilotanlage (sowie der Modellanlage) wurden bei gesicherten 55°C im F2
Fikalcoliforme von ca. 10° MPN / mL um 4,5 — 5 log-Stufen und Coliforme von ca. 10° MPN
/ mL um ca. 4 log-Stufen reduziert. Fiir beide Parameter ergab sich dabei
Badegewisserqualitit. Die Wiederverkeimung im mesophilen F3 bzw. im Endlager war bei
optimalem Betriecb mit < 0,5 log-Stufen vernachldssigbar. Bei suboptimaler
Temperaturfithrung im F2 ergab sich dagegen teilweise eine erhebliche Wiederverkeimung
um tiiber 2 log-Stufen im F3 bzw. Endlager. Wegen ihrer ausgeprigten Fihigkeit zu
Riickverkeimung wird vorgeschlagen, Coliforme/Fikalcoliforme als Parameter zur
Prozessiiberwachung im Giérrest zu untersuchen, wenn dieser in sensiblen Gebieten
ausgebracht werden soll.

Intestinale Enterokokken wurden bei gesicherten 55°C im F2 von ca. 10*° KBE / mL um 2,5
— 3 log-Stufen reduziert, bei suboptimalem Betrieb des F2 um 2,5 log-Stufen, wobei im
Endlager Wiederverkeimung um etwa 0,5 log-Stufen (bei suboptimalem etwas mehr als bei
optimalem Betrieb) auftrat. Badegewdissergiite wurde hier nicht erreicht, die intestinalen
Enterokokken wurden aber bei optimalem Betrieb des F2 auf eine offenbar sehr
thermotolerante und stabile Fraktion von etwa 50 KBE / mL reduziert, was betragsméfig auch
der natiirlichen Hintergrundbelastung in Drinwéssern ungediingter Ackerstandorte entspricht.
Bei suboptimalem Betrieb des F2 lagen die intestinalen Enterokokken mit ca. 100 - 200 KBE
/ mL etwas iiber dieser Hintergrundbelastung. Die relativ geringen fiir die Berblinger
Pilotanlage gemessenen Reduktionsraten sind iiber die geringen Anfangsgehalte in der
Rohgiille, die 2-phasige Inaktivierungskinetik intestinaler Enterokokken und die Hohe der
thermostabilen Residualfraktion zu erkldren. Anhand bekannter D-Werte (unter
vergleichbaren Bedingungen aufgenommen) lief sich errechnen, dass der Berblinger F2 bei
optimalem Betrieb (55°C, gesicherte Verweilzeit 8,5 h) und entsprechend hohem
Anfangsgehalt eine Reduktion intestinaler Enterokokken um 5 log-Stufen bewirkt hitte. Den
Erkenntnissen zufolge eignen sich die intestinalen Enterokokken wegen ihrer hoheren
Tenazitdt hervorragend als Indikator fiir die Inaktivierung praktisch aller hygienerelevanter
Viren, Parasiten und Bakterien (Ausnahme Sporenbildner, s.u.). Es wird daher vorgeschlagen,
intestinale Enterokokken sowohl als Parameter zur direkten Prozesskontrolle als auch zur
Produktpriifung im Gérrest zu untersuchen, wenn dieser in sensiblen Gebieten ausgebracht
werden soll.

Die Gehalte der Vertreter der Bacillus cereus-Gruppe (BcG) und Clostridium perfringens
blicben in der Berblinger Pilotanlage mit ca. 5 x 10° und ca. 10° KBE / mL praktisch
unverdndert. Vertreter beider Gruppen sind ubiquitdre bakterielle Tier- bzw. Zersetzungs-
assoziierte aerobe bzw. anaerob-thermophile Sporenbildner. Eine Anreicherung dieser
potentiell pathogenen Organismen nach Giérrest-Diingung im Boden iiber den natiirlichen
Hintergrund hinaus war nicht nachweisbar (s.u.). Bei Fiitterung von Milchvieh mit
pflanzlicher Nahrung wird daher die Ausbringung von Gérrest aus deren Giille (evtl. in Co-
Vergidrung mit nachwachsenden pflanzlichen Rohstoffen) hinsichtlich dieser Parameter als
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unkritisch gesehen. Wenn allerdings im Ausgangsmaterial eine Kontamination v.a. mit Kot
von Fleischfressern oder durch Fiitterung mit tierischen Produkten zu vermuten ist, sollten die
Girreste ohne eine Uberpriifung nicht in sensiblen Bereichen ausgebracht werden. Fiir solches
Girgut wird vorgeschlagen, solange Produkt- oder Substratkontrollen mit C. perfringens als
Leitparameter durchzufiihren (s.u.), bis eine Anreicherung des Bodens oder des Drin-, Sicker-
oder Grundwassers mit diesen Sporenbildnern infolge Ausbringung des Girrests
wissenschaftlich fundiert abgeklart ist.

Den Ergebnissen zufolge ist eine mehrstufige Prozessfithrung nicht nétig, um die erwiinschte
Hygienisierung zu erreichen, hierzu kann offenbar auch ein einstufig thermophiler Betrieb bei
gesicherten > 55°C und minimaler gesicherter Verweilzeit von > 4 h (besser 8 - 9 h)
ausreichen. Die Aufriistung einer Biogasanlage mit weiteren Stufen iiber die thermophile
Hygienisierungsstufe hinaus verstirkt allerdings die Hygienisierungsleistung und kann iiber
den weiterfithrenden Substrataufschluss auch zu einer verbesserten Energiebilanz dienen.

Um erste Ergebnisse zu moglichen Effekten von Gérrest-Ausbringung im Boden zu erhalten,
wurden Bodenproben von Giille- und Gérrest-gediingten Plots bis 1 m Bodentiefe klassisch-
mikrobiologisch auf Coliforme, Fikalcoliforme und intestinale Enterokokken sowie spéter
auch auf C. perfringens und BcG-Vertreter untersucht. Zur Einschédtzung der natiirlichen
Hintergrundbelastung dienten Bodenproben der WZ I und (teilweise) von einem Lysimeter
sowie von verschiedenen Griinlandstandorten als Kontrollen. Eine zu Beginn angelegte
Verlaufskontrolle konnte nicht gehalten werden. Die Ergebnisse sind wegen der Kiirze des
Beobachtungszeitraums und der teilweise hohen Variabilitit im Boden als vorldufig zu
betrachten.

Es konnten keine eindeutig negativen Effekte der Gérrest-Ausbringung im Boden festgestellt
werden. Die Gehalte der untersuchten Parameter im Gérrest-Plot waren nicht von denen im
Boden der WZ I verschieden. Hohere Gehalte intestinaler Enterokokken, BcG-Vertreter und
C. perfringens schienen eher auf den Besatz mit Bodentieren bzw. deren Exkremente als auf
die Diingung zuriickzufiihren zu sein. Allerdings ergaben sich in einzelnen Fillen Hinweise,
dass es nach Giille-Diingung zu einer Anreicherung mit diesen Organismen im Boden
kommen kann.

Zur Absicherung der Werte fiir die natiirliche Hintergrundbelastung sind weitere
Untersuchungen dringend erforderlich, insbesondere fiir intestinale Enterokokken, BcG-
Vertreter und C. perfringens. Hier sollten C. botulinum und C. tetani eingeschlossen werden.
Es sollte auch iiber Tiefenbohrungen und Analyse des Grundwasserstroms insbesondere fiir
die Sporenbildner gepriift werden, inwieweit Oberflichen-Diingung in verschiedenen
Umweltszenarien - insbesondere in Folge eines Starkregens nach langerer Trockenperiode -
Standort-spezifisch erhohte Werte im Grundwasser verursacht. Entsprechende Daten sollten
auch fiir Dridn- und Sickerwisser erhoben werden. Ohne solche Ergebnisse lassen sich
eventuelle Diingungs-Effekte nicht auf solider Basis diskutieren. Wiinschenswert wiren dabei
auch Erkenntnisse zum Schicksal von Xenobiotika wie Arzneimittelriickstinden und
Mycotoxinen bei anaerob thermophiler Vergdrung und Ausbringung des Girrests auf den
Boden. Auch eine Nitrifikation nach Gérrest-Ausbringung und eine Verlagerung des Nitrats
in den Grundwasserstrom sollte untersucht werden.

Den Ergebnissen zur Hygiene zufolge ist eine Ausbringung von Gérresten statt unbehandelter
Wirtschaftsdiinger in wasserwirtschaftlich sensiblen Gebieten wie der weiteren Schutzzone
im Karst und im Einzugsgebiet von Badegewdssern sehr zu begriilen. Fiir moglichst optimale
Hygienisierungsergebnisse, auch im Hinblick auf eine mdgliche Auswaschung von nicht
abgetoteten Mikroorganismen in das Grundwasser, sollen insbesondere folgende Priifkriterien
beachtet werden:

A: Standortpriifung

Die hydrogeologische Situation sollte einen direkten Kurzschluss zum Grundwasserstrom
ausschlieflen:
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keine Giérrestausbringung z.B. iiber Karst, Kies oder Grobsand mit direktem

Grundwasseranschluss,

bei Béden mit typischerweise ausreichender Uberdeckung und Filtereigenschaft sollten

bodenart- und witterungsbedingte Ausschlussfille im Rahmen von standortbezogenen

Hinweisen zur Gérrestapplikation flir Beratung und Praxis differenziert definiert werden.

Girrest sollte z.B. nicht auf einem tonreichen Boden nach lédngerer Trockenheit

(Schwundrissbildung) ausgebracht werden.

B: Baumusterpriifung

Das Verfahren sollte bei thermophil anaerober Vergidrung eine minimale gesicherte

Verweilzeit (MGRT) von > 4 h bei gesicherten > 55°C im thermophilen Fermenter beinhalten

(um einen Toleranzspielraum freizuhalten wéren 8 - 9 h MGRT oder eine hohere Temperatur

wiinschenswert), alternativ eine Pasteurisierung oder einen addquaten Schritt. Vorgeschlagene

Technologien sollten im Rahmen einer Baumusterpriifung die geforderte MGRT nachweisen.

Kurzschliisse wéhrend des Prozesses sind auszuschlieBen (in Riihrkessel-Fermentern

bestimmt das Beschickungs-Intervall die MGRT), nach der thermophilen (oder addquaten)

Hygienisierungs-Stufe muss Schwarz-WeiB3-Trennung gegeben sein.

C: Prozesskontrolle

Die Prozesstemperatur von > 55°C sollte im Betrieb on-line verfolgt und dokumentiert

werden (indirekte Prozesskontrolle)

Eine zumindest einmalig nach Inbetriecbnahme (steady-state Betrieb) exemplarisch

vorgenommene direkte Prozesskontrolle sollte die Reduktion intestinaler Enterokokken um >

4 logjo-Stufen demonstrieren. Die Reduktion kann ggf. mit Hilfe in den Fermenterinhalt

eingebrachter Keimtriger mit 10° — 10" KBE Enterococcus faecium / mL nachgewiesen

werden, wobei die fiir den Betrieb vorgesehene MGRT (> 4 h) als Verweilzeit dient.

D: Substrat-und Endproduktkontrolle

Substrat ist Rindergiille von gesundem Milchvieh, ggf. unbefallene nachwachsende

pflanzliche Rohstoffe aus biologischer Produktion (in Mischung mit solcher Rindergiille).

Nach Inbetriebnahme (steady-state Betrieb) sollte eine etwa 2 Wochen vor Ausbringung

vorgenommene Produktpriifung (Endlagerprobe) dem Girrest folgende Qualititen bestitigen:

< 150 intestinale Enterokokken / mL (Membranfilter, Kultivierung auf Asculin-Galle-Agar
nach Slanetz-Bartley-Agar, s. B 2.3.2.2),

< 5 Fikalcoliforme / mL und/oder < 100 Coliforme / mL (Fluorocult®-System, s. B 2.3.2.1),

optional bei unklarer Herkunft des Gérguts, v.a. bei nicht ausgeschlossener Kontamination

mit Kot von Fleischfressern: < 3000 Clostridium perfringens / mL (TSCF-Plattenguss, s. B

3.1.7).

Diese Endproduktpriifung sollte bei gleichbleibender Prozessfiihrung in der Anlage 1x
jéhrlich wiederholt werden, insbesondere nach der Winterpause vor der ersten
Friihjahrsdiingung.

E: Betriebsdnderungen

Im Falle von Anderungen des Anlagenbetriebs sollte der unter den neuen Bedingungen

produzierte Gérrest erst dann ausgebracht werden, wenn Prozess- und Endproduktkontrollen

keine Beanstandungen ergaben.

Bei Einhaltung dieser Maligaben kann auf Basis der aktuellen wissenschaftlichen

Erkenntnislage davon ausgegangen werden, dass von der Gérrest-Ausbringung in

landwirtschaftlich {blicher Dosierung keine hygienisch relevante Gefahrdung des

Grundwasserstroms oder von Oberflichengewissern ausgeht. Sollten  aktuellere

Informationen insbesondere zu einer Anreicherung von Sporenbildnern im Boden und/oder

im Drén-, Sicker- und Grundwasserstrom bzw. im Trinkwasser infolge Diingung mit Gérrest

vorliegen, miisste die vorgeschlagene Konzeption neu tiberdacht werden.
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B 1 Einleitung: Hintergrund, Problemstellung und Zielsetzungen

B 1.1 Hintergrund der Studie

Um in Zukunft die Versorgung der Bevdlkerung mit hygienisch unbedenklichem und
schadstofffreiem Trinkwasser gewéhrleisten zu konnen, werden auch in Bayern (Umsetzung
der Beschliisse des Rio-Gipfels in der Bayern-Agenda 21, STMLU, 1998) gednderte
Anforderungen an den Bereich des Gewdsserschutzes gestellt. 3,2 % (zukiinftig 5 %) der
Landesflache von Bayern sind als Wasserschutzgebiete ausgewiesen, wovon 32 % als Acker-
und 23 % als Griinland landwirtschaftlich genutzt werden. Mit der vorhandenen Tierhaltung
fallen Wirtschaftsdiinger an, die verwertet oder entsorgt werden miissen. Hieraus ergibt sich
ein Spannungsfeld zwischen Land- und Wasserwirtschaft. In Zusammenhang mit der
Erweiterung der Wasserschutzgebiete kann dies zu Konflikten mit landwirtschaftlichen
Interessen flihren, z.B. wenn aktuell landwirtschaftlich genutzte Fliche der engeren
Schutzzone (Zone II) von Wasserschutzgebieten zugeordnet wird. Zum Schutz des
Trinkwassers ist in Bayern in der Wasserschutzzone II die Ausbringung von
Wirtschaftsdiinger verboten (ANONYMUS, 1994).

In diesem Zusammenhang sind auch Zielsetzungen der Wasserrahmenrichtlinie zu sehen,
Belastungen z.B. von Badegewidssern durch diffuse Quellen aus der Landwirtschaft zu
minimieren. Solche Belastungen stammen vor allem von Betrieben mit Tierhaltung und/oder
Giillediingung, wobei der Zustrom iliber Abschwemmung, Drin- oder Sickerwésser erfolgen
kann (WEIB und Popp, 2004) oder durch schnelle Perkolation z.B. im Karst.

Fiir betroffene Betriecbe wiirde ein Ausbringverbot Okonomische Einbuflen und
Wertminderung der Grundstiicke zur Folge haben, es kann (bei hoher betrieblicher
Viehbesatzdichte) zu Zielkonflikten mit der DiiV kommen, und es werden bestehende
Nahrstoffkreisldufe unterbrochen. Fiir die Wasserwirtschaft bedeutet dies einen erhdhten
Uberwachungsaufwand,  eventuell  steigende  Ausgleichszahlungen und  einen
Akzeptanzverlust bei den betroffenen Bauern.

Als Voraussetzung fiir eine Lockerung dieses Ausbringungsverbotes in Einzelfdllen wird von
den zustindigen Behorden eine priventive Behandlung der Giille angefiihrt, die eventuell
vorhandene pathogene Organismen so weit reduziert, dass fiir das Trinkwasser keine
Gefahrdung zu erwarten ist. Hintergrund ist, dass die Landwirtschaft als diffuse Quelle vor
allem fiir die Grundbelastung eines Wassereinzugsgebietes mit pathogenen Mikroorganismen
(wie auch mit Néhr- und Schadstoffen) verantwortlich gemacht wird. Da viele Infektionen
von landwirtschaftlichen Nutztieren mit Beteiligung des Verdauungstraktes verlaufen, stellen
Ausscheidungen der Tiere, die in Form von Stallmist, Jauche und Giille anfallen, ein
potentielles Reservoir flir die Ausbreitung von Seuchen- und Krankheitserregern dar
(STRAUCH, 1996). Eine Quantifizierung des tatsdchlichen Eintrags von Krankheitserregern ist
jedoch im Einzelfall sehr schwierig (LENHART, 2001). Hieriiber sollte die vorliegende Studie
Aufschluss geben.

Die Stadtwerke Rosenheim GmbH & Co. KG, die Stadtwerke Bad Aibling und die Stadt
Kolbermoor betreiben im Gewinnungsgebiet ,,Willinger Au“ zwolf wasserrechtlich
genehmigte Brunnen. Zur Untersuchung der Grundwasserverhéltnisse im unteren Mangfalltal
im Hinblick auf geplante Entnahmesteigerungen aus den Wassergewinnungsanlagen, sowie
zur Sicherung dieses Grundwasservorkommens im Hinblick auf konkurrierende Nutzung
wurden vom Lehrstuhl fliir Hydraulik und Gewisserkunde der TU-Miinchen die
Grundwassermodelle ,,Unteres Mangfalltal* und ,,Willinger Au‘ erstellt. Die mit Hilfe dieser
Modelle gewonnenen Erkenntnisse machen deutlich, dass die fiir die Gewinnungsanlagen der
Stadtwerke Rosenheim, Stadtwerke Bad Aibling und der Stadt Kolbermoor ausgewiesenen
Schutzgebiete keinen ausreichenden Schutz darstellen. Bei den in dem Gebiet ermittelten
hohen Abstandsgeschwindigkeiten im Grundwasserleiter und wegen des Fehlens schiitzender
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Deckschichten sind die bestehenden Schutzgebiete nicht ausreichend dimensioniert. Deshalb
hatten die Stadtwerke Rosenheim, die Stadtwerke Bad Aibling und die Stadt Kolbermoor im
Gewinnungsgebiet ,,Willinger Au“ die Ausweisung eines gemeinsamen Schutzgebietes mit
den Zonen I, Ila, IIb, I1la und IIIb beantragt. Da sich jedoch die politische Umsetzung der
vorgeschlagenen Unterteilung als problematisch erweist, wird nach Alternatividsungen
gesucht, zu denen die vorliegende Studie Entscheidungshilfen geben soll.

Aus Anlass der Erweiterung des Wasserschutzgebietes fiir die Wassergewinnungsanlagen der
Stadtwerke Rosenheim, Bad Aibling und der Stadt Kolbermoor sollte die Moglichkeit
ergriffen werden, den Kenntnisstand iiber Verfahrenskenndaten, Kostenstruktur, logistische
Notwendigkeiten, Energieausbeute und Nutzungseffizienz aber vor allem {iber Auswirkungen
auf die Umwelt einer hinsichtlich hygienischer Parameter zu optimierenden
landwirtschaftlichen Biogasanlage deutlich zu erweitern. Dies erfolgte im Rahmen des
Verbundprojekts der Stadtwerke Rosenheim (StwRo), des Instituts fiir Landtechnik,
Bauwesen und Umwelttechnik der Bayerischen Landesanstalt fiir Landwirtschaft (LfL-
Landtechnik, Projektleitung Dr. Andreas Gronauer, Forderung durch das StMLF) und des
Lehrstuhls fiir Siedlungswasserwirtschaft (vormals Wassergiite- und Abfallwirtschaft) der
Technischen Universitdit Miinchen (TUM-SWW, Projektleitung Prof. Dr. Peter Wilderer)
Forderung durch das StMUGV, vormals StMLU). StwRo (Dipl.-Ing. Ludwig Neser) waren
Koordinator, die wissenschaftliche Bearbeitung erfolgte in einem gemeinsamen Ansatz von
LfL-Landtechnik (Bearbeitung durch Dipl.-Ing. Mathias Effenberger) und TUM-SWW
(Bearbeitung durch Dr. Michael Lebuhn), wobei LfL-Landtechnik den Aufgabenbereich
Betrieb und Optimierung der Biogasanlage und TUM-SWW den Bereich Mikrobiologie
tibernahmen. Die Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen sind im vorliegenden
Abschlussbericht dokumentiert.

B 1.2 Problemstellung und Zielsetzungen
B 1.2.1 Routinebetrieb in der Praxis

Mitte 1997 traten die Stadtwerke Rosenheim an die Landtechnik Weihenstephan heran. Es
sollten Moglichkeiten gesucht werden, Wirtschaftsdiinger priaventiv zu behandeln, um den
Eintrag von pathogenen Organismen ins Grundwasser zu vermeiden, ohne ein
Ausbringungsverbot fiir Wirtschaftsdiinger erlassen zu miissen. Die anaerobe Vergédrung im
Rahmen der Biogastechnologie (RUCKERT, 1991; FINK et al., 1997) weist besondere Vorziige
auf. Sie hat unter den verschiedenartigen Behandlungsverfahren fiir Wirtschaftsdiinger den
grolen Vorteil, dass neben einer keimabtdtenden Wirkung ein Netto-Energieliberschuss
erzielt werden kann. Um hohen hygienischen Anforderungen zu geniigen, miissen an die
Verfahrenstechnik und den Betrieb einer Biogasanlage besondere Anforderungen gestellt
werden, und es bedarf einer griindlichen mikrobiologischen Uberwachung, um den Erfolg der
Abtotung pathogener Keime zu kontrollieren und zu dokumentieren. Hinsichtlich der
Zuverldssigkeit der keimabtdtenden Behandlung von Wirtschaftsdiinger im Routinebetrieb
einer landwirtschaftlichen Biogasanlage gab es allerdings kaum Erfahrungen. Diese sollten im
Rahmen der vorliegenden Studie gewonnen werden.

B 1.2.2  Reduktion bakterieller Keimzahlen und geeignete Verfahren

In landwirtschaftlichen Biogasanlagen werden in der Praxis im Wesentlichen mesophile
Verfahren eingesetzt (Betriebstemperatur um 35°C). Thermophile Verfahren reduzieren aber
Indikatoren fiir fakale Verunreinigungen deutlich stirker als mesophile. Escherichia coli mit
durchschnittlichen Gehalten von 9,1 x 10° KBE / mL im Ausgangssubstrat wurden durch
mesophile Behandlung in 6 Tagen bis auf 4,3 x 10' KBE / mL und durch thermophile
Behandlung (Betriebstemperatur um 55°C) sogar auf 0,6 x 10° KBE / mL reduziert,
intestinale Enterokokken (Fakalstreptokokken) mit 1,0 x 10° KBE / mL im Ausgangssubstrat
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mesophil auf 1,8 x 10° KBE / mL und thermophil auf 2,1 x 10> KBE / mL (FINK et al., 1997).
Den Ergebnissen des StMLU-geforderten BayFORREST-Projekts F78 zufolge ist eine
thermophile Behandlung bei 55°C und einer Verweilzeit von 6 Stunden ausreichend, um
Salmonellen abzutéten, sie war allerdings fiir Bioabfall ohne nachgeschaltete mesophile Stufe
aus verfahrenstechnischen Griinden ungiinstig.

Durch eine zweistufige, am Lehrstuhl fiir Wassergiite- und Abfallwirtschaft der TU Miinchen
entwickelte und inzwischen zur Marktreife  gebrachte  thermophil-mesophile
Verfahrensfilhrung  (TherMes-Verfahren, CHRIST et al., 1997), konnten gute
Behandlungsgrade bei guter Entwésserbarkeit der behandelten Suspension und geringer
Stoffbelastung (CSB, Stickstoffverbindungen) des Filtratwassers erreicht werden (CHRIST,
1999). Um das Verfahren vor allem unter hygienischen aber auch wirtschaftlichen Aspekten
zu optimieren, sollte im Rahmen dieses Projekts eine mesophil-thermophil-mesophile
Prozesskaskade als neues Verfahren untersucht werden. Es leitet sich aus dem TherMes-
Verfahren ab, beinhaltete aber aus unten dargestellten Griinden eine vorgeschaltete mesophile
(spater psychrophile) Stufe. Die mesophile wurde der thermophilen Phase vorgeschaltet, um
eine Vor-Autheizung der Giille mit zusétzlicher Biogasproduktion zu bewirken und zusétzlich
in dieser Phase Oozysten von Kryptosporidien zu exzystieren, die eventuell dann in der
nachgeschalteten thermophilen Phase leichter zu inaktivieren wéren (DOLL et al., 1999;
OECHSNER und DorLr, 2000). Die 3-stufige Prozessfilhrung wurde in den
Untersuchungsobjekten, der Berblinger Pilot-Biogasanlage sowie der maBstéblich 1:6
reduzierten Modellanlage umgesetzt.

Die Hygienisierungseffizienz der Berblinger Biogasanlage sollte unter Praxisbedingungen
anhand einer Reihe bakterieller und viraler Parameter sowie Parasiten (s. B 2.3) untersucht
werden. Dabei wurde soweit moglich Wert darauf gelegt, dass nicht Laborstimme der Giille
zugesetzt wurden, die u.U. reduzierte Tenazitdt gegeniiber den Behandlungsbedingungen
aufweisen, sondern dass die Hygienisierung moglichst anhand der Inaktivierung der
autochthon vorhandenen Mikroflora liberpriift und dokumentiert wird.

B 1.2.3  Einsatz von Molekularbiologie, qPCR

Die Wirkung einer keimabtotenden Behandlung auf Mikroorganismen wird konventionell in
der Praxis liber selektive Kultivierung und spezifische physiologische Tests durchgefiihrt.
Allerdings lassen sich einige Pathogene, z.B. Norwalk-Viren und Kryptosporidien, die iiber
Transmission von befallem Rind iiber Giille ins Trinkwasser Epidemien auslésen konnen
(WHO, 2002; WHO, 2004a), nicht kultivieren. Zudem ist ein grof3er Nachteil der klassischen
mikrobiologischen Methoden der hohe Arbeits- und Zeitaufwand, der erforderlich ist, um
pathogene Mikroorganismen eindeutig zu identifizieren und im Probenmaterial zu
quantifizieren. Dieses Manko fithrte zum ,Indikatorkonzept, demzufolge bestimmte
coliforme Bakterien fiakalen Ursprungs (Fakalcoliforme, im Wesentlichen E. coli) und/oder
intestinale Enterokokken (Fikalstreptokokken, im Wesentlichen Enterococcus faecalis und E.
faecium) stellvertretend fiir andere pathogene Keime nachgewiesen werden.

Die Wirksamkeit dieses Prinzips wird aber inzwischen weltweit in Frage gestellt. Zum einen
konnen Zellen, die sublethal gestresst wurden, teilweise auf routinemiflig eingesetzten
Anzuchtmedien nicht mehr kultiviert werden, obwohl sie lebensfiahig bleiben (ABNC, LLEO
et al.,, 2001; THOMAS et al., 2002). Die bekannten Indikatororganismen sind auch nicht
geeignet, die Uberlebensfihigkeit potentiell pathogener bakterieller —thermophiler
Sporenbildner (z.B. Clostridien, Bakterien des Bacillus-cereus-Komplexes) und hoherer
Parasiten (z.B. Kryptosporidien, Giardien) stellvertretend anzuzeigen (ROSE et al., 2002;
BASTOS et al., 2004). Auch fiir thermotolerante Nicht-Sporenbildner (z.B. Campylobacter
jejuni) sind Ergebnisse der praxisiiblichen Bestimmung der Indikatoren nicht unbedingt
aussagekriftig (HANNINEN and KARENLAMPI, 2004).
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Deshalb sollten im Rahmen des Projekts quantitative PCR-Methoden (qPCR) entwickelt und
parallel zur klassischen Kultivierung eingesetzt werden, um die pathogenen Keime direkt in
den Proben zu quantifizieren und die Ergebnisse und Aussagekraft im Vergleich beider
Methoden zu evaluieren. Dabei war sicherzustellen, dass PCR-Inhibierung tiber Entwicklung
geeigneter Methoden zur Nukleinsdure-Extraktion ausgeschlossen wurde, und dass die
Nukleinsdure-Extraktions-Methoden sich auch zur Gewinnung relevanter Mengen DNA oder
RNA aus Bildnern von Sporen und Dauerstadien (s. B 1.2.4) eignete, die typischerweise einer
chemischen Extraktion gegentiber inert sind.

Untersuchungen auf Enterovirus, humane Rotaviren und Norovirus sollten vom Bayerischen
Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, Dienststelle OberschleiBheim (LGL,
Dr. Schindler, Dr. Bayer, vormals Landesuntersuchungsamt Siidbayern, LUA), mit den dort
etablierten Methoden durchgefiihrt werden. Zusitzlich wurden von TUM-SWW qPCR-
Ansitze fiir Enterovirus sp. und Norovirus Gg2 entwickelt und parallel eingesetzt.

B1.24  Problematik widerstandsfihiger Krankheitserreger

Insbesondere zu Fragen der Inaktivierung widerstandsfahiger Krankheitserreger wie
Dauerstadien bildender Bakterien und Parasiten bestand erheblicher Forschungsbedarf. Daher
sollte exemplarisch das Verhalten von sporenbildenden bakteriellen Pathogenen (Clostridium
perfringens, Bacillus cereus) und von Oozysten-bildenden eukaryontischen Parasiten
(Cryptosporidium parvum, Giardia) wihrend des Biogasprozesses untersucht werden.

Aus Untersuchungen zur aerob-thermophilen Stabilisierung von Giille wurde die Empfehlung
abgeleitet, dass fiir eine sichere Inaktivierung von Kryptosporidien eine Aufwérmphase von
mindestens 12 h bei 35-45°C, gefolgt von einer Behandlung bei 50-55°C fiir mindestens 24 h
eingehalten werden sollte (DOLL et al., 1999). Allerdings erschwerten Ausfille des
thermophilen Reaktors die Interpretationen, und es wurden keine Infektiosititstests
durchgefiihrt, die eine Inaktivierung sicher dokumentieren konnen, wihrend die
durchgefiihrten Untersuchungen (Féhigkeit zur Exzystierung, Membranpermeabilitit) die
Inaktivierungsrate wahrscheinlich unterschitzten (BUKHARI et al., 2000; s. B 3.1.8.2). DOLL et
al. (1999) und OECHSNER und DoLL (2000) zufolge sollten Oozysten wihrend der
vorgeschalteten mesophilen Phase exzystieren, und die freigesetzten, anfilligeren Sporozoiten
in der folgenden thermophilen Phase leichter abgetdtet worden sein. Daher wurden in der
Konzeption der Berblinger Biogasanlage und der verkleinerten Modellanlage der
thermophilen zundchst eine mesophile Stufe vorgeschaltet. Da eine Inokulation mit
Kryptosporidien in der Pilotanlage aus praktischen und rechtlichen Griinden nicht moglich
war, wurden diese mit entsprechendem Substrat in Diffusionskeimtrager (RAPP, 1995; KNIE et
al., 2000) in die mit Material aus der Berblinger Vorgrube beschickten und analog zur
Berblinger Anlage betriebenen Modellanlage eingesetzt, und nach Einwirken verschiedener
Temperatur-/Zeitregimes auf Inaktivierung untersucht. Wesentlicher Bestandteil der
Untersuchungen sollten Infektiosititstests mit der humanen HCT-8 Zellinie (ROCHELLE,
2004) sein. Sie konnten in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Parasitologie, Leipzig, (IPL,
Prof. Daugschies, M. Najdrowski, C. Wackwitz) realisiert werden.

B 1.2.5 Riickverkeimung im Endlager

Die Problematik der Riickverkeimung im Endlager sollte ein Modell-Endlagerversuch kliren,
in dem die Entwicklung im Endlager mit der von verkleinerten Modellen ohne residuales

Riickverkeimungspotenzial sowie ohne weiteren Substratzustrom verglichen wurde (s. B
2.1.1.3).

B1.2.6 Auswirkungen im Boden

In einer sondierenden Begleitstudie (s. B 2.1.2) sollte festgestellt werden, ob nach
Ausbringung des Girrests eine Riickverkeimung im Boden stattfindet. Zu diesem Zweck
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wurden 3 vergleichbare Versuchsplots auf den Miihlickern bei Berbling angelegt
(praxisiibliche Ausbringung von Giille, Gérrest und ungediingte Kontrolle), bis 1 m
Bodentiefe beprobt und mikrobiologisch iiber selektive Kultivierung untersucht. Um den
Belastungsstatus besser einordnen zu konnen, wurden zu Versuchsende zusétzliche
Bodenproben (unbelasteter Lysimeter, verschiedene bayerische Wiesenbdden) parallel
untersucht.

B 1.2.7 Lysimeterstudien, Keimverlagerung in Boden und Lufthygiene

In einem Unterauftrag an das Institut fiir Agrardkologie, Okologischer Landbau und
Bodenschutz (LfL-Agrardkologie, Dr. Henkelmann) an der Bayerischen Landesanstalt fiir
Landwirtschaft (vormals Landesanstalt fiir Bodenkultur und Pflanzenbau) sollte in einem
,worst case scenario die Keimverlagerung aus aufgebrachter Giille und von Giérrest in
Lysimetern mit Boden verschiedener Herkunft iiberpriift werden. Diese Studie sollte erste
Anhaltspunkte liefern, ob und in welchen Fillen mit einem Durchbruch eventuell hoher
Keimfrachten ins Grundwasser gerechnet werden muss, ob dabei Unterschiede zwischen
Giille- und Girrest-Diingung bestehen, ob Giille und Girrest verschiedene lufthygienische
Eigenschaften haben und ob sich die Ergebnisse fiir die Gérrest-Ausbringung am Standort
Berbling auf andere Standorte extrapolieren lassen.

Diese Studie ist als eigenstindiger Bericht (HENKELMANN, 2006) dem vorliegenden
Abschlussbericht beigefiigt.
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B 2 Material und Methoden

B 2.1 Beschreibung der Untersuchungsobjekte

Die Untersuchungen gliedern sich im Wesentlichen in zwei Bereiche auf:

Bestimmung der Hygienisierungsleistung der Fermenterkette incl. Endlager und der
Wiederverkeimung v.a. im Endlager (s. B 2.1.1)sowie

Vergleichende Erfassung von Wiederverkeimung im Boden nach Ausbringung von Giille und
Girrest (s. B 2.1.2) sowie Extrapolierungsmoglichkeiten der Ergebnisse {iber
Lysimeterstudien (HENKELMANN, 2006).

B2.1.1 Fermenterketten

Die meisten der mikrobiologischen Fragestellungen lieen sich anhand der Berblinger
Pilotanlage 16sen. Die Untersuchungen zur Desaktivierung von Kryptosporidien lieBen sich
besser in einer Modellanlage (vgl. B 1.2.4) untersuchen. Zur Untersuchung der
Riickverkeimung im Berblinger Endlager wurde ein Modell-Endlagerversuch angelegt.

B2.1.1.1 Pilotanlage Berbling
Abbildung 46 skizziert die Pilot-Biogasanlage Berbling und die Probenahmepunkte.

----------------- i e T

| Andere Nutzungenfe——| Wame |«—| B |
™

70 GV g AR '
Milchvieh Vorgrube Fermenter 1 Fermenter 2 Fermenter 3 Endlager Girrest
Stall —>» (50mso 1| (F1,57m3) (F2, 53m3) (F3, 150 m? abgedec
. ( - (800 m3

I Riihrkessel liegend, Riihrkessel |

* 3537°C/  "Kaskaden-Strom"  ca. 37°C :

I 20-25°C 48-55°C | '
>55°C

|| Wiederverkeimung? |

Potentiell pathogenbelastet ||

Hyagienisch verbessert?

O Mikrobiologische Untersuchungen

Abbildung 46: Schema der Biogasanlage Berbling mit Probenahmepunkten

Die Berblinger Anlage (Hof und Betreiber Fam. Schweiger) wurde ausschlieBlich mit
Rindergiille von gesundem Milchvieh (teilweise von Nachbarbetrieben) beschickt. Verfiittert
wurde ganzjdhrig eine TMR aus Grassilage, Heu, Korn und Mineralmischung. Die Giille
(Inhalt der Vorgrube) beinhaltete Strohmehl sowie das gesamte, im Stall anfallende Abwasser
von Melkstand, Milchkiiche und Waschraum. Herr Schweiger wurde verpflichtet, eventulle
Tiererkrankungen und Gegenmalinahmen zu melden. Es lagen bis zur Berichtverfassung
keine Krankheitsmeldungen vor.
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Im thermophilen Fermenter (F2) der Pilotanlage Berbling konnte die angestrebte
Betriebstemperatur von 55°C erst nach den Ende 2003 beendeten Umbauten konstant
gehalten werden. Davor kam es immer wieder zu Ausfillen des BHKWs und zu
Beschickungsausfillen, was eine Absenkung der Temperatur auf z.T. bis 48°C im F2 sowie
zeitweise lokale Uberhitzungen zur Folge hatte. Von einem hinsichtlich der Temperatur zur
Hygienisierung optimalen Betrieb kann daher erst ab Februar 2004 ausgegangen werden.

Bis 6.9.2004 erfolgte die Beschickung der Berblinger Pilotanlage und der Modellanlage
stiindlich, danach 4-stlindlich. Die entsprechenden mittleren hydraulischen und die von LfL-
Landtechnik {iber Tracerexperimente (EFFENBERGER et al., 2005a; EFFENBERGER et al., 2006)
bestimmten gesicherten minimalen Verweilzeiten im F2 zeigt Tabelle 56. Die Hauptfracht des
Peaks erschien im Auslauf des F2 48 h nach Einbringen. Aufgrund des praktisch
gleichzeitigen Erscheinens von LiCl-Tracer und (radioaktiv markierten) im Sickerwasser nach
Aufbringen dotierter Giille und Gérrest auf Lysimeter mit verschiedenen Bodenformen
(HENKELMANN, 2006) kann in erster Ndherung davon ausgegangen werden, dass sich
Fékalcoliforme / E. coli auch im Massestrom der Fermenter dhnlich wie die verwendeten
Tracer verhielten.

Tabelle 56: gesichterte minimale Verweilzeit und mittlere hydraulische Verweilzeiten in den Fermentern

gesicherte min. Verweilzeit (h) F1 (mesophil) F2 (thermophil) | F3 (mesophil)
stindl. Beschickung | LS | A LS
4-stlindl. Beschickung 4 8 - 9* 4

mittl. hydraulische Verweilzeit (d)

stindl. Beschickung | 93 ] 84 2T
4-stiindl. Beschickung 9,2 8,4 27,8

* {iber Tracerstudien belegt (EFFENBERGER et al., 2006); Hauptfracht (Peak) des Li" erschien nach 48 h.

Zusitzlich zum Monitoring-Programm mit Entnahme von Zufalls-Stichproben wurden 3
Chargenversuche in der Berblinger Pilotanlage durchgefiihrt (s. B 2.1.1.1). In diesen wurde
versucht, eine Giille-Charge ausgehend vom Vorgruben-Material jeweils nach den mittleren
hydraulischen Verweilzeiten in den Fermentern (Tabelle 56) zu verfolgen, um die relativ
hohen Schwankungen der Keimzahlen im Ausgangsmaterial zu eliminieren und dadurch die
Hygienisierungsleistung besser zu charakterisieren. Der erste Chargenversuch begann am
25.8.2003, der zweite am 3.9.2003 und der dritte am 15.3.2004. Die ersten beiden
Chargenversuche fielen jeweils in Perioden, in denen die o.g. Instabilititen im Betrieb des F2
auftraten. Sie sind damit nur unter Vorbehalten zu bewerten, aber sehr zur Abschétzung eines
worst-case-Szenarios geeignet. Der dritte Chargenversuch erfolgte unter konstant optimalen
Bedingungen und kann daher als repriasentativ angesehen werden.

Ab Anfang Mirz 2005 wurde der mesophile Fermenter F1 auf psychrophilen Betrieb bei 20 —
25°C umgestellt. Hierdurch sollte die Effektivitat des zuvor dem thermophilen F2
vorgeschalteten mesophilen F1 hinsichtlich Keimreduzierung sowie der Einfluss des F1 auf
den Gesamtprozess evaluiert werden.

B2.1.1.2 Modellanlage

Zusitzlich zur Berblinger Pilotanlage wurde von LfL-Landtechnik eine maBstiblich 1:6
reduzierte Modell-Biogasanlage (ohne Endlager) konstruiert und an TUM-SWW analog zur
Berblinger Pilotanlage betrieben. Sie diente v.a. zur Bearbeitung folgender Fragestellungen:
Bestimmung der Inaktivierung von Cryptosporidium parvum QOozysten mit Hilfe von
Diffusions-Keimtriagern (sowie Wasserbad-Experimenten, in Zusammenarbeit mit [PL)
Uberpriifung der Hygienisierungsleistung der Pilotanlage anhand von Monitoring-
Ergebnissen der Modellanlage mit Evaluierung von Up- bzw. Downscaling-Effekten
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Bestimmung wahrscheinlicher hydraulischer Verweilzeiten (s. Tabelle 56) von Bakterien in
den einzelnen Kompartimenten anhand von Tracerstudien (LfL in Zusammenarbeit mit LfL-
Agrardkologie)

Die Betriebstemperatur des thermophilen Fermenters der Modellanlage konnte immer
konstant bei 55°C gehalten werden.

B2.1.1.3 Modell-Endlagerversuch

Um die Riickverkeimung im Berblinger Endlager abzukldren, wurde ein Modell-
Endlagerversuch angelegt. Die Untersuchungen fanden im Zeitraum 28.4 — 25.10.2004 statt.
Polypropylen-Kanister (5 L, gewaschen, desinfiziert) wurden am 28.4.2004 mit Ausfluss-
Material des F3 (2. mesophiler Fermenter) befiillt und schattig in Berbling bei ambienten
Verhéltnissen gelagert. Gasauslass war ermoglicht. Es wurden 2 Varianten angelegt, die etwa
monatlich mikrobiologisch untersucht wurden:

C1 (Endlager 2, ohne Austausch)

C2 (Endlager 3, wochentl. Austausch von ca. 1/10 Vol. durch frisches F3-Material).
Untersucht wurden Coliforme und Fékalcoliforme, da diese den Ergebnissen zufolge
hinsichtlich Riickverkeimung am schnellsten reagierten.

B2.1.2 Boden-Beprobung

B2.1.2.1 Berblinger Standorte

Abbildung 47 skizziert einen Lageplan des Hofs Schweiger, Berbling, mit der etwa 25 m
nordlich angrenzenden Versuchsfliche (Wiesenboden). Die Lidnge der 3 Plots auf den
Miihldckern betrug 120 m, die Breite 13 m und die Zwischenstreifen 2 m. Der westl. Plot war
fiir die Giille- und der 6stl. Plot fiir die Gérrest-Ausbringung bestimmt.

Vor Versuchsanlage im Mirz 2003 waren alle Fldchen regelmifBig gegiillt. Der Kontroll-Plot
(Abbildung 47) ist damit keine echte Null-Variante sondern eher eine Verlaufskontrolle, eine
Null-Variante (natiirliche Belastung) wurde ab Sept. 2004 mit der Fliche in WZ I ins
Programm aufgenommen (Abbildung 47). Die westl. Fliche (Giille-Plot) war vor 20 Jahren
ein Maisacker, die anderen beiden Parzellen waren immer als Wiese bewirtschaftet.

Da der Giille-Plot zum Termin Mai 2004 mit Gérrest gediingt wurde, musste auf die etwa 50
m siidl. der Zufahrts-Strafle gelegenen Dorficker (Abbildung 47) ausgewichen werden. Als
Kontrollen dienten der bis Ende 2003 ungediingt zentrale Plot (ab 2004 Gérrest-Ausbringung
wegen Auslaufens des KuLaP) sowie im Mai 2004 der It. Herrn Schweiger ungediingte
Randbereich nordl. der groen Lagerhalle (Abbildung 47) und danach die ca. 1 km nordostl.
gelegene Wasserschutzzone 1 (ca. 70 m siidostl. des Brunnens). Die Termine der
Probenahmen, der jeweils letzten Diingung und die Lage der Entnahmestelle zeigt Tabelle 57.
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Es ist zu vermerken, dass die Halme nordl. der groBen Lagerhalle zur Probenahme 2004 auch
Diingespuren aufwiesen. Zudem wuchsen in etwa 5 m Entfernung Brennesseln, was auf N-
Reichtum im Boden hinweist und u.U. wegen der Ndhe der Hallen auf Ablagerung von
Tierkot und damit auf fikale Kontamination zuriickzufiihren sein kann. Die Aussagekraft der
Kontroll-Probe des Mai-Termins 2004 ist damit stark in Frage gestellt.

Kontrolle 2003 Kontrolle
Giille (ab 2004 Gérrest) Hy (09)2004,
. . 2003 2005: M1
Muhlacker ;q)7004, Garrest 2003, (05)2004,
2005 (09)2004, 2005

ollo

L]
[ ]

Hof Schweiger

Kontrolle (05)2004

Pointacker

Giille
(05)2004

Dorfacker

Berbling

Abbildung 47: Lageplan der Versuchsflachen fiir die Bodenbeprobungen

Die pro Flache ausgebrachte Giille- und Géarrestmenge (Prallteller) betrug It. Herrn Schweiger
einheitlich 12 m* / ha und Schnitt und entsprach damit praxisiiblichen Aufwandmengen. Pro
Jahr wurde 5 mal geschnitten, wobei vor dem letzten Schnitt keine Giille bzw. kein Gérrest
gegeben wurde, und die Giille It. Herrn Schweiger vor einem Schnitt in der Hochsaison 1 + 1
verdiinnt war. Da die Giérrest-Diingung 2003 wohl in Verbindung mit der trockenen und
heilen Witterung Verdtzungen des Gras-Bewuchses zur Folge hatte, verdiinnte Herr
Schweiger zu heiB3-trockenen Hochsaison-Terminen das Endlager ebenfalls 1 + 1, woraufthin
kaum oder keine Verdtzungen mehr auftraten.

Die 4 untersuchten Berblinger Standorte waren sehr einheitlich im Profilaufbau und der
Horizontierung (Parabraunerde-Pseudogley). Einem etwa 15 — 20 cm maéchtigen Ay- folgte
ein 20 — 25 cm starker ApBy-Horizont. Darunter befand sich ein typisches, etwa 20 — 40 cm
michtiges, kompaktes Schlufflehmband. Darunter, im Bereich 80 — 100 cm Bodentiefe, stief3
das Ausgangssubstrat, Geschiebemergel, an.
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Tabelle 57: Termine der Probenahmen und jeweils letzten Diingung fiir die Versuchsvarianten mit Lage der

Entnahmestellen
Variante Probenahme |letzte Diingung Lage
Kontrolle | 23.4.2003 | 28.3.2003 (vor 4 Wo.) | Kontroll-Plot Miihlacker |
19.5.2004 unsicher (siehe Text) Miihlédcker nahe Masch.-Halle
""""""""""""" 2092004 - wzr
""""""""""""" 2542005 |- wzr
Giille-Diingung _ [23.4.2003 | 28.3.2003 (vor 4 Wo.) | Giille-Plot Mihlacker |
19.5.2004 15.5.2004 (vor 1 Wo.) | Dorficker
""""""""""""" 20.9.2004  [27.8.2004 (vor 3,5 Wo.) | Giille-Plot Miihlicker |
""""""""""""" 2542005  [23.3.2005 (vor 4,5 Wo.) | Giille-Plot Miihlicker |
Girrest-Diingung |23.4.2003 | 28.3.2003 (vor 4 Wo.) | Garrest-Plot Miihlacker |
19.5.2004 10.5.2004 (vor 1 Wo.) | Gérrest-Plot Miihlacker
""""""""""""" 20.9.2004  [27.8.2004 (vor 3,5 Wo.) | Gérrest-Plot Miihlicker |
""""""""""""" 25.42005  [23.3.2005 (vor 4,5 Wo.) | Gérrest-Plot Miihlicker |

Kursive Eintrdge bezeichnen Probenahmen mit Unsicherheiten, vermutlich nicht représentativ fiir die Variante

B2.1.2.2 Lysimeter OberschleiBheim

Zum Termin April 2005 wurden von LfL-Agrardkologie zusétzliche Bodenproben von einem
unbelasteten Lysimeter aus OberschleiBheim, gefiillt mit einer Bodensdule vom Standort
Puch, als Null-Referenzen zur Verfligung gestellt und parallel mikrobiologisch untersucht.
Der Boden des Lysimeters beherbergte keine grofBeren Bodentiere. Tabelle 58 zeigt
bodenphysikalische und -chemische Kennwerte der obersten (0 - 10 cm) Bodenlage des
Lysimeters.

B2.1.23 Bayerische Griinlandstandorte

Ebenfalls zum Termin April 2005 wurden von LfL-Agrardokologie Bodenproben
verschiedener  bayerischer landwirtschaftlich  genutzter ~Wiesenbdden aus dem
Dauerbeobachtungsprogramm der LfL als Referenzen zur Verfligung gestellt. Anhand dieser
Proben sollten erste Anhaltspunkte zur Variabilitit der Belastung durch Clostridium
perfringens durch die Landwirtschaft gewonnen werden.

Es handelte sich um einen Oberbayerischen Standort (Griinland 1), einen aus der
Oberpfalz/Niederbayern (Griinland 2), einen aus Franken (Griinland 3) und einen aus
Schwaben (Griinland 4). Tabelle 58 zeigt bodenphysikalische und -chemische Kennwerte der
obersten (0 - 10 cm) Bodenlage dieser Wiesenbdden.

Die Néhrstoffriickfiihrung erfolgte fiir die Flichen unterschiedlich (HENKELMANN, personl.
Mitteilg.), Griinland 1 gehort zu einem Betrieb mit Stall-/'Wanderschathaltung (Tiere ca. alle
3 Jahre auf der Fliche), der das Heu nur als Futter verwendet, aber keine Giille hat. Auf den
Standorten Griinland 2 und 3 wurde im Herbst 2004 Giille und auf Standort Griinland 4 im
Herbst 2004 Festmist ausgebracht. Die Probenahme erfolgte Anfang April noch vor der ersten
Begiillung (Standorte Griinland 2 - 4).
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Tabelle 58: Bodenphysikalische und -chemische Kennwerte der obersten (0 - 10 cm) Bodenlage des Lysimeters
und der Bayerischen Wiesenstandorte

Standort Bodenart| Haupt- Ton |Schluff| Sand Roh- pH Kohlen-

boden- | (Masse |(Masse | (Masse | dichte tr. stoffge-

art %) %) %) | (g/cm’) halt (%)
Lysimeter Lu U 19,6 58,0 | 224 1,45 5,8 1,86
Griinland 1 Ut4 U 17,7 70,6 11,7 1,49 53 1,69
Griinland 2 | Ls3 L 24,8 38,7 | 36,5 1,12 52 4,39
Griinland 3 Ls4 L 17,2 17,8 65 1,06 59 5,04
Griinland 4 Lt2 L 25,2 47,5 27,3 1,04 5,5 5,23

Daten nach HENKELMANN (personl. Mitteilg). Bestimmung der Bodenart nach Humuszerstérung (4
Stechzylinder). Textur wurde im Profil bestimmt.

B 2.2 Probenahme und -vorbehandlung
B 2.2.1 Vorgrube- Fermenter- und Endlagerproben

Die mikrobiologischen Untersuchungen der Prozessketten (s. B 2.1.1) fanden im Zeitraum
21.6.2001 (erste Probenahme) - 10.2.2005 (letzte Probenahme) statt. Die Proben wurden
jeweils aus der Vorgrube und den Kanistern sowie am Ablauf der untersuchten Fermenter
bzw. Endlager nach Ablauf einiger Liter des Inhalts entnommen und in 250 oder 500 mL
Polypropylenflaschen (fabrikneu oder gewaschen und desinfiziert) abgefiillt. Sie wurden
unverziiglich gekiihlt ins Labor transportiert und sofort oder nach hochstens 3-tdgiger
Lagerung bei 4°C weiter verarbeitet. Eine Bestimmung der Fékalcoliformen und Coliformen
ergab selbst nach 4-tigiger Lagerung bei 4°C keinen Unterschied zur sofort analysierten
Probe. Erste Aktivitits-Einbullen waren erst nach etwa 10 Tagen erkennbar (nicht dargestellt).
Die Proben wurden mit einem zu Beginn und vor jedem Probenwechsel gewaschenen und
desinfizierten Ultra-Turrax etwa 1 min. homogenisiert. Fiir die (selektiven) Kultivierungen
wurden serielle Verdiinnungsreihen in sterilem PBS (0.13 M NaCl, 7 mM Na,HPO4, 3 mM
NaH,PO4, pH 7,2 in Wasser) angesetzt. Die Bestimmungen wurden mit geeigneten Mengen
der unverdiinnten Probe und/oder der Verdiinnungen durchgefiihrt. Die analysierten Parametr
sind bei B 2.3.1 dargestellt.

B 2.2.2 Bodenproben

Die mikrobiologischen Untersuchungen der Bodenproben fanden im Zeitraum 23.4.2003
(erste Probenahme) - 25.4.2005 (letzte Probenahme) statt. Allgemein waren die Berblinger
Flachen (s. B 2.1.2.1) zu allen Terminen von Wiihlméusen befallen. Es ist damit generell fiir
diese Flaichen mit Makro-/Megaporenfluss zu rechnen, obwohl unklar ist, ob sich dieser durch
das charakteristische Lehmband (s. B 2.1.2.1) fortsetzten konnte. Im Friithjahr 2003 war der
Wiihlmausbefall besonders stark. Es wurde generell versucht, keine Wiithlmausgénge bei den
Bohrungen zu treffen. Dies war allerdings technisch nicht auszuschlieBen, und die Variabilitit
der Ergebnisse fiir verschiedene mikrobielle Parameter wies darauf hin, dass solche Géinge
mit Kotablagerungen bei den Bohrungen getroffen wurden (s. B 3.2.3, B 3.2.4, B 3.2.5). Die
Boden aller untersuchter Standorte waren bei allen Probenahmen iiber das gesamte Profil gut
durchfeuchtet Bei guter Bodendurchfeuchtung erfolgt eine vertikale Keimverlagerung
schneller als in trockeneren Boden (PALUSZAK et al., 2003). Die Probenahmetermine (Tabelle
57) waren in entsprechendem Abstand nach der Diingung gewihlt, um vertikale
Keimverlagerung zu ermdglichen.
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In der WZ 1 wurden bei den Probenahmen Rehe in der Einzdunung bemerkt. Beim
Uberfliegen von Vogeln gelangte zuweilen auch Vogelkot auf Oberflichen.

Bei allen Arbeitsschritten wurde darauf geachtet, Kreuzkontaminationen zu vermeiden. Die
Berblinger Proben wurden mit einem Piirkhauer bis 1 m Bodentiefe manuell oder mit
maschineller Unterstiitzung genommen, wobei der Piirkhauer vor jeder Probenahme gereinigt
und vor jedem Plot-Wechsel mit 70 % Ethanol desinfiziert wurde. Zu jedem Termin wurden >
6 Bohrungen pro Plot vorgenommen. Die Bodensdulen wurden mit einem gewaschenen und
desininfizierten Messer in 6 Tiefenstufen (0 — 10 cm, 10 — 20 cm, 20 — 30 cm, 30 — 50 cm, 50
— 70 cm und 70 — 100 cm) unterteilt. Die einzelnen Tiefenstufen wurden zu Mischproben
vereinigt, und Skelettmaterial wurde manuell entfernt. Nur am Herbsttermin 2004 wurden die
Proben bei LfL-Agrar6kologie maschinell vom Skelett befreit und danach gesiebt (< 2 mm).
Dies wurde aber wegen der relativ aufwindigen Waschung von Sieben und Biirsten und dem
gleichzeitig sehr geringen Skelett- aber hohen Lehm- bzw. Schluffanteil (machte Siebung
praktisch tiberfliissig, gestaltete aber die Vermeidung von Kontamination schwierig) nicht
wiederholt.

Die Mischproben wurden in Plastiktiiten verpackt, gekiihlt schnell ins Labor gebracht und 1 —
3 Tage bei 4°C re-dquilibriert. Danach wurden sie unter Vermeidung von Sedimentation
seriell in PBS verdiinnt, wobei sie jeweils etwa 1 min heftig manuell geschiittelt wurden, um
Aggregate zu 16sen. Die Verdlinnungsreihen und Frischboden wurden entweder sofort oder
nach Lagerung bei 4°C (bis 2 Tage) mikrobiologisch untersucht.

Von Aliquots der frischen Mischproben wurden fiir jede Tiefenstufe die Trockengewichte bei
Gewichtskonstanz bestimmt (48 h 105°C). Die pro g FB bestimmten Keimzahlen wurden auf
g TB umgerechnet. Der Wssergehalt schwankte allgemein nur unwesentlich, weswegen sich
die pro g FB und pro g TB erhaltenen Ergebnisse relativ zueinander nicht unterschieden.

Die von LfL-Agrar6kologie zur Verfiigung gestellten Bodenproben des Lysimeters (s. B
2.1.2.2) waren in 5 Tiefenstufen (0 — 10 cm, 10 — 20 ¢cm, 20 — 30 cm, 30 — 40 cm und 40 — 50
cm) unterteilt und wurden analog den Berblinger Bodenproben behandelt. Ebenso wurde mit
den Referenzproben von den Wiesenstandorten (s. B 2.1.2.3) verfahren, die in 3 Tiefenstufen
(0-10cm, 10 - 20 cm, 20 - 30 cm) unterteilt waren.

B 2.3 Mikrobiologische und molekularbiologische (QPCR) Untersuchungen

B 2.3.1 Untersuchte Parameter

In Tabelle 59 sind die untersuchten physiologischen Gruppen und Mikroorganismen
dargestellt.

Tabelle 59: Untersuchte mikrobiologische und virale Parameter

Klassisch (v.a. Kultivierung) | (RT)qPCR

Routineuntersuchung | Coliforme | Enterobacteriaceae |
Fakalcoliforme Escherichia coli

""""""""""""""""""" Intestinale Enterokokken | Enterococcus faecalis + E. faecium |

Sporadisch Thermophile Campylobacter | Thermophile Campylobacter spp.:

Campylobacter jejuni + C. coli + C.

Bacillus cereus Bacillus cereus-Gruppe:
Bacillus cereus + B. thuringiensis +
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Klassisch (v.a. Kultivierung) | (RT)qPCR

Cryptosporidium — parvum®™, | C. parvum [alle pv. auBer 'dog'] + C.
S | (Giardia lamblia™) |, hominis + C. meleagridis + C. wrairi_|

Rotaviren*
""""""""""""""""""" Enterovirus®  |Enterovirusspp. |
""""""""""""""""""" Norovirus Gg1®, Gg2>  |Norovirus Gg2 |

nur in der Modellanlage und in Wasserbadversuchen, Infektiositdt durch IPL, Exzystierung und
Membranpermeabilitidt durch IPL und TUM-SWW; & nicht durchgefiihrt, s. Text; * durch LGL iiber Enzym-
Immunoassay; s durch LGL iiber RT-PCR

Die mikrobiologischen Untersuchungen gliederten sich in 2 Untersuchungsteile, in Verfahren
mit (selektiver) Kultivierung bzw. etablierten Verfahren und in qPCR-Ansétze. Die einzelnen
spezifischen Kultivierungs- bzw. etablierten und die qPCR-Ansitze wurden so gestaltet, dass
die Zielgruppen weitestmdglich identisch und die Ergebnisse damit vergleichbar waren.

B23.1.1 Berblinger Pilotanlage, Monitoring und Chargenversuche

Im Monitoring wurden fiir die Berblinger Pilotanlage (s. B 2.1.1.1) alle in Tabelle 59
genannten Parameter bestimmt (ausser Inaktivierungsparameter fiir Cryptosporidium parvum,
% in Tabelle 59).

Die Chargenversuche (s. a. B 2.1.1.1) beinhalteten alle bakteriellen Parameter (Tabelle 59).
Viren und Parasiten wurden in den Chargenversuchen nicht bestimmt, da sie bereits in der
Gille immer unter oder im Bereich der Nachweisgrenze lagen, und eine Vermehrung von
Viren und Parasiten im Prozess ausgeschlossen werden kann.

Zu den Chargenversuchen ist anzumerken, dass versucht wurde, eine Giille-Charge ausgehend
vom Vorgruben-Material im Durchgang durch die Fermenterkette bis ins Endlager jeweils
nach den mittleren hydraulischen Verweilzeiten (Tabelle 56) zu verfolgen. Die Uberlegung
dazu war, dass nach den hydraulischen Verweilzeiten > 95 % der jeweiligen Fermenterinhalte
ausgetauscht waren und die Inhalte dann die des jeweils vorherigen Fermenters
reprasentierten. Spéteren Tracerexperimenten mit LiCl zufolge waren allerdings die
Verweilzeiten im F2 deutlich kiirzer als bei einem angenommenen Pfropfenstrom (Tabelle
56). Demnach sollte eine unvollstindige Durchmischung aber kein echter Pfropfenstrom
("Kaskadenstrom") vorgelegen haben. In den Riihrkesseln F1 und F3 wird das zugefiihrte
Material bereits beim ersten Riihren voll durchmischt. Hier tritt bereits etwas Material der
betrachteten Charge nach einem Beschickungs-/Entnahme-Intervall im folgenden Fermenter
auf. Wegen der Vermischungs-Problematik kann also nur anndhernd von einer Verfolgung
einer Charge im Sinne einer Schwarz-Weiss-Trennung gesprochen werden. Fiir die
keimreduzierende Wirkung der Fermenter(-Kette) ist allerdings die Fragestellung, ob wirklich
eine bestimmte Charge verfolgt wurde, zumindest fiir das dritte Chargenexperiment (Beginn
15.3.2004, s. B 2.1.1.1) sekundér, da hier sowohl die Chargen vorher als auch die folgenden
gleich behandelt waren.

B23.1.2 Modellanlage, Keimtrigerversuche, Wasserbadexperimente

In der Modellanlage (s. B 2.1.1.2) wurden ein Monitoring fiir Coliforme und Fékalcoliforme
durchgefiihrt.

In der Modellanlage fanden auch die Keimtrdgerversuche zur Bestimmung der Inaktivierung
von Cryptosporidium parvum Qozysten statt. Dabei wurden Diffusions-Keimtrager nach
RAPP (1995) und KNIE et al. (2000) (Filter-Sandwich-Keimtriger) aus Polycarbonat mit
einem Volumen von 3 mL und 0,4 pm Membranfilter verwendet (s. B 2.3.2.7.2). Der Inhalt
bestand aus C. parvum Oozysten vermengt mit Material jeweils aus den Kompartimenten der



Biogastechnologie in Wasserschutzgebieten 167

Modellanlage (Vorgrube, F1, F2, F3, s. B 2.3.1.2). Damit konnten hohe Oozysten-
Konzentrationen direkt den chemischen und physikalischen Einfliissen ausgesetzt und
praktisch verlustfrei wiedergewonnen werden (s. B 2.3.2.7.2).

Zur Absicherung der Keimtriagerversuche wurden durch IPL Wasserbad-Experimente mit
reinen Oozysten-Suspensionen durchgefiihrt (s. B 2.3.2.7).

B23.13 Modell-Endlagerversuch

Im Modell-Endlagerversuch (s. B 2.1.1.3) wurden Coliforme und Fikalcoliforme bestimmt,
da sie am schnellsten mit Wiederverkeimung reagierten (s. B 3.1.1, B 3.1.2).

B23.14 Bodenproben

Fiir alle Bodenproben wurden ausschlieBlich kultivierungsabhéngige Verfahren eingesetzt, da
sich im Projekt zeigte, dass die qPCR-Verfahren mit DNA als Zielmolekiil lebensfahige
Keimzahlen z.T. gravierend iiberschitzten. Die Berblinger Bodenproben (s. B 2.1.2.1) wurden
zundchst nur auf Coliforme, Fékalcoliforme, Enterokokken und intestinale Enterokokken
untersucht. Ab 2004 wurde zusitzlich auf Clostridium perfringens und 2005 zusitzlich auf
Bacillus cereus untersucht, da diese Sporenbildner wéhrend des Biogasprozesses nicht oder
nur marginal reduziert wurden.

Die 2005 hinzugekommenen Proben vom Lysimeter (s. B 2.1.2.2) wurden als zusitzliche
Null-Referenz zusammen mit den Berblinger Proben auf dieselben Parameter hin untersucht.
Die 2005 hinzugekommenen Proben von den bayerischen Griinlandstandorten (s. B 2.1.2.3)
dienten zur vorldufigen Einschidtzung der Variabilitit einer eventuellen landwirtschaftlichen
Belastung durch C. perfringens und wurden daher auf diesen Parameter hin untersucht.

B 2.3.2 Kaultivierungsabhingige Verfahren

B23.2.1 Coliforme und féakalcoliforme Bakterien

Die Bestimmungen erfolgten iiber eine MPN-Methode (DE MAN, 1983) mit Fluorocult®-
Laurylsulfat-Bouillon in Anlehnung an EG-Richtlinie 76/160/EWG (SCHINDLER, 1991). Die
zu untersuchenden Proben (s. B 2.3.1) wurden mind. 30 s heftig geschiittelt und gevortext.
Jeweils 3 x 1 mL der unverdiinnten Suspension und geeigneter Verdiinnungen (mindestens 3
Verdiinnungsstufen) wurden sofort (zur Minimierung von Sedimentationseffekten) jeweils 9
mL Fluorocult®-Laurylsulfat-Bouillon zugesetzt, leicht gevortext und bei 37°C bebriitet.

Um Hinweise auf Prisenz sublethal geschidigter Zellen bzw. ABNC-Bildung (s. B 1.2.3) zu
erhalten, wurde die konventionelle 24 h Bebriitung auf etwa 4 d ausgedehnt (Ablesung nach 1
d, 2 d und ca. 4 d). Die Zahl der positiven Rohrchen erhohte sich ndmlich wéhrend der
weiteren Inkubation z.T. noch deutlich (LEBURN et al., 2005). Konstanz der Ergebnisse stellte
sich etwa ab 4 d Bebriitung ein. Zu jedem Termin wurden coliforme Bakterien anhand
Gasbildung im Durham-Rohrchen und Fikalcoliforme tiber Fluoreszenz bei UV-Einstrahlung
bestimmt. Anhand der positiven und negativen Rohrchen wurden jeweils die MPN bestimmt.

B23.22 Intestinale und Gesamt-Enterokokken

Die Bestimmungen erfolgten nach ISO / DIS 7899-2. Ein mL geeigneter, mind. 30 s heftig
geschiittelter und gevortexter Verdiinnungen der Proben (s. B 2.3.1) (mind. 1 Wiederholung,
mind. 2 Verdiinnungsstufen) wurde sofort (vor Sedimentation) durch 0,45 um Membranfilter
(Sartorius 11406-50-ACN) Unterdruck-filtriert (Edelstahl-Filtationsanlage). Alles verwendete
Material war sterilisiert oder desinfiziert. Nach jeder Filtrierung wurden die Trichterrdnder
mehrfach mit 0,85 % KCI nachgespiilt, und vor jedem Probenwechsel wurden Trichter und
Fritten erneut desinfiziert und abgeflammt. Bei den Bodenproben enthielten die beprobten
Verdiinnungen vorzugsweise die Stufe 107, da die Ergebnisse vermuten liessen, dass die
Enterokokken sehr fest mit Ton-Humuskomplexen assoziiert waren (vgl. KAGAWA, 1971) und
aus stirkerer Verdiinnung daher unterbestimmt wurden.
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Gesamt-Enterokokken wurden nach 48 h Kultivierung (feuchte Atmosphéire) des Filtrats bei
44°C auf m-Enterokokken- (bzw. Slanetz-Bartley-) Agar gezihlt. Dabei wurden alle (auch
pinpoint) rosa- bis braunroten Kolonien beriicksichtigt. Die Bestimmung der Gesamt-
Enterokokken erwies sich als problematisch (s. B 3.1.3) und kann daher nicht fiir die Routine
empfohlen werden. Intestinale Enterokokken wurden nach weiterer 2 h Bebriitung der Filter
auf vorgewirmtem Asculin-Agar anhand deutlicher Schwarzfirbung im Agar gezihlt.
Typischerweise waren dies 0,5 — 1 mm grof3e dunkel- bis braunrote Kolonien.

B2323 Thermophile Campylobacter

In Vorversuchen zeigte sich, dass eine direkte Plattierung von Giille auf mCCDA-Agar
(modifizierter CCDA-Preston-Agar, Oxoid CM0739+SR0155) Inkubation mikroaerob 2 d bei
42°C, s.u.) nicht geniigend selektiv war, da sich eine zu starke Hintergrund-Mikroflora
einstellte. Es wurde daher eine selektive Anreicherung vorgeschaltet und auf eine MPN-
Strategie (s. B 2.3.2.1) mit Nachweis iiber qPCR zuriickgegriffen. Der Nachweis liber gPCR
erwies sich dabei im Test von 23 Campylobacter-Referenzstimmen als wesentlich geeigneter
als der konventionelle Test iiber Gram-Féarbung (nicht dargestellt). Die Zusammensetzung des
Anreicherungs-Mediums wurde fiir Giille optimiert. Dabei war ein selektives Preston
Campylobacter Anreicherungsmedium (sPCA, Oxoid CM0067+SR0084+SR0117+SR0048)
am effektivsten (nicht dargestellt). Zur Quantifizierung wurde dann folgendermallen
vorgegangen:

Jeweils 3 x 1 mL der unverdiinnten Suspension und der Verdiinnungen 10" und 107 der
Proben (s. B 2.2.1) wurden mind. 30 s heftig geschiittelt und gevortext und sofort (vor
Sedimentation) jeweils 9 mL sPCA zugesetzt. Nach Vortexen wurden die Proben mikroaerob
(Anaerocult C; 2,5 L anaerobic jar; Merck) 2 d bei 42°C bebriitet. Nach Vortexen wurden 100
uL Aliquots auf mCCDA ausplattiert, und die Platten mikroaerob 2 d bei 42°C bebriitet.
Platten mit typischen Kolonien wurden nach qPCR-Bestitigung auf Vertreter der
thermophilen Campylobacter spp. als positiv gewertet. Anhand der positiven und negativen
Platten wurden die MPN bestimmt (s. B 2.3.3.2.3).

B23.24 Yersinia enterocolitica

Auch fiir Yersinia enterocolitica zeigten Vorversuche, dass eine direkte Plattierung von Giille
auf CIN-Agar (Oxoid CMO0653+SR0109, Bebriitung 24 h bei 32°C) wegen starker
Entwicklung von Hintergrund-Mikroflora nicht mdglich war. Hilfreich war eine
vorgeschaltete selektive Anreicherung (24 h, 30°C in Ossmer-Bouillon (Merck
1.16701.0500). Die Quantifizierung wurde damit ebenfalls {iber MPN-Bestimmung (s. B
2.3.2.3, B 2.3.3.2.3) vorgenommen.

Jeweils 3 x 1 mL der unverdiinnten Suspension und der Verdiinnungen 10™ und 107 der
Proben (s. B 2.2.1) wurden mind. 30 s heftig geschiittelt und gevortext und sofort (vor
Sedimentation) jeweils 9 mL Ossmer-Bouillon zugesetzt. Nach Vortexen wurden die Proben
24 h bei 30°C bebriitet. Nach Vortexen wurden 100 pL Aliquots auf CIN-Agar ausplattiert,
und die Platten 24 h bei 32°C bebriitet. Platten mit typischen Kolonien wurden nach qPCR-
Bestitigung auf Y. enterocolitica als positiv gewertet. Anhand der positiven und negativen
Platten wurden die MPN bestimmt.

B23.25 Bacillus cereus (-Gruppe)

Bacillus cereus (incl. B. thuringiensis, B. anthracis, B. mycoides, B. pseudomycoides) wurde
iiber selektive Plattierung von 100 uL geeigneter Verdiinnungen der Proben (s. B 2.3.1) auf
PEMB-Agar (PEMBA, Oxoid CM0617+SR0099+SR0047) mit mindestens 1 Wiederholung
nach Herstellerangaben bestimmt (Z&hlung typischer Kolonien nach 24 h Inkubation bei 35°C
und danach 24 h bei ca. 20°C).

Obwohl sich eine relativ starke Hintergrundflora entwickelte, lieBen sich typische blaue
Kolonien zumeist noch erkennen. Zufdllig ausgewihlte Kolonien verschiedener Platten
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erwiesen sich im qPCR-Test (s. B 2.3.3.2) auf Vertreter der B.-cereus-Gruppe durchwegs als
positiv (Kolonien der Hintergrund-Mikroflora immer als negativ). Wegen der schwéirmenden
Kolonie-Wuchsform und des hidufigen Uberwuchses durch Hintergrund-Mikroflora war
allerdings eine exakte Quantifizierung sehr schwierig. Die iiber Kultivierung ermittelten
Werte flir B. cereus miissen daher eher als Schitzungen betrachtet werden, sie entsprachen
allerdings in der GroBenordnung den direkten Bestimmungen aus den Proben iiber spezifische
gPCR (s. B 3.1.6). Hier sind methodische Weiterentwicklungen wiinschenswert.

B23.2.6 Clostridium perfringens

Clostridium perfringens wurde im Koch'schen Plattengussverfahren in fluorogenem TSC-
Agar (TSCF-Agar, Merck 1.11972.0500+1.00888.0001) bestimmt, da C. perfringens,
insbesondere die Sporen, iiber Kultivierung in TSCF im Vergleich zu anderen Medien am
spezifischsten nachgewiesen wurden, und gleichzeitig die Detektionseffizienz mit am
hochsten war (ARAUJO et al., 2001; ARAUJO et al., 2004). Die Ergebnisse beinhalten Sporen +
vegetative Zellen, da auf einen Abtotungsschritt vor der Inkubation verzichtet wurde.

I mL geeigneter Verdiinnungen der Proben (s. B 2.3.1) wurden mit jeweils mindestens einer
Wiederholung in TSCF eingegossen und 24 h bei 44°C anaerob (Anaerocult A; 2,5 L
anaerobic jar; Merck) bebriitet. Uber einem UV-Tisch fluoreszierende, schwarz gefirbte
Kolonien wurden als C. perfringens gezéhlt.

Als problematisch stellte sich heraus, dass teilweise zwischen Petrischale und Agar eine
grof3flichige, wolkige Schwarzfirbung (bei Gasbildung teilweise leicht vom Boden
abgehoben) mit starker Fluoreszenz des Rands auftrat, die eine Zahlung der sonst typischen
Kolonien unsicher machte. Die iiber Kultivierung ermittelten Werte fiir C. perfringens konnen
daher vor allem bei den Bodenproben fiir den Probenahmetermin Mai 2004, wo der Effekt
besoners hdufig auftrat, um ca. 1 log-Stufe {iberschitzt sein, da zu diesem Termin von der
gefarbten Fliache auf die Anzahl der Kolonien geschlossen wurde. Zu den spiteren Terminen
wurden Platten mit Wolkigkeit’ nicht ausgewertet, was durchwegs etwa 1 log-Stufe
geringere Werte ergab. Eine Unterschdtzung kann ausgeschlossen werden, da die TSCEF-
Werte fiir die Fermenterkette in der Grofenordnung den direkten Bestimmungen {iber
spezifische qPCR entsprachen. Methodische Weiterentwicklungen zur Verhinderung der
angesprochenen Problematik sind wiinschenswert.

B2.327 Cryptosporidium parvum

Cryptosporidium parvum besteht aus 2 Genotypen mit unterschiedlicher Wirtsspezifizét
(ROBBEN and SIBLEY, 2004). Genotyp 1 scheint ausschlieBlich Primaten zu befallen und
wurde in C. hominis umbenannt, wihrend der 'bovine' Genotyp 2 sowohl fiir Menschen als
auch teilweise fiir andere Wirte pathogen sein kann (ROBBEN and SIBLEY, 2004). In der hier
préasentierten Arbeit wird der alte Species-Name C. parvum stellvertretend fiir C. parvum + C.
hominis verwendet.

Die Untersuchungen erfolgten grofenteils im Rahmen eines Kooperationsvertrags mit IPL,
das iiber die eingesetzten Methoden bereits berichtete (NAJDROWSKI et al., 2004; WACKWITZ,
2005). Es wurden Keimtriager- und Wasserbad-Experimente durchgefiihrt. DieGewinnung der
Oozysten, die Reinigung sowie die Bestimmung der Infektiositit wurden von IPL
tibernommen. Die Parameter (Fihigkeit zur) Exzystierung und Membranpermeabilitit wurden
teilweise durch IPL und teilweise durch TUM-SWW bestimmt. TUM-SWW iibernahm die
Durchfiihrung der Keimtridgerexperimente sowie die Quantifizierungen iiber (RT)qPCR.

Zur Absicherung der Ergebnisse wurden durch IPL Wassbadexperimente durchgefiihrt, in
denen reine Oozysten-Suspensionen (definierte Mengen, in 2,5 mL Eppendorf-Cups)
entsprechend den Vorgaben aus der Pilotanlage Temperaturen und Einwirkzeiten sowie
relevanten Teperatur/Zeit-Kombinationen ausgesetzt wurden. Danach wurden die
Aktivitdtsparameter bestimmt.
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B 2.3.2.7.1 Reinigung der Oozysten iiber Kochsalzflotation (nach Passage)

Der oozystenhaltige Kot von kiinstlich infizierten Rindern (Stamm IOWA) oder von wilden
Infektionen wurde, falls notwendig, mit Wasser verdiinnt, mit einem Kiichenstab
homogenisiert, durch ein Sieb passiert und zentrifugiert (2500 g, 10 min). Der Uberstand
wurde bis auf einen kleinen Rest verworfen, das Sediment mit Ether gemischt und erneut
zentrifugiert. Bis auf das Sediment wurde dann alles verworfen (Etherphase, Schmutzkuchen,
wissrige Phase) und das erstere noch 2 - 3 mal mit Wasser gewaschen, bis kein Ethergeruch
mehr feststellbar war. Zum Schluss wurde das Sediment mit kalter gesittigter Kochsalzlosung
gemischt, mit kaltem dH,O iiberschichtet und 10 min bei 2300 g ungebremst zentrifugiert.
Die Oozysten wurden dann an der Phasengrenze Salz-Wasser abgesaugt, in ein Gefdll mit
Wasser tberfiihrt und noch mal zentrifugiert. Nach Bedarf wurde die Kochsalzflotation
wiederholt. Zum Schluss wurden die Oozysten in PBS mit Zusatz von Penicillin (100 IE /
mL), Streptomycin (50 pg/ mL) und Amphotericin B (2,5 ng / mL) resuspendiert und gekiihlt
TUM-SWW fiir die Keimtriagerexperimente (s. B 2.3.2.7.2) iibersandt oder im Kiihlschrank
aufbewabhrt.

Die Kochsalzflotation wurde auch in den beiden ersten Keimtrigerexperimenten (12 / 2003,
07 / 2004) zur Reinigung der Oozysten aus den Keimtrigern eingesetzt.
Wiederfindungsversuche zeigten aber, dass iiber diese Methode 50 - 90 % der Oozysten
verloren wurden. Die Ergebnisse sprachen sogar dafiir, dass die Methode fiir die lebende
Fraktionder Oozysten selektiert (M. NAJDROWSKI, unverdffentlicht; s. B 3.1.8.2.2). In den
folgenden Keimtrigerexperimenten wurde daher eine Percoll-Gradientenzentrifugation (s. B
2.3.2.7.3) zur Reinigung der Keimtragerinhalte eingesetzt.

B 2.3.2.7.2 Exposition in Diffusions-Keimtréigern

Definierte Mengen zuvor konzentrierter Oozysten (Bereich 10’ — 10*) wurden in den ersten
beiden Keimtragerexperimenten (12 / 2003, 07 / 2004) mit Material jeweils aus den
Kompartimenten der Modellanlage (Vorgrube, F1, F2, F3, s. B 2.3.1.2) vermengt, in 2,8 mL
Diffusionskeimtrager (Labor Dr. Rabe; 0,4 um Membranfilter Millipore HTTP02500)
eingefiillt, entsprechend der Substratherkunft im jeweiligen Kompartiment befestigt und den
Versuchsbedingungen (entsprechend den gesicherten Verweilzeiten in den Fermentern, s.
Tabelle 56, sowie relevanten Teperatur/Zeit-Kombinationen) ausgesetzt. Als Kontrollen
dienten Varianten 4°C mit und ohne Giille. Da sich vor allem in den mikroskopischen
Analysen Probleme mit der Reinigung der Keimtriger-Inhalte ergeben, wurden in den
folgenden Keimtragerexperimenten Giille und Fermentermaterial vor Oozysten-Zusatz
abzentrifugiert (2500 g, 5 min), um partikuldres Material (ca. 10 %) zu entfernen aber das
chemische Milieu und den osmotischen Druck beizubehalten. Die Sedimente wurden entfernt,
die Oozysten den Uberstinden zugesetzt, und diese Suspensionen in den entsprechenden
Kompartimenten der Modellanlage exponiert.

Die Keimtriagerinhalte wurden nach den unterschiedlichen Behandlungen quantitativ
wiedergewonnen (Spiilung der Innenwinde und Filter mit 0,85 % KCI), und die Suspensionen
danach wieder auf 2,8 mL eingestellt. Etwa 2,5 mL der Proben wurden gekiihlt per Express
IPL zur weiteren Analyse zugesandt, der Rest wurde an TUM-SWW analysiert.

B 2.3.2.7.3 Reinigung der Oozysten aus den Keimtrigern iiber Percoll-
Gradienten-Zentrifugation

Am IPL wurden die Inhalte der Keimtrager (mit den Oozysten) moglichst vollstindig in ein
Falcon-Rohrchen iiberfiihrt. Es wurde in einem Rohrchen nach PEETERS und VILLACORTA
(1995) ein Percollgradient aus 4 Schichten (jeweils ca. 2 - 2,5 mL) aufgebaut: unverdiinntes
Percoll (Dichte 1,13), 3:1-Gemisch Percoll-Wasser (Dichte 1,09), 7:13-Gemisch Percoll-
Wasser (Dichte 1,05), 1:19-Gemisch Percoll-Wasser (Dichte 1,01 g / mL). Als oberste
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Schicht wurde die oozystenhaltige Giillefliissigkeit hineingegeben. Der Gradient wurde 15
min bei 650 g ungebremst zentrifugiert. Die Oozysten wurden an der Grenze zwischen den
Phasen 1,09 und 1,05 abgesaugt und noch dreimal mit PBS gewaschen (1500 g, 10 min). Sie
waren dann weitestgehend frei von Verunreinigungen.

Die Wiederfindungsrate {iiber Percoll-Gradienten-Zentrifugation betrug mit Oozysten-
haltigem Uberstand (vgl. B 2.3.2.7.2) etwa 70 %. Die Methode war damit wesentlich besser
geeignet als die Kochsalz-Flotation, die Oozysten reprisentativ fiir die folgenden
physiologischen Untersuchungen aus den Keimtrigern wiederzugewinnen.

B 2.3.2.7.4 Zellkultur und Infektion in vitro

Allgemein wird die Zellkultur (insbesondere die humane) gegeniiber Tiermodellen bevorzugt,
da die untere Infektivitdtsschwelle eher der unteren Dosis for Infektiositit bei Menschen
entspricht (ROSE et al., 2000). Die Ergebnisse fiir HCT-8-Zellen korrelierten auch gut mit
dem CD-1-Maus-Modell (ROCHELLE, 2004). Die humanen Zellkulturen sind damit der
geeignetste Standard zur Beurteilung der Infektiositét (zumindest) von Kryptosporidien.

Fir die Infektionstests wurden adhdrent wachsende HCT-8-Zellen (humane
Adenocarcinomzellen, permanent) verwendet. Die Zellen wurden in T75-Flaschen in RPMI-
1640-Medium mit 10 % FKS, 2 mM L-Glutamin, 1 mM Na-Pyruvat, 100 IE / mL und 100 pg
/ mL Streptomycin im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,) kultiviert. Alle 2 - 3 Tage wurden die
Zellen subkultiviert: der Monolayer wurde mit PBS gewaschen, die Zellen bis zum Abldsen
mit Trypsin/EDTA co-inkubiert, im frischen Medium resuspendiert. Etwa 1/5 Volumen
wurde in eine neue Flasche iiberfiihrt. Gleichzeitig mit der Passagierung wurden
gegebenenfalls die Kulturen fiir die Infektionsversuche vorbereitet.

Die Zellen wurden in die Vertiefungen von LabTek Chamber Slides (4 x 10° Zellen pro
Vertiefung) eingesit und inkubiert, bis ein fast konfluenter Monolayer entstanden war (ca. 2
Tage). Unmittelbar vor der Infektion wurde das Medium gegen ein Exzystierungsmedium
(RPMI-1640 mit 0,4 % Natriumtaurocholat) ausgetauscht. Die Oozysten wurden im Medium
resuspendiert, in einer Neubauerkammer gezihlt und auf eine Dichte von 10" pro mL
eingestellt. Aus dieser Stammsuspension wurde durch 1:10 Verdiinnung mit Medium eine
Titrationsreihe hergestellt. Jeweils 100 pL dieser Suspension, entsprechend 10°, 10°, 10* etc.
Oozysten wurden auf die Zellen gegeben. Nach 2 Stunden wurde das Exzystierungsmedium
1:3 mit frischem Medium verdiinnt, und die Zellen weitere 24 h inkubiert.

Fiir die Zellkultur-Immunfluoreszenz (s. B 2.3.2.7.6) wurden die Oozysten vor der Infektion
gebleicht (10 min 5%iges Na-Hypochlorit), da die Bleichung Vorversuchen zufolge eine etwa
2-fach intensivierte (vmtl. beschleunigte) Auspriagung der Infektionsherde (Foci) bewirkte,
die Gesamtanzahl der gebildeten Foci pro Oozyst und die Detektionsgrenze allerdings nicht
verdnderte.

B 2.3.2.7.5 Zellkultur-PCR

Der hier beschriebene Zellkultur-PCR-Ansatz wurde nur in den ersten beiden Keimtriger-
Experimenten (12 / 2003, 07 / 2004) eingesetzt, danach war die von IPL zur Routineanalytik
entwickelte Zellkultur-Immunfluoreszenz einsatzbereit.

Die infizierten Zellkulturen wurden mit Trypsin/EDTA bzw. Accutase (PAA Laboratories,
Colbe) abgelost, in ein Reaktionsgefall iiberfiihrt, mit PBS gewaschen und in 200 uL PBS
resuspendiert. Die DNA-Extraktion erfolgte mit dem QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) nach
Herstelleranweisung. 2,5 uL Extrakt wurden iiber PCR amplifiziert. Die Primer wurden von
PETRY et al. (1998) verdffentlicht. Die PCR-Gemische (25 pL) hatten folgende
Zusammensetzung: 14,8 uL Wasser; 2,5 puL 10-fach PCR-Puffer; 3,5 upL MgCl,
(Endkonzentration 3,5 mM); 0,5 uL dANTP-Mix (je 500 uM); je 0,5 puL Primer (400 uM); 0,2
uL Tag-Poymerase (1 U / Reaktion). Das PCR-Programm bestand aus folgenden Schritten:
initiale Denaturierung bei 94°C fiir 3 min, gefolgt von 35 Wiederholungen von Denaturierung
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(94°C fiir 45 sec), Annealing (57°C fiir 45 sec) und Extension (72°C fiir 1 min), und einem
letzten Extensionsschritt (10 min bei 72°C). Die Produkte wurden auf 1,5 % Agarosegel in
TBE-Puffer aufgetrennt, mit EtBr gefdrbt und auf einem UV-Transilluminator fotografiert.
Bei sichtbaren Banden korrekter Groe wurde die Infektiositit der im Infektiositétstest
eingesetzten Verdiinnung als positiv gewertet.

B 23.2.7.6 Zellkultur-Immunfluoreszenz

Der hier beschriebene Infektiositdtstest iiber Zellkultur-Immunfluoreszenz konnte ab dem
dritten Keimtriger-Experiment (11 / 2004) eingesetzt werden.

Das Medium in den Vertiefungen wurde entfernt, und die Zellen 2 - 3 mal mit PBS
gewaschen. Die Kammeraufteilung wurde abgenommen und die Zellkulturen in kaltem 70 %
Methanol 10 min fixiert, 3 x 2 min mit PBS gewaschen und mit mAK-Ldsung (monoklonale
Primir-AK aus Maus, U. Mackenstedt, Univ. Hohenheim) iiberschichtet. Nach Inkubation fiir
45 min wurden die Zellen erneut mit PBS gewaschen (2 - 3 mal), mit dem Sekundir-AK
(FITC-markiert, Sigma, F4143) iiberschichtet und erneut 45 min inkubiert. Anschlielend
wurden die Kulturen erneut gewaschen, mit Uberschichtungspuffer und Deckglas bedeckt,
das Deckglas mit Nagellack fixiert, und die Kulturen unter dem Epifluoreszenzmikroskop
ausgewertet. Dazu wurden die Monolayer auf das Vorhandensein von griin fluoreszierenden
Punkten (,,Foci®, entsprechen den intrazelluliren Entwicklungsstadien von C. parvum)
untersucht und je nach Menge dieser Entwicklungsstadien entweder 20 zufillig ausgewdhlte
Bilder pro Vertiefung oder alle aufzufindenden Foci-Aggregate mit einer Digitalkamera
aufgenommen. Die Fliche der Foci wurde mit einem Bildbearbeitungsprogramm bestimmt
und auf das gesamte Well hochgerechnet. Die Anzahl der Foci ergab sich durch die Teilung
der gesamten Foci-Fliche durch die Flache eines einzelnen Focus (durchschnittlicher
Durchmesser 4 um). Die Reduktion der Infektiositdt ergab sich durch Vergleich der Foci-
Flachen aus der Infektion der Zellen mit behandelten Oozysten und aus der Infektion mit
vitalen Kontroll-Oozysten.

B 2.3.2.7.7 (Fdhigkeit zur) Exzystierung

Die Oozysten wurden im Medium RPMI-1640 (s. B 2.3.2.7.4) mit 0,8 % Natriumtaurocholat
resuspendiert und 2 h bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Suspension im
Eisbad gekiihlt, gut gemischt und ein Tropfen auf einem Glasobjekttrager mit Phasenkontrast
mikroskopiert. Es wurden mindestens 100 Oozysten ausgezéhlt und dabei die intakten, nicht
exzystierten von den exzystierten differenziert. Die Exzystierungsrate ergab sich als Quotient
aus der Anzahl der exzystierten Oozysten und der Summe aller (exzystierter und intakter)
Oozysten, multipliziert mit 100 %.

B 2.3.2.7.8 Membranintegritiit (Vitalfirbung)

Die Oozysten wurden in 100 uLL HBSS oder PBS resuspendiert, und jeweils 10 uLL DAPI- und
PI-Stammldsung (2 mg / mL in Methanol bzw. 1 mg / mL in 0,1 M PBS) wurden zugegeben.
Der Ansatz wurde 2 h bei 37 °C im Wasserbad inkubiert, danach die Oozysten 2 mal mit
HBSS (PBS) gewaschen. Die gefirbten Oozysten wurden im Epifluoreszenz-Modus
mikroskopiert und dabei mindestens 100 Oozysten gezéhlt und nach Farbstoffaufhahme
differenziert (DAPI-positive blau, PI-positive rot). Die PI-positiven wurden als tot eingestuft,
die ausschlieSlich DAPI-positiven als vital.

B2.3.28 Giardia duodenalis

Auf die urspriinglich im Antrag vorgesehene (sporadische) Bestimmung von Giardia lamblia
(bzw. G. intestinalis, G. duodenalis, ” in Tabelle 59) wurde in Absprache mit LGL (Dr.
Schindler) und LfW (Dr. Herb) verzichtet, da die Resistenz von G. duodenalis und C. parvum
gegeniiber dusseren Einfliissen praktisch identisch ist (BETANCOURT and ROSE, 2004), und
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damit beziiglich der Hygienisierungseffizienz keine Unterschiede zu erwarten waren. Der
Aufwand, ein geeignetes Zellkultursystem fiir Giardien zu etablieren, hitte in keinem
Verhiltnis zum zu erwartenden Ergebnis gestanden. Die fiir C. parvum erhaltenen Ergebnisse
bzgl. Verminderung der Infektiositdt konnen BETANCOURT und ROSE (2004) zufolge
stellvertretend in erster Ndaherung auch fiir Giardien angenommen werden.

B23.29 Rotaviren

Humane Rotaviren wurden fiir die Berblinger Biogasanlage (incl. Vorgrube, Endlager, s. B
2.1.1.1) durch LGL bestimmt. Nach Homogenisierung der Proben wurde das Rotavirus-
Antigen iiber den bei LGL (Dr. Bayer) etablierten und routinemifig durchgefiirten Enzym-
Immunoassay (EIA) nachgewiesen.

Da iiber EIA sowohl infektidse als auch nicht-infektiose Partikel nachgewiesen werden,
bedeutet ein negatives Ergebnis, dass in den Proben kein Ziel-Antigen vorhanden war, oder
die Konzentration unter der Nachweisgrenze lag.

B2.3.2.10 Enterovirus

Fiir die Proben aus der Berblinger Biogasanlage (incl. Vorgrube, Endlager, s. B 2.1.1.1)
wurden Viren der Gattung Enterovirus durch LGL (Dr. Bayer) bestimmt. Nach
Homogenisierung der Proben wurde virale RNA mit dem QIAamp Viral RNA Mini Kit
(QIAGEN) extrahiert und RNA von Enteroviren mit dem Realdrt™ Enterovirus LC Kit
(Artus) bestimmt. Laut Herstellerangaben erfasst der Test folgende Enteroviren:
Coxsackievirus: A7, 9, 16, 21, B1-6;

Echovirus: E2-5, 7,9, 11-20, 24, 26, 27, 29, 30-32, 128;

Enterovirus: R1, 5666, 5865, 70, 71;

Poliovirus: 2, 3, sowie laut LGL Typ 1;

Sabin: 2, 3.

Parallel zum Nachweis durch LGL wurde an TUM-SWW ein RTqPCR-System fiir die
Gattung Enterovirus entwickelt (PUSCH et al., 2005) und in Verbindung mit der optimierten
RNA-Extraktion fiir Giille und Fermentermaterial (s. B 2.3.3.1.2) fiir Proben der Berblinger
Biogasanlage eingesetzt.

Da iiber RT(q)PCR RNA sowohl infektidser als auch nicht-infektioser Partikel (quantitativ)
nachgewiesen wird, bedeutet ein negatives Ergebnis, dass in den Proben keine Ziel-RNA
vorhanden war, oder ihre Konzentration unter der Nachweisgrenze lag. Uber den Anteil (nach
einer Behandlung eventuell verbleibender) infektidser Partikel in einer positiven Probe kann
keine Aussage gemacht werden.

B23.2.11 Norovirus

Fiir die Proben aus der Berblinger Biogasanlage (incl. Vorgrube, Endlager, s. B 2.1.1.1)
wurden Viren der Gattung Norovirus durch LGL (Dr. Bayer) bestimmt. Nach
Homogenisierung der Proben wurde virale RNA mit dem QIAamp Viral RNA Mini Kit
(QIAGEN) extrahiert und RNA von Norovirus Ggl sowie GglI iiber RTqPCR nach HOHNE
und SCHREIER (2004) nachgewiesen. Dabei wurden laut Dr. Bayer aktualisierte
Primersequenzen (NV 192, NV 193, Sonde TM 7) verwendet.

Parallel zum Nachweis durch LGL wurde an TUM-SWW ein RTqPCR-System fiir die
Genogruppe II von Norovirus entwickelt und in Verbindung mit der optimierten RNA-
Extraktion fiir Giille und Fermentermaterial (s. B 2.3.3.1.2) fiir Berblinger Proben eingesetzt.
Da iiber RT(q)PCR RNA sowohl infektidser als auch nicht-infektioser Partikel (quantitativ)
nachgewiesen wird, bedeutet ein negatives Ergebnis, dass in den Proben keine Ziel-RNA
vorhanden war, oder ihre Konzentration unter der Nachweisgrenze lag. Uber den Anteil (nach
einer Behandlung eventuell verbleibender) infektidser Partikel in einer positiven Probe kann
keine Aussage gemacht werden.
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B 2.3.3  Molekularbiologische, (RT)qPCR basierte quantitative Nachweise

Molekularbiologische, (RT)qPCR basierte quantitative Nachweise wurden fiir die Pilotanlage
Berbling (s. B 2.1.1.1) im Rahmen des Monitorings und der Chargenversuche (s. B 2.3.1.1)
durchgefiihrt, sowie fiir die Modellanlage zur Quantifizierung von C. parvum im Rahmen der
Keimtragerexperimente (s. B 2.1.1.2, B 2.3.2.7). Die untersuchten Parameter sind in Tabelle
59 aufgelistet. Die Probenvorbehandlung erfolgte wie unter B 2.2.1 geschildert.

B233.1 Extraktion von Nukleinsduren

Zur Etablierung auch fiir die problematische Matrix Giille geeigneter Nukleinsdure-
Extraktionssysteme war ein erheblicher Arbeitsaufwand erforderlich, da zum einen Gille
hohe Konzentrationen der hochpotenten PCR-Inhibitoren Huminsduren und —stoffe (TEBBE
and VAHIEN, 1994; ZHOU et al., 1996) aufweist, und zum anderen Sporen und Dauerformen
iiber chemisch-enzymatische Lyse nicht oder nur ungeniigend aufgebrochen werden (s. B
1.2.3). Die Ergebnisse dieser Arbeiten mit den relevanten Beschreibungen der Techniken und
Materialien wurden in einer Reihe von Verdffentlichungen und Mitteilungen publiziert
(HUBER, 2002; LEBUHN, 2002; IHLE et al., 2003; LEBUHN, 2003; LEBUHN et al., 2003;
GARCES-SANCHEZ et al., 2004a; GARCES-SANCHEZ et al., 2004b; LEBUHN et al., 2004a;
LEBUHN et al., 2004b; GARCES et al., 2005; LEBUHN et al., 2005; PUSCH et al., 2005) und
konnen wegen ihres groBBen Umfangs hier nicht im Detail dargestellt werden.

In der Essenz ging aus den vergleichenden Untersuchungen hervor, dass die meisten
Nukleinsdure-Arten aus Umweltproben (incl. Giille) am besten {iber GITC-Silica-Technologie
extrahiert werden, fiir eukaryontische messenger-RNA (mRNA) eigneten sich
paramagnetische, Oligo-dT-gekoppelte beads in Verbindung mit einem LiCl-
Extraktionspuffer (Dynabeads, Dynal) bisher am besten. Fiir Bildner von Sporen und
Dauerformen muss ein spezifisch adaptiertes physikalisches Zermahlen zwischen
Glas/Keramik-Kiigelchen (bead-beating, BB) der chemischen Extraktion vorgeschaltet
werden, ein leichtes bead-beating erhdhte aber auch fiir sonst unproblematische Bakterien und
Viren, wenn sie in komplexer Matrix (z.B. Giille) vorlagen, die Extraktions-Effizienz.

Eine gute Extraktionseffizienz ist entscheidend, den angestrebten sensitiven Nachweis in den
Proben zu erreichen. Die Extraktionseffizienz ist ein Teil der Methoden-Detektionseffizienz
bzw. Wiederfindungsrate, die das Verhiltnis von gemessenen zu gespikten (dotierten)
Nukleinsdure-Kopien im Extrakt in Prozent wiedergibt. Die Detektionseffizienz (fiir DNA
iiber qPCR-Analytik des Extrakts) war in den eigenen Analysen immer anndhernd 100 %
(nicht dargestellt). Es wurde eine mindestens 50 %ige Wiederfindungsrate angestrebt, was
bedeutet, dass von 2 urspriinglich vorhandenen Nukleinsdure-Kopien mindestens eine
nachgewiesen wird. Dies ist um so wichtiger, da nicht mehr als 40 - 50 mg Giille in die
gingigen Extraktionskits eingesetzt werden konnten, sonst wurde fiir den Extrakt (100 pL)
PCR-Inhibierung erhalten (HUBER, 2002; LEBUHN, 2002). Um den Extrakt quantitativ zu
erfassen, miissten 40 qPCR-Analysen (a 2,5 pL) durchgefiihrt werden. 25 Extraktionen a 40
qPCR-Analysen wiren nétig, um bei 50 %iger Wiederfindungsrate eine Methoden-
Detektionsgrenze von 1 - 2 Nukleinsdure-Kopien pro 1 mL Giille zu erhalten. Dies
unterstreicht die Bedeutung einer effektiven Homogenisierung bei Herstellung einer
Mischprobe sowie einer reprasentativen Probenahme (LEBUHN, 2002).

B 2.3.3.1.1 Extraktion von DNA

Vier verschiedene, z.Zt. gebrduchliche und hiufig empfohlene Systeme wurden hinsichtlich
ihrer Eignung fiir Giille vergleichend iiber E.-coli-qPCR untersucht:

konventionelle Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Extraktion (PCI),

QIAamp®™ DNA Stool Mini Kit von QIAGEN (QIA),
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Ultra Clean™ Soil DNA Isolation Kit von MoBio Laboratories (MoBio, incl. 30 s
vorgeschaltetes BB mit Vortex-Adapter),

FastDNA® SPIN Kit for Soil von Bio 101 (Bio101, incl. 30 s vorgeschaltetes BB mit FastPrep
120, speed 4,5).

Mit der PCI-Methode konnte keine PCR-amplifizierbare DNA aus Giille extrahiert werden.
Von den drei Kits erwies sich das Biol01-System als am geeignetsten (kleinste Ct-Werte) und
das QIA-System am wenigsten geeignet. In der Arbeit von Huber (2002) werden die
Vergleiche ausfiihrlich dargestellt. Dem BB vorgeschaltete Wasch-Schritte (1 x PBS, 2 x 0,85
% KCI) verbesserten die Amplifizierbarkeit des Extrakts wahrscheinlich durch Entfernung
von PCR-inhibierenden Huminstoffen oder -sduren wesentlich, wihrend andere Mallnahmen
kaum effektiv waren (LEBUHN, 2003; LEBUHN et al., 2003).

Das modifizierte Biol01-System (mit den o.g. vorgeschalteten Waschschritten und 30 s BB,
speed 4,5) wurde daher als Basis-Routinemethode verwendet, mit dem fiir die Parameter
Enterobacteriaceae, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, E. faecium, thermophile
Campylobacter spp. und Yersinia enterocolitica DNA-Wiederfindungsraten konsistent
zwischen 70 — 90 % erzielt wurden. Fiir die Sporenbildner (Bacillus cereus-Gruppe,
Clostridium perfringens) wurden allerdings geringere Ct-Werte (hohere DNA-Gehalte in den
Extrakten) erzielt, wenn das BB verlidngert und kumulativ gestaltet wurde, und fiir C. parvum-
Oozysten waren die Wiederfindungsraten (Methoden-Detektions-Effizienz) aus gespikter
Gille drastisch verbessert (Abbildung 48, GARCES-SANCHEZ et al., 2004b; LEBUHN et al.,
2004a; GARCES et al., 2005).
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Abbildung 48: Wiederfindungsraten fiir Cryptosporidium parvum Oozysten-DNA in Abhéngigkeit
verschiedener Extraktion

Mit einer kumulativen Extraktion mit 4-miniitigem BB in Intervallen (30 + 90 + 120 s oder 4
x 60 s) lieBen sich fiir C. parvum-Oozysten Wiederfindungsraten aus Giille zwischen 60 — 90
% erzielen. Fiir reine C. parvum-Oozysten (Suspensionen ohne Giille) war die
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Wiederfindungsrate bei 4-miniitigem BB wahrscheinlich infolge Scherung von DNA mangels
Schutz durch die Giille-Matrix wieder reduziert (Abbildung 48). Die guten
Extraktionseffizienzen mit dem 4-miniitigen kumulativen BB wurden allerdings nicht
konsistent erzielt, zeitweise stellte sich in den Extrakten eine wahrscheinlich durch Glasabrieb
verursachte Triibung (Glasmilch) ein. Glasmilch (Silika-Partikel) bindet bekanntermalen
DNA und verursachte wohl daher negative Ergebnisse (keine amplifizierbare DNA im
Extrakt, nicht dargestellt). Hier besteht noch wesentlicher Optimierungs- bzw.
Weiterentwicklungsbedarf.

B 2.3.3.1.2 Extraktion von RNA (viral, eukaryontische mRNA)

Zur Extraktion viraler RNA und eukaryontischer mRNA aus Giille und Fermenterinhalt
wurden unter Verwendung von 5'-Nuklease-Systemen fiir Enterovirus, Norovirus Ggll und
Cryptosporidium  parvum  (Tabelle 59) verschiedene Extraktionssysteme nach
Herstellerempfehlung getestet:

RNeasy®™ Plant Mini Kit (QITAGEN),

Strep Thermo-Fast” Plates (ABgene),

RNaid® Plus Kit with SPIN™ (Bio 101),

QIAamp® MinElute™ Virus Spin Kit (QIAGEN),

QIAamp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN),

FastRNA® Pro Soil-Direct Kit (Bio 101),

Dynabeads” mRNA DIRECT™ Kit (Dynal) (nur fiir C. parvum, incl. BB-Vorbehandlung der
Probe und DNase-Behandlung des Extrakts).

Ausser fiir das FastRNA- und das Dynabeads-System lagen die Wiederfindungsraten fiir
Giille konsistent unter 5 %. Sie wurden auch durch DNeasy”"-Nachreinigung der cDNA,
Zusatz von T4-Gen-32-Protein, RNase H-Behandlung der cDNA sowie einer Reihe von
Modifikationen nicht wesentlich verbessert. Deutlich bessere Wiederfindungsraten wurden
mit allen getesteten Systemen flir (gespikte) Abwasserproben erhalten (nicht dargestellt).

Die besten Wiederfindungsraten fiir virale RNA aus (gespikter) Giille wurden mit etwa 20 %
mit dem FastRNA-System erzielt, das daher, obwohl es relativ arbeitsaufwéndig ist, als
Standard-Methode an TUM-SWW etabliert wurde.

Die besten Ergebnisse fiir eukaryontische mRNA wurden mit dem Dynabeads-System und
vorgeschaltetem 165 s (60 + 60 + 45 s) BB erhalten. Dabei wurde etwa um 2,7 log-Stufen
mehr cDNA extrahiert als mit den anderen getesteten Systemen. Diese Ergebnisse wurden
erst im April 2005 erzielt und konnten daher noch nicht in eine Routine-Methode innerhalb
des Projekts umgesetzt werden. Auch fiir dieses System besteht noch Optimierungspotential
(GARCES et al., 2005).

B2332 Quantitative Real-Time PCR (gPCR), optional mit vorgeschalteter reverser
Transkription (RTgPCR)

Uber (RT)qPCR konnen, sofern entsprechende Standards vorliegen und mitgemessen werden,
fiir bestimmte Organismen(gruppen) spezifische Nukleinsdure-Sequenzen z.B. in Extrakten
aus Umweltproben quantifiziert werden (HEID et al., 1996; LIE and PETROPOULOS, 1998;
WILHELM and PINGOUD, 2003). (RT)qPCR hat gegeniiber konventionellen Methoden eine
Reihe entscheidender Vorteile (LEBUHN et al., 2003), allerdings muss man, insbesondere was
die Quantifizierung von mRNA betrifft, ihre Anwendungs-Grenzen kennen (FREEMAN et al.,
1999; BUSTIN and NOLAN, 2004; vgl. B 2.3.3.1).

B 2.3.3.2.1 Phylogenetische (fluorogene) Primer und phylogenetische fluorogene
Hydrolyse-Sonden

Phylogenetische Primer und phylogenetische fluorogene Hydrolyse-Sonden (5°-6-FAM,
TAMRA-3’) bzw. LUX-Primer (NAZARENKO et al., 2002) fiir die in Tabelle 59 (in Spalte
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(RT)gPCR) aufgefiihrten Organismen(gruppen) wurden mit Hilfe des Programms ,Signature’
(LEBUHN et al., 2005) entwickelt. Verwendet wurden prioritir fiir die Organismen(gruppen)
relevante chromosomale Einzelkopie-Gene (Virulenzfaktoren, Haushaltsgene; LEBUHN,
2002), fiir breitere Gruppen wie Enterobacteriaceae und thermophile Campylobacter musste
auf ribosomale DNA zuriickgegriffen werden (Mittelwerte 6,4 bzw. 3 Operons pro Genom).
Grundlage waren jeweils die aktuellsten Datenbankeintrige in EMBL-EBI
(http://www.ebi.ac.uk/embl/index.html) bzw. GenBank, auf die tlber HUSAR
(http://genius.embnet.dkfz-heidelberg.de/menu/w2h/w2hdkfz/) zugegriffen wurde. Alle im
Folgenden genannten Programm(pakete) sind in HUSAR implementiert. Sequenzen mit
signifikanter lokaler oder overall-Ahnlichkeit wurden {iber BLASTN und FASTA gefunden
und in CLUSTAL Alignments angeordnet, aus denen {iiber Signature die fiir die
Zielorganismen spezifischen und fiir 5’-Nuklease- bzw. LUX-Systeme geeigneten DNA-
Bereiche identifiziert wurden.

Uber BLASTN, FASTA und Matlnspektor (http:/www.genomatix.de/) wurden die Primer-
und Sondensequenzen gegen die gesamte EMBL-EBI (bzw. GenBank) Datenbank in silico
getestet und bei dokumentierter Spezifitit von Interaktiva (ThermoHybaid) synthetisiert. Aus
Spezifititsgriinden wurden Lingen angestrebt, die einen T,, > 60°C ergaben. Die Systeme
wurden dann in vitro gegen die an TUM-SWW verfligbare Stammsammlung (iiber 500
verschiedene relevante Bakterien, Viren und Parasiten) getestet. Fiir alle entwickelten Primer
und Sonden waren die Ergebnisse spezifisch.

B2.3.3.22 (RT)qPCR

Sollte eine spezifische DNA Sequenz in Proben quantifiziert werden, wurden Aliquots der
DNA-Extrakte (s. B 2.3.3.1.1) entsprechend aliquotierten Master-Mix-Portionen zugesetzt
(Abbildung 49b) und die PCR gestartet (Kontrolle mit Wasser statt DNA). Diese wurde als 2-
Schritt-Reaktion mit vorgeschalteter Aktivierung fiir die Platinum-7ag-Polymerase
(Invitrogen) in Eppendorf twin.tec PCR Plates, semi-skirted, verschlossen mit ABI PRISM™
Optical Adhesive Covers (Applied Biosystems), durchgefiihrt. Stringentes Annealing und
Zusammensetzung des Master-Mix fiir die Anwendung mit Giille-Extrakten waren zuvor auf
anndhernd 100 % PCR-Effizienz optimiert worden (HUBER, 2002; LEBUHN et al., 2003). Bei
Einsatz von LUX-Primern wurde die Sonde durch Wasser ersetzt.

x Ansatze Endkonz. x Ansatze Endkonz.
auf Eis! 1 Ansatz (uL) 4,5|(nm) e 1 Ansatz “;L; 672; (1"m>
urrer X, onne MgCl, X
Puffer (5x, enth. 40 mM MgCl ' -

( @ 9Cl) 5 22,5/1x B MMMg) | |\ o5 . —
RNase Inhibitor (40 u / pL) 1,25 5,625(50 u dNTPs (10 mM each) 05 73,5200 UM
dNTPs (10 mM each) 25 11,25]1 mM forw.-Frimer (10 M) 15 s 600
rev.-Primer (10 uM) 1,25 5,625 1000 |rev.-Primer (10 M) 15 20,5 600
DTT (100uM) 1,25 5,625 5000] |Sonde (10 uM) 0,75 20,25 300
ThermoScript-RT (15 u / pL) 0,625 2,8125(9,375 u Rox (100 uM) 0,25 6,75 1000
H,O (=ad Master-Mix Vol. Platinum-Tag-Pol. (5 u/ L) 0,15 4,05|0,75 u

a - ) 8125 36,5625 H,0 (=ad Master-Mix Volumen) 9,35 252,45
Master-Mix 20 %0 Mastor-Mix 225 5075
RNA 5 22,5 DNA 2,5 67,5
Ges.-Vol. 25 112,5 Reaktions-Volumen 25 675
A: Typischer Master-Mix fiir die RT B: Typischer Master-Mix fiir die qPCR

Abbildung 49: Typische Ansétze fiir die (RT)qPCR

Sollte eine spezifische (m)RNA Sequenz in Proben quantifiziert werden, wurden Aliquots der
RNA-Extrakte (s. B 2.3.3.1.2) zunichst mit DNase (Turbo DNA-free'™ DNase, Ambion)
behandelt (Kontrolle ohne DNase-Behandlung), entsprechend aliquotierten Master-Mix-
Portionen zugesetzt (Abbildung 49a) und die Reverse Transcription (ThermoScript'™ RNase
H™ Reverse Transcriptase, RT, Invitrogen) gestartet (Kontrollen ohne RT). Ein Aliquot der
Reaktionsprodukte (cDNA) wurde dann wie oben beschrieben in die qPCR eingesetzt. Die
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Vergleiche mit den Kontrollen zeigten in allen Fillen (anndhernd) 100 % Effizienz der
DNase-Behandlung. Eventuelle Rest-DNA-Spuren wurden als Background von den
spezifischen Signalen subtrahiert. Zugabe von T4-Gen-32-Protein zur RT und eine RNase H-
Behandlung (Ambion) nach der RT ergaben keine Verbesserung der cDNA-Ausbeute (nicht
dargestellt).

Jede Messung in der qPCR wurde als Triplikat im AB5700 (Applied Biosystems)
durchgefiihrt. Es wurden die Ct-Werte bestimmt, die Kreuzungspunkte der exponentiellen
Amplifikations-Kurven mit der Basislinie (Threshold). Bei der RTqPCR wurden die
erhaltenen Ct-Werte um 1 reduziert, da die einzelstringige (ss-)cDNA im ersten Zyklus
lediglich zur ds-cDNA komplementarisiert wird, und 2 DNA-Stringe zur exponentiellen
Amplifikation erforderlich sind.

B 2.3.3.2.3 Standard Spiking von Umweltproben und Quantifizierung

Fiir MPN-Ansitze (s. B 2.3.2.3, B 2.3.2.4) wurde der Extrakt seriell verdiinnt, Triplikate der
Verdiinnungen in die qPCR (s. B 2.3.3.2.2) eingesetzt, und aus geeigneten Verdiinnungen die
MPN bestimmt (DE MAN, 1983).

Zur exakten Quantifizierung der Ziel-DNA-Sequenzen und damit der Zielorganismen (tote
und lebende, Anzahl der Kopien pro Zelle bekannt, s. B 2.3.3.2.1) in den zu untersuchenden
Proben wurde ein Standard-Spiking (Dotierung verschiedener, bekannter Mengen der
Zielorganismen) -Verfahren entwickelt (HUBER, 2002; LEBUHN, 2002; LEBUHN, 2003;
LEBUHN et al., 2003; LEBUHN et al., 2004b). Dazu wurden mindestens 4, typischerweise aber
5 - 6 Aliquots der homogenisierten Probe extrahiert. Davon waren 1 - 2 Proben ungespikt
(endogene Gehalte), 1 - 2 Proben mit geringen (0,3 - 30) DNA-Kopien (zur Absicherung der
endogenen Gehalte und Evaluierung von PCR-Inhibierung) dotiert und 2 - 4 Proben mit
hohen Kopienzahlen gespikt (je nach endogenen Gehalten > 10* - 107). Aus letzteren wurde
im Ct - log[Kopien] - Diagramm die Steigung der Dotierungskurve ermittelt, liber die sich
wiederum in einem Iterationsansatz die unbekannten endogenen Gehalte berechnen lie3en.
Fiir diese Berechnung wurde neben einer grafischen Auswertung der Diagramme (HUBER,
2002) ein DOS-basiertes Command-Line-Programm entwickelt ("CeTe", LEBUHN et al.,
2003; LEBUHN and MAJEWSKI, 2005). Beide Datensitze flossen in die vergleichenden
Analysen der Proben der Berblinger Pilot- (s. B 2.3.1.1) und der Modellanlage (s. B 2.3.1.2)
ein.

Um Effekte eventueller PCR-Inhibierung oder unterschiedlicher Amplifikation von Ziel- und
Referenzgen auszuschlielen, ist ein solcher Standard-Spiking-Ansatz mit Dotierung der zu
analysierenden Zielorganismen in bekannten Konzentrationen unerldsslich. Im Standard-
Spiking-Verfahren betreffen alle Einfliisse, die nach Zugabe des Spike zur homogenisierten
Probe auf diese einwirken, Spike und endogen vorhandene Mikroorganismen gleichermaf3en.
Die Berechnung anhand des Spike ist damit Behandlungs-unabhéngig. Obwohl die Methode
relativ aufwindig ist und fiir jede Probe einzeln durchgefiihrt werden muss, ist sie der einzige
verldssliche Ansatz zur Quantifizierung in Proben, wenn mit in der Wirkung schwer
abschitzbaren Einfliissen auf die Extraktions und/oder Analyse-Prozedur gerechnet werden
muss.
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B 3 Ergebnisse und Diskussion

B 3.1 Pilotanlage Berbling

Versuchsanlage und Probenahmepunkte sind bei B 2.1.1 beschrieben, Néheres zu
Probenahme und -aufbereitung bei B 2.2.1. Es wurden Monitoring- und teilweise
Chargenversuche durchgefiihrt (s. B 2.3.1.1). Das Wiarmemanagement der Berblinger Anlage
war bis Mitte Februar 2004 mit Temperaturen im thermophilen F2 teilweise bis 48°C
suboptimal, wéhrend danach konstant 55°C gehalten werden konnten (s. B 2.1.1.1).
Entsprechend sind die bis Mitte Februar 2004 erhaltenen Ergebnisse als "worst-case
scenario", die folgenden dagegen fiir Regelbetrieb einzustufen. Die Zdsur Mitte Februar betraf
sowohl das Monitoring als auch die Chargenversuche. Ab Anfang Mirz 2005 wurde der erste
mesophile Fermenter F1 psychrophil betrieben (s. B 2.1.1.1).

B 3.1.1 Fikalcoliforme (Keimzahlen) und Escherichia coli (DNA)

Die Fikalcoliformen-Keimzahlen wurden iiber das Fluorocult®-MPN-Verfahren (s. B
2.3.2.1), die E. coli-DNA-Kopien iliber Standard-Spiking qPCR (s. B 2.3.3.2.3) bestimmt.

B3.1.1.1 Monitoring Pilotanlage Berbling

Abbildung 50 zeigt die Monitoring-Ergebnisse fiir die MPN der Fikalcoliformen und die
Anzahl E. coli-DNA-Genome in den Kompartimenten der Berblinger Pilotanlage.

Wihrend die Fikalcoliformen in der Fermenterkette stark sanken und lediglich bei 48 - 55°C,
nicht aber bei gesicherten 55°C im F2 im Endlager wieder zunahmen, nahm die Anzahl der E.
coli DNA-Kopien ausgehend vom gleichen, iiber das Fluorocult®-System bestimmten
Ausgangsniveau nicht oder nur unerheblich ab (Abbildung 50). Dies weist einerseits auf hohe
Spezifitit beider Methoden hin, andererseits war Aquivalenz der Ergebnisse nur unter
dquilibrierten Verhéltnissen im Probenmaterial (hier Giille in der Vorgrube) gegeben. Im
Vorgrubenmaterial ist offenbar der Anteil abgestorbener Zellen, der iiber qPCR miterfasst
wird (s. unten) vernachldssigbar. Bei zunehmender Temperatur unter den
Vergdrungsverhéltnissen 6ffnete sich die Schere der Ergebnisse aus beiden Methoden, wobei
iiber qPCR offenbar der Anteil abgestorbener Zellen miterfasst wird. Die nur leichte
Abnahme der E. coli-DNA ist wohl auf einen entsprechend geringen Abbau der DNA
zuriickzufithren. LEBUHN et al. (2004b) zeigten, dass Enterobacteriaceae-DNA selbst 3 Tage
nach Autoklavieren und 15 min UV-Bestrahlung noch in fast unveridnderter Konzentration im
Vergleich zur unbehandelten Frischgiille-Probe nachzuweisen war, wihrend bereits nach
Autoklavieren keine coliformen Zellen mehr kultivierbar waren. Aufgrund der erheblichen
Uberschitzung der Lebendkeimzahlen ist die gPCR-Methode mit DNA als Zielmolekiil nicht
geeignet, lebende Zellen nach (partiell) lethalem Stress-Einfluss zu quantifizieren.

Andererseits scheint die Fluorocult®-Methode nach Stress-Einwirkung lebende Zellen zu
unterschitzen, wie die ca. eine log-Stufe starke Zunahme der MPN fiir Fikalcoliforme in den
Fermentern F2 und F3 und im Endlager bei 4 Tagen Bebriitung gegeniiber konventionell
durchgefiihrter 1-tdgiger Bebriitung nahelegt (Abbildung 50, Abbildung 51). Offenbar
bewirkten die anaerobe mesophile und die thermophile Behandlung nicht nur Absterben von
E. coli, sondern auch Bildung von sublethal geschadigten bzw. ABNC-Zellen, deren
tatsdchliches Ausmal} allerdings unklar bleibt. Bemerkenswert ist auch, dass in den
Fluorocult®-Réhrchen von Fermenter- und Endlager-Proben zuweilen Fluoreszenz ohne
Gasbildung auftrat (nicht dargestellt). Dieses Phdnomen kann Folge von Stressatmung
(HEILMANN et al., 1993; HEILMANN et al., 1995) sein, wobei Reparatur-Metabolismus mit
verstirkter Veratmung leicht metabolisierbaren Substrats die Vergdrung komplett unterdriickt.
Vermutlich konnte E. coli MUG nach der thermophilen Behandlung zunéchst zum Reparatur-
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Metabolismus iiber (Stress-)Atmung verwerten, wihrend die Vergidrung erst spater wahrend

der Inkubation in Fluorocult® aktiv werden konnte. Es konnten auch andere, nicht-
gasbildende aber MUG-spaltende Organismen, nach der Behandlung relativ zu E. coli stark
zugenommen haben.

Monitoring: Escherichia coli, Fakalcoliforme
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24h, 48h und 96h: Inkubationszeit in Fluorocult®; 48-55°C: Probenahmen vor Mitte Februar 2004; 55°C:
Probenahmen nach Mitte Februar 2004 (s. B 3.1). Zur Erleichterung der Interpretation sind charakteristische
Prozessverldufe punktiert dargestellt und relevante Vorschldge, Richtlinien und Belastungsniveaus skizziert.

Abbildung 50: Escherichia coli (Genome) und Fakalcoliforme, Pilotanlage Berbling, Monitoring

Abbildung 50 zeigt, dass die Féakalcoliformen bereits nach Passage des mesophilen F1 unter
dem Hohenheimer Vorschlag (5 x 10° Fikalcoliforme / mL) fiir Gérrest aus
Anaerobbehandlung lagen. Bei gesicherten 55°C im F2 lagen sie nach der thermophilen
Behandlung (auch im Endlager) unter der bei WEIB8 und Popp (2004) angegebenen
Hintergrundbelastung fiir Sicker- bzw. Dranwésser (10 — 100 MPN / mL bzw. Mittelwert 38
MPN / mL) sowie sogar unter dem Grenzwert der EU-Badegewaisserrichtlinie
2002/0254(COD) (Abbildung 50). Bei solchen Vergleichen sind nur die Werte fiir die
konventionelle 24 h Bebriitung zu beriicksichtigen. Fiir die Proben mit suboptimalem
Temperaturmanagement im F2 (48 - 55°C) wurde eine starke Reduzierung im F2 und F3,
dann aber eine starke Wiederverkeimung im Endlager (Abbildung 50, Abbildung 51)
erhalten. Demnach ist ein gesichertes Einwirken von 55°C erforderlich, um eine
Riickverkeimung von E. coli im Endlager praktisch quantitativ zu unterbinden.

Abbildung 51 zeigt die liber die Kompartimente der Berblinger Pilotanlage im Monitoring
erhaltene kumulierte Reduktion der Fakalkoliformen. Bei konventioneller (24 h) Bebriitung in
den Fluorucult®-Ansitzen betrug sie nach Durchgang des thermophilen F2 bei gesicherten
55°C 4,39 log-Stufen, nach dem F3 sogar 4,77 log-Stufen und im Endlager bei marginaler
Riickverkeimung immer noch 4,68 log-Stufen. Unter diesen Bedingungen waren im Endlager
noch 1,8 + 1,7 Fikalkoliforme / mL nachweisbar, was hart an der Nachweisgrenze des
Systems liegt. Dies zeigt, dass Féakalcoliforme bei 55°C mit gesicherter minimaler Einwirkzeit
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von 8 — 9 h praktisch quantitativ abgetotet werden. Der genaue Betrag der ABNC-Bildung ist
zwar nicht bekannt, ist aber wahrscheinlich unter diesen Bedingungen unerheblich.

Ahnlich effizient wie bei 55°C war die Reduktion der Fikalkoliformen in der Berblinger
Pilotanlage bei suboptimalem Temperaturmanagement im F2 (48 - 55°C) in den Fermentern,
im Endlager nahmen sie aber um mehr als 2 log-Stufen auf 73 + 55 wieder zu (Abbildung 51).
Hier scheint Bildung von sublethal geschiddigten ABNC-Zellen stattgefunden zu haben, die
iiber die Fluorocult®-Messung nicht oder zumindest nicht quantitativ erfasst wurden, und die
sich unter den giinstigen Bedingungen im Endlager offenbar stabilisierten und wieder
vermehrten.

Material aus dem mesophil oder psychrophil betriebenen F1 erreichte weder bei stiindlicher
noch bei 4-stiindlicher Beschickung das Niveau der bei WEIB und Popp (2004) angegebenen
Hintergrundbelastung fiir Fékalcoliforme (s. oben, Abbildung 50), und diese waren im Mittel
auch nur um weniger als 2-log-Stufen reduziert (Abbildung 51). Mesophile oder psychrophile
Behandlung allein mit gesicherter Verweilzeit von < 4h kann damit nicht als unbedenklich
angesechen werden. Um bei Giérrest-Ausbringung in sensiblen Gebieten (z.B.
Wasserschutzzone II) eine Belastung des Grundwassers durch Fécalcoliforme auszuschlie3en,
sollte daher auf einen Hygienisierungsschritt zumindest bei gesicherten 55°C nicht verzichtet
werden.
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48-55°C: Probenahmen vor Mitte Februar 2004; 55°C: Probenahmen nach Mitte Februar 2004 (s. B 3.1);
F1 25°C: nach Umstellung des F1 auf psychrophilen Betrieb (s. B 2.1.1.1); 24h, 48h, 96h: Inkubationszeit in

Fluorocult®
Abbildung 51: Fékalcoliforme im Monitoring, kumulierte Reduktion, Berblinger Pilotanlage

Nach Umstellung des F1 von mesophilem auf psychrophilen (20 — 25°C) Betrieb Anfang
Mirz 2005 war die abtotende Wirkung auf Fikalcoliforme in diesem Fermenter um fast 1 log-
Stufe geringer, der folgende F2 (Betrieb bei 55°C) kompensierte diesen Effekt jedoch vollig.
Bei stabilem Betrieb des F2 bei 55°C waren Fékalcoliforme nach dem F2 (unabhingig von
der Betriebsweise des F1) um mehr als 4 log-Stufen reduziert (Abbildung 51).
Riickverkeimung im Endlager war auch hier unerheblich. Hinsichtlich der Gesamtwirkung
auf Fékalcoliforme war kein Unterschied der psychrophil-thermophil-mesophilen gegeniiber
der vorherigen mesophil-thermophil-mesophilen Betriebsweise im Endprodukt erkennbar.
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Die Werte fiir Fakalcoliforme und E. coli-DNA in der Vorgrube schwankten stark. Der
kleinste Wert betrug 7,2 x 10° MPN Fikalcoliforme / mL, der hochste 9,7 x 10° Kopien E.
coli-DNA / mL. Dies entspricht etwa den Werten bei WEI8 und Popp (2004), dort zitierten
Angaben oder z.B. FINK et al. (1997). Die Angaben in GELDREICH (1978) liegen mit 2,3 x 10°
Fékalcoliformen ebenfalls in diesem Bereich. Wegen der beobachteten Schwamkungen wurde
iiber eine ANOVA (SPSS 10.0) analysiert, ob ein jahreszeitlicher Einfluss auf die Gehalte an
Fékalcoliformen und E. coli-DNA vorliegt. Innerhalb der 4 Jahreszeiten als unabhingige
Variablen wurden jeweils die Daten zu Fékalcoliformen und E. coli-DNA-Kopien dquivalent
verwendet, da sich in Abbildung 50 keine Differenzen zwischen diesen Parametern in der
Vorgrube zeigten. Die Ergebnisse sind in Abbildung 52 dargestellt.

Abbildung 52 zeigt, dass zu den Herbstterminen die Gehalte an Fikalcoliformen und E. coli-
DNA im Mittel mit 2,97 x 10° / mL um den Faktor 2 - 3 héher lagen als wihrend der anderen
3 Jahreszeiten. Dieser Unterschied war gering aber im LSD-Post-Hoc-Test signifikant (Herbst
- Frithjahr: p = 0,11; Herbst - Winter: p = 0,24; Herbst - Sommer: p = 0,27). Homogenitét der
Varianzen (Levene-Test) war gegeben. Wohl infolge der relativ groflen Streuung war im
Bonferroni-Post-Hoc-Test kein Unterschied signifikant. Theoretisch sind Fiitterungs-bedingte
Einfliisse (jahreszeitlich verschiedene Zusammensetzung der TMR, s. B 2.1.1.1) denkbar,
moglich sind auch Einfliisse, die von eventuell jahreszeitlich unterschiedlichen Giille-
Zusédtzen wie z.B. Strohmehl, im Stall anfallendes Abwasser von Melkstand, Milchkiiche und
Waschraum herriihren. Analysen mit hoherer Probenahmedichte sollten bestétigen, ob und in
welcher Art ein jahreszeitlicher Einfluss auf die Gehalte an Fakalcoliformen und E. coli in
Rindergiille bzw. in der Vorgrube besteht. Die Ergebnisse bestdtigen allerdings, dass v.a in
mehrstufigen Praxisanlagen Hygienisierung mdglichst iiber ein Verfolgen definierter Chargen
(s. B2.3.1.1, B 3.1.1.2) dokumentiert werden sollte.
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Abbildung 52: Jahreszeitlicher Gang der Fékalcoliformen, E. coli-Genome in der Vorgrube der Berblinger
Biogasanlage

B3.1.1.2 Monitoring Modellanlage

Die Untersuchung der Hygienisierungsleistung der 1:6 verkleinerten Modellanlage (s. B
2.1.1.2) diente der Uberpriifung der entsprechenden Ergebnisse der Berblinger Pilotanlage (s.
B 3.1.1.1) sowie zur Beurteilung eventueller Up- bzw. Downscaling-Effekte.

Die Reduktion der Féakalcoliformen (Abbildung 53) verlief in der Modellanlage qualitativ und
quantitativ nahezu identisch wie in der Berblinger Pilotanlage (Abbildung 50). Die
Keimreduktion zwischen Vorgrube und Auslauf von F2 sowie F3 fiel zwar fiir die
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Modellanlage mit etwa 4 log-Stufen etwas geringer (ca. 0,5 log-Stufen) aus als fiir die
Pilotanlage (Abbildung 51), dies ist aber auf die im Mittel etwa S5-fach geringere
Eingangskonzentration im Vorlagebehélter der Modellanlage zuriickzufiihren (vgl. B 3.1.3).
Demnach wéren Ergebnisse bzgl. Keimreduktion aus der Modellanlage auf die Pilotanlage
iibertragbar. Up- bzw. Downscaling-Effekte scheinen fiir die Keimreduktion zumindest im
tiberpriiften Bereich keine Rolle zu spielen.

Fakalcoliforme, Modellanlage
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24h, 48h und 84h: Inkubationszeit in Fluorocult®
Abbildung 53: Fékalcoliforme, Modellanlage, Monitoring

B3.1.1.3 Chargenversuche und Wiederverkeimung

Es wurden 3 Chargenversuche (s. B 2.3.1.1) durchgefiihrt, der erste (Cl) begann am
25.8.2003, der zweite (C2) am 3.9.2003 und der dritte (C3) am 15.3.2004. Die in Abbildung
54 dargestellten Ergebnisse zur Reduktion von Fékalcoliformen und E. coli-Genomen sind
denen aus dem Monitoring (s. B 3.1.1.1, Abbildung 50) sehr dhnlich. Deutlich waren in
gleicher Weise die Uberschitzung lebender E. coli-Zellen durch die qPCR und die
Unterschitzung der Fikalcoliformen-Gehalte nach 24 h Inkubation in Fluorocult® nach den
Stress-Einfliissen in den Fermentern sowie im Endlager. Im dritten Chargenversuch ergab
sich eine langsame aber stetige Abnahme der E. coli-DNA-Zielsequenzen, wihrend die
Abnahme in den ersten beiden Chargenversuchen nicht stetig war. Hier kam es wegen
BHKW-Ausfillen beim F2 zu Beschickungsausfillen und Unterbrechungen der Riihrung (s.
B 2.1.1.1), was wiederum wahrscheinlich lokale (v.a. an den Fermenterwénden)
Uberhitzungen und damit ein nicht kalkulierbares Absterben u.a. von E. coli ohne DNA-
Abbau und die in den ersten beiden Chargenversuchen teilweise sehr hohen E. coli-DNA-
Gehalte (Abbildung 53, vgl. Abbildung 50) zur Folge hatte. Wegen der zeitweise
unterbrochenen Forderung in den ersten beiden Chargenversuchen konnten hier auch Chargen
vor den Ziel-Chargen beprobt worden sein und die Turbulenzen in den DNA-Gehalten
(hohere DNA-Gehalte im Folgefermenter bzw. im Endlager als im betrachteten Fermenter)
bewirkt haben.
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Escherichia coli | Fakalcoliforme, Chargenversuche
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Cl1, 2, 3: Chargen 1, 2, 3 (s. Text); Fc: Fikalcoliforme; 24h, 48h, 96h: Inkubationszeit in Fluorocult®. Zur
Erleichterung der Interpretation sind charakteristische Prozessverldufe iiber Pfeile hervorgehoben.

Abbildung 54: Escherichia coli (DNA) und Fékalcoliforme, Chargenversuche, Pilotanlage Berbling

Diese Turbulenzen waren im Gang der Fikalcoliformen-Gehalte nicht erkennbar, allerdings
wurde auch hier (nur in den ersten beiden Chargenversuchen) wohl infolge der
Temperaturabfille (48 - 55°C, s. B 2.1.1.1) eine Wiederverkeimung im Endlager um ca. 2
log-Stufen erhalten. Die Wiederverkeimung begann sogar teilweise bereits im F3 (Abbildung
53, Abbildung 54). Eine Wiederverkeimung Fékalcoliformer war dagegen im 3.
Chargenexperiment bei gesicherten 55°C im F2 nicht erkennbar. Hier betrug die Reduktion
Fékalcoliformer zwischen Vorgrube und Endlager je nach Dauer der Bebriitung sogar 4,85 -
5,62 log-Stufen (Abbildung 55).

Diese FErgebnisse dokumentieren die Wichtigkeit der Temperaturfilhrung in der
Hygienisierungsstufe. Bei gesicherten 55°C im thermophilen F2 erfolgte offenbar keine
Riickverkeimung durch Fidkalcoliforme in den Stufen nach dem F2, wihrend sich bei
suboptimalem Betrieb eine deutliche Wiederverkeimung ergab. Ahnliche Befunde ergaben
sich auch fiir die Coliformen (s. B 3.1.2) und die intestinalen Enterokokken (s. B 3.1.3). Die
Ergebnisse aus dem Modell-Endlagerversuch waren in gleicher Weise zu interpretieren (s. B
3.1.1.4). Die Wiederverkeimung durch die mesophilen bis thermotoleranten Vertreter dieser
Gruppen scheint daher generell durch eine 8 - 9 stiindige Behandlung von Rindergiille bei
55°C vollig unterbunden oder zumindest sehr stark reduziert zu sein. Bei der hygienisierenden
Wirkung ist sicher die Hohe der Temperatur und die Einwirkungsdauer dominant, ein
zusitzlicher Effekt von Giille-Inhaltsstoffen (z.B. NHj3) ist aber zu beriicksichtigen (s. B
3.1.8).
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Abbildung 55: Fékalcoliforme, Chargenversuche, kumulierte Reduktion, Pilotanlage Berbling

B3.1.14 Modell-Endlagerversuch

Wihrend des 4-monatigen Modell-Endlagerversuchs (s. B 2.1.1.3) mit Material aus der
Berblinger Pilotanlage zu Zeiten suboptimalen Temperaturmanagements (48 - 55°C, s. B
2.1.1.1) war in den Endlagern kein eindeutiger, die 3 Varianten (Berblinger Endlager; C1:
Modell-Endlager ohne Austausch; C2: Modell-Endlager mit Austausch; s. B 2.1.1.3)
differenzierender Trend zu erkennen (Abbildung 56).

Das Material, das fiir die Versuchsanlage verwendet wurde stammte rechnerisch im
thermophilen F2 (Versuchsanlage - hydraul. Verweilzeit F3 - Verweilzeit der Hauptfracht im
F2 = ca. 30 d) aus dem Zeitraum 27.3.04 - 2.4.04, wo 52 - 55°C im F2 gemessen wurden
(EFFENBERGER et al., 2006). Dementsprechend war die Belastung mit Fikalcoliformen in
diesem Material mit 0,36 MPN / g FG sehr gering. In allen 3 Varianten war eine
Riickverkeimung um etwa oder weniger als 1 log Stufe zu beobachten, wobei die Werte aber
immer unter der Marke von 5 KBE / mL Fékalcoliforme der Badegewésserrichtlinie
2002/0254 (COD) blieben (Abbildung 56). Dies belegt, dass die Riickverkeimung
Fékalcoliformer in einem hygienisch einwandfreien Endlager und gesicherter Verweilzeit von
mindestens 8 - 9 h in einer vorgeschalteten thermophilen Stufe mit gesicherten 55°C bei der
Vergirung von Rindergiille maximal 1 log-Stufe betrdgt. Eine spitere Riickverkeimung im
Endlager ist, wenn Kontamination von aullen ausgeschlossen ist, dulerst unwahrscheinlich
(STRAUCH, 1987; DEUTRICH und P1OCH, 1991). Bei suboptimaler Temperaturfiihrung (s. B
3.1.1.1, B 3.1.1.3) und Kontamination im Endlager kann die Riickverkeimung gréBer sein.
Eine Riickverkeimung im Endlager betrug auch fiir die ziemlich thermoresistenten
Enterokokken nicht mehr als 1 log-Stufe (s. B 3.1.3), und fiir die anderen untersuchten
Parameter war kein Anhalt fiir eine Riickverkeimung erkennbar (s. unten). Gleichartige
Ergebnisse wurden auch fiir die Coliformen erzielt, diese reagierten allerdings auf
suboptimale Temperaturfiihrung im F2 am empfindlichsten mit Riickverkeimung (Abbildung
61). Sie stellen daher den geeignetsten Parameter dar, anhand von Pruduktpriifungen auf
eventuelle UnregelmiBigkeiten bei der Prozessfiihrung zu schlieen.




186 Biogastechnologie in Wasserschutzgebieten

Fiakalcoliforme, Endlagerversuche, F2: 52 - 55°C
m Berbling, 24h
1,E+03
m Berbling, 48h
o Berbling, 96h
1,E+02 |
’ Fc Grundbelastung
..‘;; (WeiR und Popp, 2004) @ C1 (ohne Austausch),
o Badegewasserrichtlinie L.iccieicaimssniieininaniens 24h
= 76/160/EWG
i‘; ———————————————— O C1 (ohne Austausch),
o Badegewisser- 48h
o 1,E+01 richtlinie
o 2002/0254(COD) B C1 (ohne Austausch),
- = 96h
L
Q 0 C2 (mit Austausch),
24h
1,E+00 -
B C2 (mit Austausch),
48h
@ C2 (mit Austausch),
96h
1,E-01 - = L L]
28.4.04 1.6.04 30.6.04 2.8.04 14.9.04 25.10.04
Probenahme

C1, C2: Endlager ohne, mit Austausch. 24h, 48h, 96h: Inkubationszeit in Fluorocult®. Zur Erleichterung der
Interpretation sind charakteristische Prozessverldufe punktiert hervorgehoben.

Abbildung 56: Fékalcoliforme, Endlagerversuche

B3.1.1.5 Diskussion: Fikalcoliforme und E. coli

Die Ergebnisse bestitigen, dass die Dokumentation einer Hygienisierung wegen der
moglichen Unterschdtzung der Hygienisierungsleistung nicht iiber Quantifizierung der DNA
erfolgen kann, sondern iiber (selektive) Kultivierung vorgenommen werden sollte. Eine
Wiederverkeimung Fikalcoliformer wird offenbar bei konsequentem Einhalten der 55°C-
Marke so gut wie vollig unterbunden. Die Vor- oder Nachschaltung mesophiler Stufen ist
offenbar zum Erreichen der durch die Fermenterkette erzielten Hygienisierungsleistung
unndtig. Die relativ kurze Bebriitung in Fluorocult® sowie die Sensitivitit Fikalcoliformer
und ihre schnelle Riickverkeimung empfehlen diesen Parameter zur Uberwachung eines
stabilen Betriebs von Biogasanlagen, mit dieser Methode werden aber pathogene E. coli (z.B.
O157:H7), die in Tier-Faeces relevant sein konnen, nicht erfasst. Allerdings beschreibt
HOFERER (2001) D-Werte bei 55°C fir EHEC im Bereich 1,8 - 4,8 min, die wesentlich
geringer als die von intestinalen Enterokokken sind (s. B 2.3.2.2) und damit bei der
Hygienisierung bei weitem von diesen abgedeckt sind. EHEC/STEC unterscheiden sich in
ihrer Empfindlichkeit auch nicht wesentlich von E. coli (GODFREE and FARRELL, 2005).

In Verbindung mit den im Folgenden dargestellten Ergebnissen zu den anderen Parametern ist
eine stabile Betriebstemperatur von 55°C eine wichtige Mallnahme, eine starke
Hygienisierungseffizienz fiir einen Einsatz des Gérrests in wasserwirtschaftlich sensiblen
Gebieten wie der Wasserschutzzone II einzustellen. Die offenbar nach Stresseinfliissen
verstirkte ABNC-Bildung (in den Fermentern, im Endlager) sollte weiter untersucht werden.

B3.1.2 Coliforme (Keimzahlen) und Enterobacteriaceae (DNA)

Die Bestimmung der Coliformen-Keimzahlen erfolgte iiber das Fluorocult®-MPN-Verfahren
(s. B 2.3.2.1), die Bestimmung der Enterobacteriaceae-DNA-Kopien iiber Standard-Spiking
qPCR (s. B 2.3.3.2.3). Abbildung 57 zeigt die Monitoring-Ergebnisse fiir die Coliformen
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(MPN) und die Anzahl Enterobacteriaceae-Genome in den Kompartimenten der Berblinger
Pilotanlage.

Monitoring: Enterobacteriaceae, Coliforme
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24h, 48h, 96h: Inkubationszeit in Fluorocult®; 48-55°C: Probenahmen vor Mitte Februar 2004, 55°C:
Probenahmen nach Mitte Februar 2004 (s. B 3.1). Zur Erleichterung der Interpretation sind charakteristische
Prozessverldufe punktiert dargestellt und relevante Richtlinien skizziert.

Abbildung 57: Enterobacteriaceae (Genome) und Coliforme, Pilotanlage Berbling, Monitoring

Im Gegensatz zur hervorragenden Ubereinstimmung der Gehalte fiir E. coli (qPCR) und
Fikalcoliforme (Fluorocult®) (Abbildung 50) in Frischgiille wurden im Mittel 2,18 mal mehr
Enterobacteriaceae als Coliforme in der Vorgrube gemessen (Abbildung 57). Da in der
aquilibrierten Frischgiille praktisch keine abgestorbenen Fakalcoliforme vorhanden waren (s.
B 3.1.1.1), sollten die iiber qPCR bestimmten 3,23 x 10° Genome Enterobacteriaceae in etwa
1,48 x 10° MPN Coliformen entsprechen. Vorausgesetzt, dass das Colilert®-Verfahren
spezifisch Enterobacteriaceae erfasst, wiirde der Grenzwert von 300 Enterobacteriaceae | g
in der VERORDNUNG (EG) NR. 1774/2002 fiir Fermentationsriickstinde aus nicht fiir den
menschlichen Verzehr bestimmten tierischen Nebenprodukten etwa 137 MPN iiber das
Fluorocult® bestimmten Coliformen entsprechen. Abbildung 57 zeigt, dass diese sowie die
schirfere Marke von 100 KBE Coliformen / mL in der Badegewaisserrichtlinie 76/160/EWG
bei stabilen 55°C im thermophilen F2 fiir Gérrest nach Durchgang durch den F2, den F3
sowie aus dem Endlagermaterial immer unterschritten wurde (bei solchen Vergleichen sind
immer nur die Werte fiir die konventionelle 24 h Bebriitung zu beriicksichtigen!). Bei 48 —
55°C im F2 entstand dagegen bereits im F3 Wiederverkeimung durch Coliforme (Abbildung
57, Abbildung 58). Die mesophile oder psychrophile Vergirung im F1 allein kann mit einer
Reduktion von etwa 2 bzw. 0,5 log-Stufen (Abbildung 58) nicht als ausreichende Behandlung
angesehen werden.
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Abbildung 58: Coliforme im Monitoring, kumulierte Reduktion, Berblinger Pilotanlage
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Ahnlich wie fiir die Anzahl der E. coli-Genome beobachtet (s. B 3.1.1.1, B 3.1.1.2), nahmen
die Enterobacteriaceae-Genome wihrend der Vergidrung nur unwesentlich ab (Abbildung
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57). Dies unterstreicht, dass Lebendkeimzahlen nach lethalen Stresseinfliissen durch qPCR
mit DNA als Zielmolekiil stark {iberschitzt werden konnen (s. B 3.1.1.1, B 3.1.1.5).

Ahnlich wie fiir die Fiikalcoliformen beobachtet (vgl. B 3.1.1.1, B 3.1.1.2), war auch fiir die
Coliformen der Betrag der erhdhten MPN bei 96 h gegeniiber 24 h Bebriitung in Fluorocult®
nach der thermophilen Vergidrung groBer (Abbildung 57, Abbildung 58, Abbildung 63,
Abbildung 64), was auf ABNC-Bildung coliformer Keime unklaren Betrags und auf
Stressmetabolismus (s. B 3.1.1.1) hinweist. Eine Wiederverkeimung Coliformer im Endlager
war insbesondere bei suboptimalem Temperaturmanagement erkennbar, betrug etwa 1,5 - 2
log-Stufen und setzte dort teilweise bereits im mesophilen F3 ein (Abbildung 57, Abbildung
58, Abbildung 63, Abbildung 64). Hier konnten wegen ihrer Thermotoleranz z.B. zu
Citrobacter, Enterobacter oder Klebsiella zéhlende Species aber auch E. coli eine Rolle
spielen (ALONSO et al., 1999).

Der jahreszeitliche Gang fiir die Gruppe Enterobacteriaceae / Coliforme in der Vorgrube war
sehr dhnlich wie der Gang fiir E. coli / Fakalcoliforme (s. Abbildung 52, B 3.1.1.1). Die
Mittelwerte (in MPN / mL) betrugen 5,22 x 10° fir die Herbst-, 3,20 x 10° fiir die Sommer-,
2,54 x 10° fiir die Friihjahrs- und 1,64 x 10° fiir die Winterproben. Keiner der Unterschiede
war im Bonferroni- oder LSD-ANOVA-Post-Hoc-Test (s. B 3.1.1.1) auf Niveau p = 0,05
signifikant. Die Ahnlichkeiten im Verhalten beider Gruppen ist nicht erstaunlich, da E. coli /
Fakalcoliforme mit im Mittel 9,75 x 10* MPN / mL etwa 30 % der Enterobacteriaceae (3,23
x 10> MPN / mL) bzw. 66 % der Coliformen (1,48 x 10° MPN / mL) in der Vorgrube
ausmachten.

In der Modellanlage verlief die Reduktion der Coliformen (Abbildung 59) qualitativ und
quantitativ nahezu identisch mit der Reduktion Coliformer in der Berblinger Pilotanlage
(Abbildung 57). Die Keimreduktion zwischen Vorgrube Auslauf von F2 und F3 fiel fiir die
Modellanlage mit etwa 3 log-Stufen etwas geringer (ca. 0,5 log-Stufen) aus als fiir die
Pilotanlage (Abbildung 58). Das gleiche Bild bot sich fiir die Fiakalcoliformen (s. B 3.1.1.2).
Die etwas geringere erzielte Reduktion ist auf die im Ansatz Modellanlage (fiir die
Coliformen im Mittel etwa 4-fach) geringere Eingangskonzentration im Vorlagebehilter
zuriickzufithren (vgl. B 3.1.1.2, B 3.1.3). Dies bestdtigt die Vermutung, dass Ergebnisse bzgl
Keimreduktion aus der Modellanlage auf die Pilotanlage {ibertragbar sind. Up- bzw.
Downscaling-Effekte spielen offenbar fiir die Keimreduktion zumindest im iiberpriiften
Bereich keine Rolle.

Die Ergebnisse fiir Coliforme und Enterobacteriaceae aus den Chargenversuchen (Abbildung
54, Abbildung 55) waren im Wesentlichen denen aus dem Monitoring (Abbildung 57,
Abbildung 58) sehr dhnlich. Auch hier iiberschritten die Coliformen in den Chargen C1 und
C2, die unter suboptimalem Temperaturmanagement im thermophilen Fermenter F2 (48 -
55°C) verlaufen waren, im Endlager die Marken von 137 Coliformen / g FG sowie die 100
MPN / mL der Badegewdsserrichtlinie 76/160/EWG, in Charge C2 war das sogar bereits flir
den Ausfluss aus dem mesophilen Fermenter F3 der Fall (Abbildung 60). Bei gesicherten
55°C im F2 lagen ab dem F2 alle Werte immer unter diesen Marken.

Auch in den Chargenversuchen wurde keine wesentliche Reduktion der Enterobacteriaceae-
DNA erhalten (Abbildung 60), was gegen die Eignung des auf Detektion von DNA
basierenden qPCR-Ansatzes zur Evaluierung von Hygienisierung spricht. Ein RTqPCR-
Ansatz mit Quantifizierung von mRNA-Bildung (GARCES et al., 2005) konnte hier
zielfiihrender sein.

In den Chargenversuchen wurde ebenfalls die hohere MPN-Ausbeute Coliformer bei 96 h
gegeniiber kiirzerer Bebriitung in Fluorocult® in den Fermentern beobachtet, was fiir ABNC-
Bildung unklaren Ausmafes spricht. Zur Losung der Problematik konnte ebenfalls ein
RTqPCR-Ansatz hilfreich sein, da iiber RTqQPCR Transkription bestimmter Zielgene und
damit Aktivierbarkeit der Zielorganismen gepriift und quantifiziert werden kann. Bei
sublethal geschéddigten bzw. ABNC-Zellen ist die Féhigkeit zur Transkription noch gegeben,
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wihrend ABNC-Zellen sich wegen der hemmenden Zusatzstoffe im Medium nicht oder nur
sehr schwer vermehren konnen und oft eine Resuszitierungsphase vor der selektiven
Kultivierung bendtigen (LLEO et al., 2001).
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E“ 1,E+03 300 Enterobacte- O C2, Coliforme,
g riaceael g bzw. | S ] = | | 48h
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Cl1, 2, 3: Chargen 1, 2, 3 (s. Text); 24h, 48h, 96h: Inkubationszeit in Fluorocult®. Zur Erleichterung der
Interpretation sind charakteristische Prozessverldufe iiber Pfeile hervorgehoben und relevante Richtlinien
skizziert.

Abbildung 60: Chargenversuche zu Enterobacteriaceae (DNA) und Coliformen, Pilotanlage Berbling

ZETHNER et al. (2002) schlagen als Grenzwert fiir hygienisch unbedenklichen Gérrest u.a. 5 x
10° KBE Enterobakterien / g vor. Der analoge Coliformen-Wert wurde in der Biogasanlage
Berbling zumeist bereits nach der ersten mesophilen Stufe F1 und in allen Féllen nach dem
thermophilen Fermenter F2 unterschritten. Der Giérrest entsprach nach der thermophilen
Behandlung bei gesicherten 55°C und gesicherter 8 - 9 h Verweilzeit (Tabelle 56) sogar den
Kriterien der Badegewaisserrichtlinie 76/160/EWG (Abbildung 60, Abbildung 62, Abbildung
63). Nach dieser 55°C Behandlung wurde in allen Fillen Eine Reduktion coliformer Keime
um 3,5 — 4,5 log-Stufen (24 h Bebriitung in Fluorocult® erzielt, dabei schien die
vorgeschaltete mesophile Phase zum Erreichen dieser Qualitdt &hnlich wie die
nachgeschaltete mesophile Phase untergeordnete Bedeutung zu haben (Abbildung 58,
Abbildung 61). Die Riickverkeimung im Endlager betrug bei gesicherten 55°C und
gesicherter 8 - 9 h Verweilzeit im F2 maximal eine log-Stufe (24 h Bebriitung, Abbildung 58,
Abbildung 61).

Ein eindeutiger, die 3 Varianten des Modell-Endlagerversuchs (Berblinger Endlager; CI:
Modell-Endlager ohne Austausch; C2: Modell-Endlager mit Austausch; s. B 2.1.1.3)
differenzierender Trend war auch fiir die Coliformen nicht zu erkennen (Abbildung 62).
Allerdings betrug hier die Riickverkeimung (auch im Endlager ohne Austausch, C1) transient
bis zu 2 log-Stufen und ging dann wieder zuriick. Die Werte lagen dabei in allen Féllen
unterhalb des imperativen Werts der Badegewdsserrichtlinie 76/160/EWG (Abbildung 62).
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Abbildung 61: Coliforme in den Chargenversuchen, kumulierte Reduktion in der Berblinger Pilotanlage
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Abbildung 62: Coliforme, Endlagerversuche
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Hygienisierungseffizienz im Produkt erscheinen lésst (s. B 3.1.1.4). Anhand der vorliegenden
Daten aus den Endlagerversuchen und den anderen untersuchten Parametern (vgl. B 3.1.1.4)
kann z.Zt. ausgeschlossen werden, dass sich im Endlager nach thermophiler anaerober
Vergédrung (gesichert 55°C, gesicherte Verweilzeit 8 - 9 h) eine mikrobielle Population
Besorgnis erregender Hohe oder Zusammensetzung aufbaut, wenn eine Kontamination von
auBen (Schwarz-Weiss-Trennung insbesondere nach der thermophilen Stufe) ausgeschlossen
ist.

Aus den Ergebnissen kann man schlielen, dass das thermophile Verfahren, dhnlich wie fiir
die Fékalcoliformen beschrieben (s. B 3.1.1.5), auch beziiglich der Coliformen geeignet ist,
einen sehr guten hygienischen Zustand des Gérrests zu produzieren.

B 3.1.3 Intestinale Enterokokken, Gesamt-Enterokokken, Enterococcus faecalis und
E. faecium

Intestinale (fakale) und Gesamt-Enterokokken wurden liber Membranfiltration und selektive
Kultivierung nach ISO / DIS 7899-2 bestimmt (s. B 2.3.2.2), Enterococcus faecalis und E.
faecium tiber qPCR (s. B 2.3.3.2.3). Abbildung 63 und 17 zeigen die Monitoring-Ergebnisse
und Abbildung 65 und 19 die Ergebnisse aus den Chargenversuchen fiir die KBE der gesamt-
und intestinalen Enterokokken sowie die Anzahl E. faecalis und E. faecium-Genome in den
Kompartimenten der Berblinger Pilotanlage.

Es ist vorauszuschicken, dass die Werte fiir die Gesamt-Enterokokken &usserst vorsichtig
interpretiert werden miissen, da sich teilweise auf den Filtern {iber m-Enterokokken-Agar eine
flichige rosa Féarbung einstellte, fiir die nicht mit Sicherheit festgestellt werden konnte, ob es
sich um bakterielle (pin-point) Mikrokolonien handelte. Die entsprechenden Werte konnen
daher tiberschitzt sein, und die Schitzung der Koloniezahlen fiir die entsprechenden Flidchen
ist sicher subjektiv. Zudem beinhalten 'Gesamt-Enterokokken' eine Reihe von in
Umweltproben vorkommenden Spezies ohne oder zumindest mit wesentlich geringerer
Hygiene-Relevanz als die intestinalen Enterokokken ('Fékalstreptokokken'), bei denen bisher
besonders E. faecalis und E. faecium als potentiell pathogen fiir Menschen beschrieben sind
(MUNDY et al., 2000). Der Parameter Gesamt-Enterokokken kann daher nicht fiir eine
mikrobiologische Evaluierung des hygienischen Status des Girrests empfohlen werden und
wird auch im Weiteren nicht beriicksichtigt.

Anhand der Schwarzfirbung des Askulin-Galle-Agars waren intestinale Enterokokken
dagegen methodisch gut zu bestimmen. Es handelte sich meist um groBere (ca. 0,5 - 1 mm)
dunkel-braunrote Kolonien, seltener waren auch blassrosa (ca. 0,5 - I mm) Kolonien und sehr
selten kleine (ca. 0,1 mm) rote Kolonien verantwortlich. Die Uberpriifung zufillig
ausgewahlter Kolonien fiir intestinale Enterokokken ergab im qPCR-Test auf E. faecalis oder
E. faecium immer positive Ergebnisse (nicht dargestellt). Der Parameter intestinale
Enterokokken ist damit vom Methodischen her fiir eine mikrobiologische Evaluierung des
hygienischen Status des Gérrests gut geeignet.

In den Proben aus der Berblinger Vorgrube lagen die intestinalen Enterokoken im Mittel im
Bereich 1,9 x 10* bis 1,1 x 10° / g FG und damit im unteren Bereich der entsprechenden
Ergebnisse von 7,5 x 10° - 3,8 x 10° Fikalstreptokokken / mL (FINK et al., 1997) und 2.3 x
10° - 4,3 x 10° Fakalstreptokokken / g (MEYER et al., 1999) und mehr als 1 log-Stufe niedriger
als die bei GELDREICH (1978) beschriebenen 1,3 x 10° KBE Fikalstreptokokken / g Rinder-
Faeces. Die Summe der qPCR-Werte fiir E. faecalis und E. faecium lag in den Proben der
Vorgrube (dquilibrierte Verhiltnisse, kaum abgestorbene Zellen, s. B 3.1.1.1) im Mittel etwa
5 mal so hoch wie die KBE-Werte fiir intestinale Enterokokken (Abbildung 63, Abbildung
65). Es wurden eher hohere KBE-Werte fiir intestinale Enterokokken erwartet, da hier neben
E. faecalis und E. faecium auch E. hirae miterfasst werden sollte, der bei Rindern neben E.
faecium als dominant beschrieben wurde (KUHN et al., 2003) aber nicht in den qPCRs fiir E.
faecalis und E. faecium reagierte. Dies weist auf eine Unterbestimmung (Faktor > 5)
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intestinaler Enterokokken durch die Membranfiltrationsmethode ISO / DIS 7899-2 hin. Ob
die nicht erfassten intestinalen Enterokokken aus den Vorgruben-Proben als ABNC (LLEO et

al., 2001) vorgelegen haben, oder ob andere Griinde (z.B. behinderte Nihrstoff-Diffusion
durch die Filter) verantwortlich waren, muss Gegenstand weiterer Forschung sein.
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48-55°C: Probenahmen vor Mitte Februar 2004; 55°C: Probenahmen nach Mitte Februar 2004 (s. B 3.1). Zur
Erleichterung der Interpretation sind charakteristische Prozessverldufe punktiert dargestellt und relevante
Vorschlige, Richtlinien und Belastungsniveaus skizziert.

Abbildung 63: Gesamt- und intestinale Enterokokken sowie Enterococcus faecalis und E. faecium (qQPCR),
Pilotanlage Berbling, Monitoring

Nach Durchgang durch den thermophilen Fermenter F2 bei gesicherten 55°C lagen die Werte
fiir intestinale Enterokokken immer unter der Marke von 1 x 10* (intestinalen) Enterokokken /
mL (LARSEN et al., 1994) und damit um mehr als eine Zehnerpotenz unter dem Vorschlag von
PHILIPP (2002) mit 5 x 10° Fikalstreptokokken / g fiir Gérrest aus Anaerobbehandlung
(Abbildung 63, Abbildung 65). Eine Reduktion auf die Grundbelastung in Sickerwédssern
ungediingter Ackerflichen von etwa 35 KBE 'fdkale Streptokokken' / mL (WEIB und Popp,
2004) wurde nur direkt nach dem F2 nach gesicherten 55°C erreicht, danach lagen die
Gehalte geringfiigig dariiber. Bis auf die 2 Darmenterokokken / mL der
Badegewisserrichtlinie 2002/0254 (COD) gingen die Werte allerdings niemals zuriick
(Abbildung 63, Abbildung 65). Im Gegensatz zu den Ergebnissen aus stabilem Betrieb bei
55°C im F2 wurden bei suboptimalem Temperaturmanagement des F2 (48 - 55°C) 200
intestinale Enterokokken / g FG zumeist lberschritten, in einem Fall wurden auch 500
intestinalen Enterokokken / g FG erreicht. Im mesophil betriebenen Fermenter F1 wurde in
Einzelfillen auch die o.g. Marke von 5 x 10’ intestinalen Enterokokken / g FG iiberschritten
(Abbildung 63, Abbildung 65).
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48-55°C: Probenahmen vor Mitte Februar 2004; 55°C: Probenahmen nach Mitte Februar 2004 (s. B 3.1);
F1 25°C: nach Umstellung des F1 auf psychrophilen Betrieb (s. B 2.1.1.1).

Abbildung 64: Gesamt- und intestinale Enterokokken im Monitoring, kumulierte Reduktion, Berblinger
Pilotanlage

Die Reduktion der intestinalen Enterokokken durch den mesophilen Fermenter F1 war mit
0,15 - 2,05 log-Stufen relativ gering. Nach Durchgang durch den thermophilen Fermenter F2
lag die Reduktion bei gesicherten 55°C im Bereich 2,5 - 3,3 log-Stufen (Abbildung 64, 21)
und damit meist unterhalb der von LARSEN et al. (1994) als ausreichend eingestufte Reduktion
(intestinaler) Enterokokken um 3 - 4 log-Stufen. Bei psychrophilem Betrieb des F1
(Intestinale Enterokokken, F1 20-25°C in Abbildung 64), der kaum Reduktion intestinaler
Enterokokken bewirkte, ergab sich durch den thermophilen F2 eine Reduktion der intestinalen
Enterokokken um 2,39 log-Stufen. HOFERER (2001) beschreibt fiir E. faecium DSM 2146"
einen D-Wert (Tgp-Wert) bei 55°C in Rindergiille von 1,70 h. Rechnerisch ergibt letztere
Angabe, dass zu einer Reduktion um 2,39 log-Stufen nur 4,06 h bei 55°C in Rindergiille ndtig
sein sollten. Bereits bei der minimal gesicherten Verweilzeit von 8 — 9 h im F2 (Tabelle 56)
hitte sich nach dem D-Wert von HOFERER (2001) rein rechnerisch durch den F2 der
Berblinger Pilotanlage bei den intestinalen Enterokokken eine Reduktion um 5 log-Stufen
zeigen sollen.

Eine Diskrepanz besteht allerdings nur vordergriindig. Sensitivititsunterschiede zwischen
dem dotierten Laborstamm und den nativen Enterokokken bestehen wohl nicht (HOFERER,
2001), und die errechnete freie NH3;-Konzentration entsprach mit im Mittel 600 mg / L im F2
(EFFENBERGER et al., 2006) in etwa den Angaben (582 mg / L) von HOFERER (2001) fiir die
Vergirung von Rindergiille bei 55°C. Vielmehr lassen sich in der Inaktivierungskinetik
sowohl von E. faecium (HOFERER, 2001) als auch von nativen intestinalen Enterokokken
(O’REILLY and COLLERAN, 2004) zwei verschiedene Phasen beobachten, initial ein schnelles
Absterben, fiir das HOFERER (2001) den D-Wert von 1,70 berechnete, und anschlielend ein
Stagnations-Plateau auf niedrigem Niveau, das bei HOFERER (2001) wie in den eigenen
Ergebnissen im Bereich 10" — 10 KBE / mL lag und offenbar nur mit hirteren Manahmen
wie Pasteurisierung (O’REILLY and COLLERAN, 2004) unterschritten werden kann. Ein
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solches 'Tailing' beschreiben auch UGWUANYI et al. (1999) u.a. flir Enterococcus faecalis und
fithren es u.a auf die Prasenz besonders thermotoleranter Subpopulationen zuriick.
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Cl, 2, 3: Chargen 1, 2, 3 (s. Text); EfstEfm: Enterococcus faecalis + E. faecium. Zur Erleichterung der
Interpretation sind charakteristische Prozessverlaufe punktiert dargestellt und relevante Richtlinien skizziert.

Abbildung 65: Gesamt- und intestinale Enterokokken sowie Enterococcus faecalis und E. faecium (qQPCR),
Pilotanlage Berbling, Chargenversuche

Da die intestinalen Enterokokken im F1 nur 10" KBE / g FG betrugen (Intestinale
Enterokokken, F1 20-25°C in Abbildung 64), konnten diese bestenfalls auch nur um 2,8 log-
Stufen auf das Niveau 10"” KBE / g FG reduziert werden. Dies spricht fiir eine sehr gute und
den Angaben von HOFERER (2001) entsprechende Hygienisierungsleistung des thermophilen
Berblinger F2. Im Berblinger F2 war das Basal-Plateau von etwa 10" KBE / g FG
wahrscheinlich bereits nach einer Verweilzeit von etwa 4 h (s. oben) erreicht und énderte sich
beim weiteren Durchgang nicht mehr. Demnach wiirden wahrscheinlich im Berblinger F2 in
der vermuteten Verweilzeit der Hauptfraktion von 48 h (Tabelle 56) auch wesentlich hohere
Eingangs-Gehalte an intestinalen Enterokokken auf das Niveau von etwa 10" KBE / g FG
reduziert werden, was einen wesentlich hoheren Betrag abgettteter Zellen ergébe als die
beobachtete Differenz von etwa 3 log-Stufen. Dementsprechend erreichten O’REILLY und
COLLERAN (2004) bei 55°C in < 24 h sowie HOFERER (2001) nach 12 h eine Reduktion
intestinaler Enterokokken in Rindergiille um etwa 7 log-Stufen.

Ahnlich wie fiir E. coli- und Enterobacteriaceae-DNA beobachtet (s. B 3.1.1, B 3.1.2), nahm
die Anzahl der DNA-Kopien von E. faecalis und E. faecium im Vergleich zu den KBE von
intestinalen Enterokokken bis zum Endlager nur unwesentlich ab (Abbildung 63, 20). Dies
unterstreicht, dass iiber gPCR mit DNA als Zielmolekiil nach lethalem Stress lebende Zellen
massiv lberschitzt werden. Die Methode eignet sich daher zwar hervorragend fiir
dquilibrierte aber nicht fiir (partiell) lethal gestorte Systeme.

Zwischen den Ergebnissen vom Monitoring (Abbildung 63, Abbildung 64) und den
Chargenversuchen (Abbildung 65, Abbildung 66) ergaben sich fiir die intestinalen
Enterokokken keine nennenswerten Unterschiede.Im Endlager trat bei suboptimalen
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Temperaturen im F2 (48 — 55°C) immer eine leichte Wiederverkeimung mit intestinalen
Enterokokken auf, bei 55°C im F2 war sie mit maximal 0,5 log-Stufen unerheblich oder nicht
vorhanden (Abbildung 64, Abbildung 66). Bei suboptimalen Temperaturen im F2 lagen auch
die Keimzahlen der intestinalen Enterokokken im F3 und im Endlager im Mittel und in den
Chargenversurchen iiberwiegend knapp iiber der Marke von 10 KBE / mL (LARSEN et al.,
1994), wihrend sie bei 55°C im F2 immer knapp unter dieser Marke und im Bereich der
Hintergrundbelastung in Drianwissern ungediingter Ackerflichen lagen (Abbildung 63,
Abbildung 65). Aus den extrapolierten Ergebnissen ergibt sich im Zusammenhang, dass bei
einem entsprechend héheren Ausgangsniveau eine Reduktion intestinaler Enterokokken um 5
log-Stufen innerhalb der gesicherten minimalen Verweilzeit von 8 - 9 h erhalten worden wire.
Aus den Ergebnissen ldsst sich der Schluss ziehen, dass die Berblinger Fermenterkette,
besonders der thermophile F2, bei gesichertem Betrieb bei 55°C geeignet war, auch
intestinale Enterokokken ausreichend abzutoten.

Gesamt-Enterokokken, Intestinale Enterokokken, Chargenversuche
3 ! ST
? : "

_EI = T ---o-- C1, Gesamt-
—_ -8 Enterokokken,
T S ¥ ’ X 48-55°C (a)

s K
w E ; --A-- C2, Gesamt-
m g ¥ ; h Enterokokken,
X 2115 o Oeeeaviifdoon. P D! - 48-55°C (b)
o e S .
o e b L-— “« s ——C3, Gesamt-
e P _E: A N PR o Enterokokken,
T |23 S p 55°C (o)
:g : S ’ \‘\ g —=a— C1, Intestinale
= e % ‘/.’ Ay Enterokokken,
E 38 o 48-55°C (d)
Py 11| & e —&— C2, Intestinale
T g 8 S Enterokokken,
= W oe| 48-55°C (e)
£ £ S| —>¢— C3, Intestinale
2 b § _.;',’ Enterokokken,

g £l 55°C (f)

/
0
Vorgrube F1(37°C) F2 ((48-)55°C) F3 (37°C) Endlager

Cl1, 2, 3: Chargen 1, 2, 3; 48-55°C: Probenahmen vor Mitte Februar 2004; 55°C: Probenahmen nach Mitte
Februar 2004 (s. B 3.1); F1_25°C: nach Umstellung des F1 auf psychrophilen Betrieb (s. B 2.1.1.1).

Abbildung 66: Gesamt- und intestinale Enterokokken, kumulierte Reduktion in den Chargenversuchen,
Berblinger Pilotanlage

Obwohl die Bestimmung der intestinalen Enterokokken 2 Tage dauert, also viel Zeit vergeht
bevor in der Praxis auf eventuell notige Eingriffe reagiert werden kann, ist der Parameter
infolge seiner Robustheit und wegen der Thermotoleranz und Tenazitit der intestinalen
Enterokokken sehr geeignet, den Hygienisierungserfolg der (thermophilen) anaeroben
Vergirung zu dokumentieren. Hervorzuheben ist dabei, dass die Empfindlichkeit
veterindrmedizinisch besonders wichtiger Viren, wie die Erreger der klassischen
Schweinepest, der Aujeszky'sche Krankheit, der vesikuldren Schweinekrankheit, der
afrikanischen Schweinepest, der Maul- und Klauenseuche, von Polio- und Rotaviren sowie
der meisten enteropathogenen Bakterien (auBer Sporenbildner) bei der Vergidrung von
Rindergiille bzw. gegentiber 55°C groBer ist als die der intestinalen Enterokokken (HOFERER,
2001; PHILIPP, 2002). Auch UGWUANYI et al. (1999) fanden, dass E. faecalis bei der
thermophilen anaeroben Vergéirung von landwirtschaftlichem Abfall bei 55°C und 60°C einen
hoheren D-Wert als E. coli, Salmonella enteritidis, Campylobacter jejuni, Pseudomonas
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aeruginosa and sogar als die als thermotolerant bekannte Serratia marcescens aufwies.
Demzufolge wiren die genannten Pathogenen in der Berblinger Pilotanlage allein durch die
55°C-Behandlung im F2 (potentiell) um mindestens 5 log-Stufen reduziert worden. Eine
Reduktion um mindestens 5 log-Stufen konnte bereits nach 4 h 55°C fiir infektiose
Kryptosporidien-Oozysten nachgewiesen werden (s. B 3.1.8), und auch fiir die anderen
untersuchten Parameter lie} sich aus den vorhandenen Daten eine Reduktion um mindestens
diesen Faktor extrapolieren (s. B 3.1.4, B 3.1.5, B 3.1.9, B 3.1.10, B 3.1.11, B 3.1.12). Eine
Ausnahme bilden die bakteriellen Sporenbildner, die allerdings im Prozessverlauf auch nicht
(nennenswert) zunahmen (s. B 3.1.6, B 3.1.7). Damit stellen die intestinalen Enterokokken
einen idealen Indikator fiir die Hygienisierungseffizienz in Biogasanlagen dar. ERREBO
LARSEN and MUNCH (1990) kamen zum gleichen Schluss. LARSEN et al. (1994) schlugen vor,
dass eine dokumentierte Reduktion intestinaler Enterokokken um 3 - 4 log-Stufen auf ein
Niveau von etwa 10° KBE / mL im Gérrest eine uneingeschrinkte Verwendung des
(entgasten) Gérrests in der Landwirtschaft ermoglichen soll. Thr Vorschlag gewinnt im
Zusammenhang mit den eigenen Befunden (s. oben, s. Abbildung 63, Abbildung 64,
Abbildung 65, Abbildung 66) erneut Bedeutung.

B3.1.4  Thermophile Campylobacter

Analysen iiber qPCR-Bestimmung mit direkter Nukleinsdure-Extraktion aus dem
Probenmaterial (s. B 2.3.3.2.3)wiesen auf eine sehr geringe Konzentration thermophiler
Campylobacter-Arten im Vorgruben-Material hin. In den Fermentern und im Endlager konnte
mit diesem Ansatz keine thermophiler Campylobacter nachgewiesen werden (Abbildung 67).
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sPCA: selektives Preston Campylobacter Anreicherungsmedium; 48-55°C: Probenahmen vor Mitte Februar
2004; 55°C: Probenahmen nach Mitte Februar 2004 (s. B 3.1)

Abbildung 67: Thermophile Campylobacter und C. jejuni, Monitoring, Pilotanlage Berbling

Da die qPCR-Bestimmung mit direkter Nukleinsdure-Extraktion aus dem Probenmaterial bei
sehr geringen Keimzahlen (bzw. Konzentrationen des Zielmolekiils) aus statistischer Sicht
problematisch ist bzw. Extraktions- und Messwiederholungen in kaum praktikablem Umfang
erfordert (s. B 2.3.3.1), andererseits die direkte Plattierung von Probenmaterial auf mCCDA-
Agar wegen Bildung starker Hintergrundmikroflora nicht erfolgreich war, wurde der
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Plattierung eine MPN-Anreicherung aus seriellen Verdiinnungen vorgeschaltet (sPCA, s. B
2.3.2.3). Die auf mCCDA erhaltenen Kolonien wurden mittels spezifischer qPCR auf
Zugehorigkeit zur Gruppe der thermophilen Campylobacter (C. jejuni, C. coli, C. lari, C.
upsaliensis) getestet und aus den positiven und negativen Platten die MPN bestimmt (s. B
2.3.3.2.3).

Abbildung 67 zeigt, dass eine leichte Reduktion thermophiler Campylobacter bereits im
mesophilen F1 der Berblinger Pilotanlage stattfand, und im thermophilen F2 sowie im
nachgeschalteten mesophilen F3 keine thermophilen Campylobacter mehr nachgewiesen
werden konnten. Bei suboptimalen Temperaturen im F2 (48 - 55°C) waren thermophile
Campylobacter im Endlager in nur einer von 5 analysierten Proben in sehr geringer
Konzentration vorhanden, wéhrend bei gesicherten 55°C auch fiir die Endlagerproben alle
Ergebnisse negativ waren. Dies spricht, dhnlich wie bereits zuvor diskutiert (s. B 3.1.1.5, B
3.1.2, B 3.1.3) dafiir, die Vergirung thermophil und bei gesicherten 55°C durchzufiihren,
wenn der Gérrest in sensiblen Zonen oder Gebieten ausgebracht werden soll.

In der Literatur ist C. jejuni eher als wenig thermotolerant beschrieben (USFDA, 2000),
besonders wenn landwirtschaftliche Abfille und Giille thermophil vergoren werden
(UGWUANYT et al., 1999). Es ist nicht zu erwarten, dass die anderen Species des thermophilen
Campylobacter-Komplexes wegen ihrer sehr dhnlichen Okologie wesentlich resistenter als C.
Jjejuni sind, allerdings wire ein entsprechender Nachweis wiinschenswert. Die D-Werte fiir C.
Jjejuni lagen bei 55°C im Bereich 0,62 - 2,22 min (UGWUANYI et al., 1999; USFDA, 2000)
und waren damit um den Faktor 8 - 50 kleiner als die Werte fiir E. faecium bzw. E. faecalis
(UGWUANYI et al., 1999; HOFERER, 2001). Demzufolge wéren thermophile Campylobacter in
der Berblinger Pilotanlage allein durch die 55°C-Behandlung im F2 (potentiell) um
mindestens 5 log-Stufen reduziert worden. Die thermophilen Campylobacter sind damit bei
der thermophilen Vergidrung kein kritischer Parameter und mit dem Indikator intestinale
Enterokokken bei Weitem ausreichend abgedeckt.

B3.1.5 Yersinia enterocolitica

Yersinia enterocolitica wurde quantitativ iiber MPN-qPCR nach Voranreicherung Ossmer-
Bouillon und Plattierung auf CIN-Agar bestimmt (s. B 2.3.2.4) sowie iiber gPCR nach DNA-
Extraktion direkt aus den Proben (s. B 2.3.3.2.3).

Mit vorgeschalteter selektive Anreicherung war der qPCR-Test auf Y. enterocolitica fiir die
auf CIN-Agar gewachsenen (typischen) Kolonien fiir keine der analysierten Proben der
Berblinger Biogasanlage positiv. Demnach hétten selbst in der Vorgrube weniger als 1 Y.
enterocolitica pro g FG vorgelegen. Die Ergebnisse aus dem qPCR-Nachweis iiber direkte
DNA-Extraktion aus den Proben wiesen allerdings etwa 10 Y. enterocolitica-Genomen / g
FG in der Vorgrube und im mesophilen F1 aus (Abbildung 68), allerdings war nur % der
Proben aus der Vorgrube qPCR-positiv. Moglicherweise hatten die selektiven Zusitze bei den
Kultivierungsschritten das Wachstum von Y. enterocolitica gehemmt. Die Giille oder die
Bedingungen in der Vorgrube konnten sublethale Effekte auf Y. enterocolitica gehabt haben,
und moglicherweise wurden ABNC-Zellen gebildet, die sich nicht in der gegebenen Zeit bzw.
unter den gegebenen Bedingungen kultivieren lieBen. Wahrscheinlicher entsprachen die in der
Vorgrube und im F1 gemessenen DNA-Gehalte abgestorbenen Zellen, da nach Durchgang
durch den thermophilen F2 auch iiber die direkte qPCR keine Y. enterocolitica-Genome in
den Kompartimenten der Berblinger Fermenterkette mehr nachweisbar waren (Abbildung 68).
Die geringen Eingangskonzentrationen von Y. enterocolitica-DNA wurden offenbar im F2
abgebaut. Dies spricht dafiir, dass die vor dem F2 gemessenen Y. enterocolitica-Genome aus
abgstorbenen und weitgehend degradierten Zellen gestammt hatte, da DNA nur langsam
abgebaut wird (s. B 3.1.1, B3.1.2, B 3.1.3).
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Yersinia enterocolitica, PCR-Bestimmung, Prozesskette (alle Werte)
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Abbildung 68: Yersinia enterocolitica, Monitoring, Pilotanlage Berbling

Beziiglich potentiellen hygienischen Gefahren bei Ausbringen des Gaérrests ist Y.
enterocolitica hochstwahrscheinlich dhnlich wie die thermophilen Campylobacter-Arten (s. B
3.1.4) ein unkritischer Parameter, da die fiir Inaktivierung von Y. enterocolitica bestimmten
D-Werte bei 55°C im Bereich 0,03 - 0,05 h liegen (USFDA, 2000; LAKE et al, 2004), und
damit um den Faktor 30 bis 50 kleiner sind als die D-Werte fiir intestinale Enterokokken
(UGWUANYI et al., 1999; HOFERER, 2001). Demzufolge wéire Y. enterocolitica in der
Berblinger Pilotanlage allein durch die 55°C-Behandlung im F2 (potentiell) um mindestens 5
log-Stufen reduziert worden. Die Inaktivierung von Y. enterocolitica ist damit bei Weitem
ausreichend durch den Parameter intestinale Enterokokken als Indikator abgedeckt.

B 3.1.6  Bacillus cereus-Gruppe

Die Vertreter der Bacillus cereus-Gruppe (s. B 2.3.2.5) konnen verschiedene Toxingene in
unterschiedlichem AusmaB produzieren. Sie kdénnen zur Uberdauerung ungiinstiger
Bedingungen Endosporen bilden und sind in diesem Zustand sehr resistent gegeniiber Hitze
und anderen Stressfaktoren (BROWN, 2000). Sie wurden direkt aus den Proben der Berblinger
Vorgrube, der Fermenterkette und dem Endlager tiber Kultivierung auf PEMBA (s. B 2.3.2.5)
sowie parallel zur Absicherung der Ergebnisse iiber qPCR (s. B 2.3.3.2) bestimmt.

Abbildung 69 zeigt praktisch identische Werte fiir die Analysen iiber qPCR und Kultivierung
auf PEMBA. Dies spricht fiir annihernde Aquivalenz beider Techniken, obwohl die
Auswertung spezifischer Kolonien auf PEMBA wegen teilweise starken Uberwuchses durch
Hintergrund-Mikroflora meist problematisch war (s. B 2.3.2.5). Eine methodische
Problematik ergab sich innerhalb des qPCR-Ansatzes zuweilen auch beim 4-miniitigen
kumulativen Bead-Beating (nicht bei 30 s BB) infolge von Glasmilchbildung, die vermutlich
durch Abrieb der Glaskugeln beim BB verursacht war. In diesen Féllen ergaben sich
(félschlich) negative qPCR-Ergebnisse, die vermutlich auf DNA-Sorption an die Glasmilch
(Silika-Partikel mit groBer Oberflache) zurlickzufithren war. Fiir beide Methoden sind daher
Verbesserungen wiinschenswert.
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kumul. BB: kumulative Extraktion mit 4 min. Bead-Beating, s. B 2.3.3.1.1); 48-55°C: Probenahmen vor Mitte
Februar 2004; 55°C: Probenahmen nach Mitte Februar 2004 (s. B 3.1)

Abbildung 69: Bacillus cereus-Gruppe, Kultivierung und qPCR, Pilotanlage Berbling, Monitoring

In der Vorgrube fanden sich etwas iiber 10* KBE Vertreter der B. cereus-Gruppe (BcG) / g
FG, was in dieser Hohe bei gesunden Tieren (s. B 2.1.1.1) nicht erwartet wurde. In der
Literatur finden sich praktisch keine Daten zu BcG-Gehalten in Rindergiille. Die eigenen
Ergebnisse lassen sich daher nur schwer einordnen.

Bis zum Endlager ergab sich eine marginale Reduktion der auf PEMBA bestimmten BcG um
etwa 0,5 log-Stufen (Abbildung 69). Angesichts der ausgeprigten Hitzeresistenz der Sporen,
die partiell sogar einige Minuten Abkochen iiberstehen (BROWN, 2000), war auch keine
starkere Reduktion zu erwarten. Entsprechend den eigenen Ergebnissen wurde B. cereus bei
thermophiler Vergirung von Rinder- und Schweinegiille bei 53°C nicht reduziert (ERREBO
LARSEN and MUNCH, 1990; BENDIXEN, 1999).

Die etwas geringeren auf PEMBA bestimmten BcG-Gehalte im F2, F3 und Endlager bei
suboptimalen Temperaturen im F2 (48 - 55°C) konnten auf unter diesen Bedingungen
verstirkte Sporulation zuriickzufithren sein, da die qPCR-Werte im thermophilen F2 (55°C)
entsprechend leicht erhoht waren (Abbildung 69). Moglicherweise keimt nur eine Fraktion
der Sporen unter den gewéhlten Inkubationsbedingungen auf PEMBA aus, wihrend das
harsche, insgesamt 4 min wiahrende Bead-Beating (BB) wihrend der kumulativen Extraktion
(s. B 2.3.3.1.1) offenbar auch bakterielle Sporen aufbricht, und damit iiber qPCR
wahrscheinlich (anndhernd) die gesamte Population erfasst wird. Hierfiir spricht, dass
vegetative gramnegative sowie grampositive Bakterien nach 30 s BB quantitativ
aufgeschlossen wurden (s. B 3.1.1.1, B 3.1.1.3, B 3.1.2, B 3.1.3), wihrend fiir die BcG-
Gruppe durch das kumulative BB im Mittel 2,15 mal mehr BeG-Vertreter detektiert wurden
als nach 30 s BB. Darauf, dass im thermophilen F2 eine Sporulation verstirkt stattgefunden
hat, weist das besonders dort hohe Verhiltnis der Ausbeute an BcG-Vertretern nach
kumulativem 4 min. BB gegeniiber 30 s BB hin, aus dem der prozentuale Gehalt an Sporen
errechnet wurde (Abbildung 70). Danach verringerte sich dieses Verhéltnis, was auf relative
Zunahme vegetativer Zellen hindeutet. Gleichzeitig vergro3erte sich das Verhiltnis qPCR /
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PEMBA-detektierte BcG-Vertreter (Abbildung 69) etwas, was auf leichtes Absterben (ca. 0,5
log-Stufen) dieser vegetativen Zellen schlieBen l4Bt. Demnach hat im thermophilen F2
Sporulierung aber keine Inaktivierung der BcG-Vertreter stattgefunden, wéhrend ein
(geringes) Absterben in den Stationen nach dem thermophilen F2 erfolgt ist.
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Der prozentuale Gehalt an Sporen wurde aus dem Verhéltnis vegetative Zellen + Sporen (4 min. kumulatives
Bead-Beating) zu vegetativen Zellen (30 s Bead-Beating) errechnet

Abbildung 70: Prozentualer iiber differentielles Bead-Beating ermittelter Gehalt an Sporen, Bacillus cereus-
Gruppe, Pilotanlage Berbling, Monitoring

Eine nennenswerte Vermehrung der BcG-Vertreter wihrend der anaeroben Vergirung in der
Pilotanlage Berbling kann anhand der in Abbildung 69 dargestellten Ergebnisse
ausgeschlossen werden, eher trat bis zum Endlager eine (sehr geringe) Reduktion ein. Bei
Diingung mit (empfohlenerweise verdiinntem) Gérrest werden also in etwas geringerem
Ausmal} als bei Giille-Diingung ausgebracht. Erste vorldufige Bodenanalysen auf BcG-
Vertreter ergaben weder fiir Gérrest- noch fiir Giillediingung Unterschiede zu BcG-Gehalten
im Boden der Wasserschutzzone I (s. B 3.2.4). Zur Zeit kann also davon ausgegangen
werden, dass bei Girrest- und Giillediingung im empfohlenen Ausmal} keine Beaufschlagung
durch Vertreter der Bacillus cereus-Gruppe iiber das natiirliche MalB3 hinaus stattfindet,
allerdings wird empfohlen, iiber weiterfiihrende regelméfige Analysen diese Einschitzung
abzusichern.

B 3.1.7  Clostridium perfringens

Ahnlich wie B. cereus (s. B 3.1.6) ist Clostridium perfringens, der Erreger des Gasbrands,
ebenfalls ein Toxin-produzierender Sporenbildner, lebt allerdings anaerob und zeigt ein
Wachstumsoptimum im thermophilen Bereich (BROWN, 2000). Er findet sich ubiquitdr im
Boden und in den Faeces verschiedener Tiere sowie des Menschen (GELDREICH, 1978). Er ist
Indikator fiir Verunreinigungen des Trinkwassers durch Oberflaichen-Abschwemmungen und
spielt daher als fakultativer Parameter in der Trinkwasserverordnung eine Rolle.

C. perfringens wurde im Koch'schen Plattengussverfahren in TSCF-Agar bestimmt, da
ARAUJO et al. (2001, 2004) zeigten, dass diese gegeniiber anderen Methoden insbesondere fiir
die Sporen eine hohere Wiederfindungsrate aufweist (Faktor knapp 1,5 gegeniiber mCP-Agar)
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und spezifischer ist. Demnach entsprichen 1000 in TSCF-Agar bestimmte C. perfringens
etwa 750 in mCP-Agar. Das chromosomale o-Toxin-Gen plc wurde als Ziel der qPCR
verwendet, da dieses in Einzelkopie in allen C. perfringens Toxinotypen (A - E) vorkommt
(PETIT et al., 1999). Zur Erfassung vegetativer Zellen wurde eine Extraktion mit 30 s Bead-
Beating (BB) durchgefiihrt, zur Erfassung der Gesamtpopulation (vegetative Zellen + Sporen)
eine kumulative Extraktion mit insgesamt 4-miniitigem BB in Intervallen (s. B 2.3.3.1.1, B
3.1.6).
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30+90+120s BB: kumulatives (4 min) Bead-Beating; 48-55°C: Probenahmen vor Mitte Februar 2004; 55°C:
Probenahmen nach Mitte Februar 2004 (s. B 3.1). Zur Erleichterung der Interpretation sind charakteristische
Prozessverldufe punktiert dargestellt.

Abbildung 71: Clostridium perfringens, Monitoring, Pilotanlage Berbling

Ahnlich wie fiir die B. cereus-Gruppe (s. B 3.1) war auch fiir C. perfiingens praktisch keine
Reduktion zwischen Vorgrube und Endlager festzustellen (Abbildung 71). Die Werte lagen
im Mittel mit etwa 10° KBE bzw. Genome / g FG am oberen Rand der Spanne der von
ZETHNER et al. (2002) angegebenen 10 - 3000 KBE C. perfringens / g FG Rindergiille.
GELDREICH (1978) fand mit 200 KBE C. perfringens / g Rindergiille ebenfalls etwas
geringere Werte. Hier konnen methodische Unterschiede (s.0.) Ursache einer
Unterbestimmung gewesen sein, natiirliche oder Fiitterungs-bedingte Variabilitdt konnten
ebenfalls eine Rolle spielen. ERREBO LARSEN and MUNCH (1990) fanden annihernd 10* KBE
C. perfringens /| mL in (Girresten von) verschiedenen biologischen Abfillen. Es sollte
untersucht werden, ob zwischen einem hoéheren Besatz von Giille mit C. perfringens und
Fiitterung mit Produkten tierischer Herkunft ein Zusammenhang besteht. In Giille von
Milchvieh, das ausschlieBlich auf pflanzlicher Basis erndhrt wird, sind keine erhdhten Gehalte
potentiell toxinogener bakterieller Sporenbildner wie C. perfringens zu erwarten, der Gérrest
ist daher hinsichtlich dieser Parameter bei pflanzlicher Fiitterung als unkritisch anzusehen.
Den Hinweisen zufolge konnten allerdings bei Fiitterung mit (anteilig) tierischen Produkten
hohere Gehalte bakterieller Sporenbildner (Leitparameter C. perfringens) in Giille und
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Garrest auftreten, entsprechendes kann auch fiir Garrest aus der Co-Vergdrung mit anderem
tierischem oder kontaminiertem pflanzlichen Material gelten.

In Fillen mit solchen Unsicherheiten ist anzuraten, das Eingangsmaterial und/oder den
Girrest auf C. perfringens zu iiberpriifen. Bei > 3000 C. perfringens / mL (bzw. g FG) muss
bei aktueller Kenntnislage von einer Kontamination (z.B. mit Kot von Fleischfressern)
ausgegangen werden. Ein Gérrest mit solchen Gehalten an C. perfringens sollte nicht in
sensiblen Gebieten wie der WZ II oder auch direkten Einzugsgebieten von Badegewdssern
ausgebracht werden (vgl. B 4.3, B 4.4), da sonst mit einer Anreicherung bakterieller
Sporenbildner im Boden gerechnet werden muss bzw. eine Kontamination des
Grundwasserstroms oder des Badegewéssers nicht auszuschliefen ist (s. B 3.2.5).

In keiner bekanntgewordenen Untersuchung konnte C. perfringens bisher durch anaerobe
Vergédrung reduziert werden (z.B. ERREBO LARSEN and MUNCH, 1990; BENDIXEN, 1999;
ZETHNER et al., 2002), nicht einmal durch eine vorgeschaltete Pasteurisierung (O’REILLY and
COLLERAN, 2004), was die eigenen Befunde (Abbildung 71) bestitigt. Ein sicheres Abtdten
kann nur durch Dampfdrucksterilisation erreicht werden (BROWN, 2000), was filir einen
Landwirt nicht durchfiihrbar ist. C. perfringens-Sporen bleiben in der Umwelt iiber Jahre,
wahrscheinlich Jahrzehnte iiberlebensfdhig (HILL et al., 1996) und konnen fékale
Verunreinigung indizieren (CONBOY and GOsS, 2001). Da C. perfringens aber ubiquitdr in der
Umwelt vorkommt (Trinkwasser sollte allerdings frei von C. perfringens sein) und die
Verunreinigung wegen seiner langen Uberlebensfihigkeit praktisch nicht zuriickdatiert
werden kann, ist er als Indikator fiir aktuelle fikale Kontamination so gut wie wertlos
(ASHBOLT et al., 2001).

Abbildung 72 zufolge fand besonders im mesophilen F1 und im thermophilen F2 Sporulation
von C. perfringens statt, dabei nahm gleichzeitig auch die Gesamtpopulation der C.
perfringens voriibergehend geringfiigig zu (Abbildung 71). Im weiteren Verlauf ging die C.
perfringens-Gesamtpopulation auf Werte um oder unwesentlich unter das Ausgangsniveau
zuriick, und gleichzeitig sank der Anteil der Sporen wieder auf etwa 50 % (Abbildung 71,
Abbildung 72). Abbildung 71 zufolge schienen konstante Temperaturen von 55°C im
thermophilen F2 die C. perfringens-Gesamtpopulation eher leicht zu fordern, wihrend bei 48
— 55°C wegen der leicht unterschiedlichen Entwicklungen der TSCF- und qPCR-Werte kein
klarer Trend erkennbar war.

Die Quantifizierung von C. perfringens war nicht unproblematisch (vgl. B 2.3.2.6). Die in
vielen Féllen bei der Kultivierung in TSCF erhaltene Ausbildung konfluenter Schwarzfarbung
mit fluoreszierenden Riandern in den Agarplatten erlaubte hdufig nur eine grobe Schétzung
der Anzahl verantwortlicher Einzelkolonien. Gut auswertbare Platten ohne die konfluenten
Bereiche hatten meist nur 1 — 5 fiir C. perfringens typische Einzelkolonien, die Auswertung
war damit allerdings statistisch ziemlich unsicher. Die Problematik der Glasmilchbildung
beim 4-miniitigen kumulativen Bead-Beating mit vermuteter DNA-Sorption und (fdlschlich)
negativen qPCR-Ergebnissen ist bei B 3.1.6 genauer dargestellt. Wegen der guten
Ubereinstimmung der qPCR- und TSCF-Ergebnisse (Abbildung 71) kann dennoch davon
ausgegangen werden, dass diese zuverldssig sind. Verbesserungen sind allerdings fiir beide
Methoden wiinschenswert.
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Der prozentuale Gehalt an Sporen wurde aus dem Verhéltnis vegetative Zellen + Sporen (4 min. kumulatives
Bead-Beating) zu vegetativen Zellen (30 s Bead-Beating) errechnet

Abbildung 72: Prozentualer iiber differentielles Bead-Beating ermittelter Gehalt an Sporen, Clostridium
perfringens, Pilotanlage Berbling, Monitoring

Zusammenfassend wird festgestellt, dass C. perfringens wegen seiner ausgesprochen hohen
Tenazitdt auch bei konstanten 55°C und gesicherter minimaler Verweilzeit von 8§ — 9 h nicht
oder nur unwesentlich reduziert wird. Eine voriibergehende (marginale) Zunahme um 0,2 —
0,5 log-Stufen ging zum Endlager wieder zuriick (Abbildung 71). C. perfringens zeigte also
praktisch keine Verdnderungen in der Populationsgrée und nur voriibergehende geringe
Verdnderungen in der Populationsstruktur wéihrend des mesophil-thermophil-mesophilen
Biogas-Prozesses. Dies steht im Einklang mit den eingangs erwédhnten Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen. C. perfringens kann damit nicht als Parameter zur Bestimmung der Effizienz
von Hygienisierungsprozessen in Biogasanlagen empfohlen werden, und wurde aus den
genannten Griinden auch nicht in die VERORDNUNG (EG) NR. 1774/2002 fiir Material der
Kategorie 3 aufgenommen.

Dennoch wird C. perfringens als wichtiger Parameter angesehen. Eine Anreicherung
bakterieller toxinogener Sporenbildner in der Umwelt sollte vermieden werden, besonders
wenn dadurch eine Gefdhrdung des Grundwassers und von Lebewesen entstehen konnte. Aus
den eigenen Analysen und den o.g. Berichten geht hervor, dass C. perfringens in Giille von
gesundem Milchvieh mit addquater Griinfiitterung sowie im Gérrest nach anaerober
Behandlung im Bereich 1 x 10° - 5 x 10° (3 x 10° iiber TSCF-Kultivierung) KBE / mL liegt.
Dieser Wert konnte als vorldufige ZielgroBe flir eine Substrat- oder Produktpriifung
angesehen werden, wenn hinsichtlich der Herkunft des Ausgangssubstrat Zweifel bestehen (s.
oben).

Es wird angeraten, das Verhalten der Populationsgréf3e nicht nur von C. perfringens sondern
auch von C. botulinum in Giille und Gérrest sowie nach deren Ausbringung in verschiedenen
Boden verstdrkt wissenschaftlich zu untersuchen. Nach der Giill- und Gérrest-Ausbringung
konnten die eigenen Ergebnisse dazu (s. B 3.2.5) allenfalls eine Momentaufnahme fiir C.
perfringens und ein kleines Spektrum verschiedener Boden bieten. Dabei ergab sich kein
klarer Trend, allenfalls zeichnete sich eine leichte Belastung bei Giille-Diingung ab (s. B
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3.2.5). Die Ergebnisse konnten bisher nur in eine vorldufige Belastungsklassifikation geordnet
werden, da vor allem die natiirliche Hintergrundbelastung in Boden noch ungentigend geklért
ist. Moglicherweise wird aufgrund entsprechender Daten zu fordern sein, dass C. perfringens
(sowie u.U. auch C. botulinum) in bestimmten Giillen und Girresten durch geeignete
MaBnahmen generell vor einer landwirtschaftlichen Verwertung zu reduzieren ist (vgl. B
3.2.5).

B 3.1.8  Cryptosporidium parvum

Der alte Species-Name C. parvum wird hier stellvertretend fiir C. parvum + C. hominis
verwendet (s. B 2.3.2.7). Das gPCR-System war spezifisch fiir die humanpathogenen Arten C.
parvum und C. meleagridis sowie fir C. wrairi, dessen Wirtsspezifitit noch ungeniigend
bekannt ist. Das qPCR-Monitoring erfasste damit alle humanpathogenen Kryptosporidien.

B3.1.8.1 Monitoring, Berblinger Pilotanlage

Das Monitoring der Berblinger Pilotanlage auf C. parvum wurde ausschlieBlich mit dem
gPCR-System (s. B 2.3.3.2, B 3.1.8) durchgefiihrt, da iiber diese Technik die
Gesamtpopulation (lebende + tote) iiberwacht als Screening werden kann. Eindeutig positive
Befunde wiren iiber metabolische Tests (s. B 2.3.2.7.5, B 2.3.2.7.6, B 2.3.2.7.7, B 2.3.2.7.8,
B 2.3.3.2.2) zu bestitigen
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Abbildung 73: Cryptosporidium parvum-DNA, gPCR-Monitoring, Pilotanlage Berbling

gewesen, die wegen ihrer Aufwindigkeit im Routine-Screening nicht durchgefiihrt wurden.
Abbildung 73 zeigt, dass in den Proben aus der Vorgrube und den Fermentern teilweise
DNA-Spuren von C. parvum an der Nachweisgrenze (82,5 Oozysten bei 40 pL extrahierter
Michprobe) festgestellt wurden, in keinem Fall aber in den Endlager-Proben. Unterschiede
zwischen suboptimalem (48 - 55°C) und optimalem Betrieb im F2 (gesicherte 55°C) konnten
nicht festgestellt werden.

Da DNA in der Fermenterkette praktisch nicht abgebaut wird obwohl die Organismen
abgestorben sein konnen (GARCES et al., 2005; LEBUHN et al., 2005; s. B 3.1.1 - B 3.1.7;
Abbildung 77, Abbildung 78), und hohe statistische Unsicherheit bei sehr geringen
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Konzentrationen des Ziel-Organismus in der (Misch-)Probe besteht, ist der positive Nachweis
in einer von 6 Proben im mesophilen F3 in Abbildung 73 nicht verwunderlich. Dennoch
sprechen die positiven Befunde dafiir, dass entweder die von den Nachbarbetrieben
zugefiihrte Giille oder die des Betriebs Schweiger (ohne dass Symptome erkannt wurden, s. B
2.1.1.1) in Einzelféllen geringfligig kontaminiert war. Die unten dargestellten Ergebnisse zu
metabolischen Parametern aus den Keimtriagerexperimenten sowie der negative Nachweis flir
die Endlagerproben belegen aber, dass iiber den Girrest wohl keine vitalen Oozysten
ausgetragen wurden, wihrend das fiir die ausgebrachte Giille nicht gesagt werden kann.

B3.1.8.2 Keimtriagerexperimente und Wasserbadversuche

B 3.1.8.2.1 Wasserbadversuche

In den Wasserbadexperimenten (s. B 2.3.1.2, B 2.3.2.7) zeigte sich fiir die Exzystierung eine
2-stufige Reduktions-Kinetik (Abbildung 74). Bei 55°C ergab sich eine sehr schnelle
Reduktion der Exzystierbarkeit innerhalb 10 - 30 min auf 3,5 - 1,3 nicht-exzystierbare
Oozysten und damit ein D-Wert von 8,76 min fiir die schnelle Inaktivierung. Die Anzahl
nicht-exzystierbarer Oozysten blieb danach praktisch konstant (Abbildung 74).

C. parvum , Wasserbadexperimente, Exzystierbarkeit
100
90 - O
80 -y r PP OT PP PPPPPPT PP PEPRPRFIFPRPRPAPD Y &®- A4°C
~..
—~ LY
T 70 o ™. 0O 36°C
N N
= K T~
g 60 . = X 55°C
& i . O
g 50 : [} —- ~
~..
T 40 1 —~.
A
g 30 \
20
10 -,
o &_9(__\ _____ \_____\___X__\_____\ _____ —==== \_>@
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Exposition (min)

Abbildung 74: Cryptosporidium parvum, Wasserbadexperimente, Exzystierbarkeit in Abhéngigkeit der
Expositionszeit bei verschiedenen Temperaturen

Zellkultur-PCR (B 2.3.2.7.5) sowie Zellkultur-Immunfluoreszenz (B 2.3.2.7.6) zeigten bei
55°C eine Reduktion infektidser Oozysten innerhalb einer Stunde um mehr als 5 log Stufen
(Abbildung 75), was einer Reduktion um 1 log Stufe innerhalb < 12 min (D-Wert < 12 min)
entspricht und damit etwa im Bereich der ersten, schnellen Inaktivierungs-Kinetik der
Exzystierung (D-Wert zwischen 7 und 43 min; {iber Regression: 8,8 min, R2=O,777) liegt, die
also wahrscheinlich als Surrogat die Inaktivierung anzeigen kann. Die residualen, nicht-
exzystierbaren Oozysten in der zweiten Phase bei 55°C (ohne Verdnderung) sind demnach
ausschlieBlich nicht infektiés und abgetotet, und entsprechen einer Fraktion, um die die
Exzystierung die Infektositdt nach Stress liberbestimmt.

BUKHARI et al. (2000) berichten ebenfalls, dass nach Stresseinfliissen liber Analyse der
Exzystierbarkeit und der Membranintegritit infektiose Oozysten {iiberschétzt werden.
NEUMANN et al. (2000) zeigten, dass in ungestressten Oozysten eine nicht-exzystierbare aber
infektiose Fraktion vorliegen kann. Auch in den eigenen Versuchen war eine solche Fraktion
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zu erkennen (Abbildung 74). Hou et al. (2004) kamen trotz Optimierung der in-vitro-
Exzystierung zu demselben Schluss. Sie folgerten, dass die Exzystierung kein geeigneter
Parameter zur Beurteilung der Lebensfahigkeit von C. parvum-Oozysten ist. Demnach wére
fiir eine realistische Beurteilung einer Gefdhrdung allein der Infektiositétstest (insbesondere
mit menschlicher Zellkultur, s. B 2.3.2.7.4) bzw. ein daran standardisiertes Surrogat geeignet.

Wasserbadexperimente, Cryptosporidium parvum
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(5): maximal 10° Oozysten eingesetzt, daher nicht mehr als 4 log-Stufen Reduktion nachzuweisen; (6): maximal
10° Oozysten eingesetzt. Die farbigen Balken der Standard-Abweichungen stellen Detektionsgrenzen dar und
bedeuten, dass die entsprechenden Werte innerhalb bzw. iiber diesen Schwellen lagen. Zur Erleichterung der
Interpretation sind charakteristische Prozessverldufe punktiert dargestellt.

Abbildung 75: Cryptosporidium parvum, Wasserbadexperimente, Infektiositét in Abhidngigkeit der
Expositionszeit bei verschiedenen Temperaturen

Bei 4°C sowie 20°C ergab sich innerhalb 24 h weder eine Reduktion der Exzystierbarkeit
noch der Infektiositdt. Bei 36°C waren nach 1 h die Exzystierbarkeit (Abbildung 74) und die
tiber Zellkultur-Immunfluoreszenz bestimmte Infektiositdt (Abbildung 75) leicht erhoht,
danach ging die Exzystierbarkeit mit einem relativ geringen D-Wert von 83,3 h zuriick. In
Extrapolation wéren damit 17,4 Tage zur mesophilen Reduktion vitaler Oozysten um 5 log-
Stufen notig, was allerdings schon aufgrund der Streuung der bisherigen Werte (Abbildung
74) zu bestitigen wire. In der Literatur klaffen die entsprechenden Angaben mit D-Werten
zwischen 8 h und keine Reduktion mesophil ebenfalls weit auseinander (GODFREE and
FARRELL, 2005). Hierfiir konnen etwas unterschiedliche Tenazititen verschiedener und/oder
verschieden alter Isolate verantwortlich sein. Dementsprechend wurden bei Verwendung
verschiedener Isolate verschiedenen Alters sogar qualitativ verschiedene Infektiositéts-
Ergebnisse nach 1 h und 4 h Exposition bei 36°C erzielt (Abbildung 75): Diese Behandlungen
steigerten die Infektiositdt frischer (1 Woche alt) Oozysten etwas gegeniiber gleichalten
gelagerten, wihrend sie dltere Oozysten schiadigte. In der Literatur sind dhnliche Effekte der
Alterung beschrieben (FAYER et al., 1998; BUKHARI et al., 2000; FAYER et al., 2000).
Infektiositits-Unterschiede zwischen den Oozysten aus den verschiedenen ‘'wilden'
Infektionen konnen ebenfalls Ursache der verschiedenen Ergebnisse gewesen sein. Solche
Unterschiede sind fiir verschiedene Kryptosporidien-Stimme bekannt (FAYER et al., 2000;
ROSE et al., 2002; ROCHELLE, 2004).
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Wegen der sehr unterschiedlichen Effekte im mesophilen Bereich (Abbildung 75) kann eine
mesophile Behandlung ohne weitere Hygienisierungsstufe auf Basis der derzeitigen
Datenlage keine Reduktion um mindestens 4,2 log-Stufen (WHO, 2004b) garantieren. Die
mesophile Vergidrung allein kann daher - auch im Zusammenhang mit den anderen Befunden
dieser Studie - nicht gewdhrleisten, dass der Gérrest hygienisch einwandfrei ist, und kann
damit auch nicht fiir eine Anwendung in Wasserschutzgebieten empfohlen werden.

Dagegen zeigen die Infektiosititstests im Wasserbad (Abbildung 75, Abbildung 76), dass die
Reduktion um diese Spanne bereits bei > 1-stiindigen gesicherten 55°C (und geniigend hoher
eingesetzter Oozysten-Konzentration) in allen getesteten Féllen erzielt wurde. Die
Infektiositit frischer Oozysten wurde sogar um mehr als 5 log-Stufen reduziert. Abbildung 76
zufolge reichte allerdings das 1-stiindige Einwirken von 50°C im Wasserbad dazu nicht aus,
und ein (langsames) Absterben begann bei 1 h Einwirkzeit erst bei 44°C (Abbildung 76). Bei
47,5°C, die bei Reaktor-Ausfillen durchaus erreicht werden (s. B 2.1.1.1), wéren errechnet
3,24 h noétig, um die von WHO (2004b) empfohlene Reduktion um 4,2 log-Stufen zu
erreichen. Ein entsprechender Puffer zumindest in diesem Ausmal sollte bei der Verfassung
von Richtlinien oder Empfehlungen zur Ausbringung thermophil behandelten Girrests
beriicksichtigt werden, um bei (kurzfristigen) Reaktorausfdllen ein Ausschleusen eventuell
infektidser Kryptosporidien ins Endlager zu verhindern.

Cryptosporidium parvum Suspension 04 (1 Woche alt), Wasserbad
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Abbildung 76: Einfluss 1-stiindiger Einwirkzeit auf Cryptosporidium parvum Oozysten, Wasserbadexperiment

Den Daten aus den Wasserbadexperimenten zufolge weisen Oozysten von Kryptosporidien
bei 55°C einen D-Wert von < 12 min auf. Wegen der bioziden Einfliisse in Giille und Gérrest
(s. unten) sollte die Reduktionszeit in diesen Medien noch weiter verkiirzt sein. Die
Temperatur ist allerdings bei der Inaktivierung der dominierende Faktor (GODFREE and
FARRELL, 2005). In jedem Fall sind Oozysten von Kryptosporidien deutlich empfindlicher als
intestinale Enterokokken (D-Werte 60 - 102 min in Giille). Um intestinale Enterokokken (in
Giille) um 4 log-Stufen zu dezimieren sind 4 - 6,8 h notig (s. B 3.1.3), also wesentlich mehr
als zum sicheren Abtdten der Kryptosporidien um tiiber 5 log-Stufen. Die haufig als Surrogat
fiir Parasiten verwendeten Ascaris-Eier zeigten D-Werte bei 55°C von nur 7 min (JONES and
MARTIN, 2003) und wéren damit ebenfalls wesentlich empfindlicher als intestinale
Enterokokken. ERREBO LARSEN and MUNCH (1990) berichten, dass alle getesteten Parasiten-
Eier nach 1 - 4 h Behandlung bei 53°C ihre Lebensfahigkeit verloren hatten. Die intestinalen
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Enterokokken konnen damit als sicheres Surrogat fiir Kryptosporidien bei der Keimreduktion
betrachtet werden.

B 3.1.8.2.2 Keimtriger-Erperimente

In der Modellanlage (s. B 2.1.1.2) wurden 3 Keimtrager-Experimente (s. B 2.3.2.7.2)
durchgefiihrt, die sich in wesentlichen Punkten unterschieden: (i) der Art der Reinigung der
Keimtriagerinhalte, (i1) der Nachweismethode der Infektiositit und (ii1) der Lange der
Verweilzeiten in der einzelnen Kompartimenten.

C. parvum , Keimtrager-Experiment 1
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Die Daten aus qPCR, Exzystierbarkeit (%), Vitalfirbung (%) und Zellkultur-PCR (10° bzw. 10° bzw.10*
Oozysten eingesetzt, s. Text) wurden zur Vergleichbarkeit hochgerechnet auf den Gehalt an Oozysten in 1 mL
Keimtrager-Volumen. Die farbigen Balken der Standard-Abweichungen stellen Detektionsgrenzen dar und
bedeuten, dass die entsprechenden Werte unter diesen Schwellen lagen. Zur Erleichterung der Interpretation sind
charakteristische Prozessverlaufe punktiert dargestellt.

Abbildung 77: Cryptosporidium parvum, Keimtrager-Experiment 1, Modellanlage, qPCR, Exzystierbarkeit,
Vitalfarbung und Zellkultur-PCR

In den ersten beiden Experimenten wurden die Keimtridger-Inhalte iiber Kochsalzflotation
gereinigt, die zum Teil sehr schlechte Wiederfindungsraten aufwies (s. B 2.3.2.7.1). Die im
ersten Experiment (Abbildung 77) relativ hohen Werte fiir die metabolischen Parameter aus
den meso- und thermophilen Behandlungen deuteten an, dass die Kochsalzflotation fiir vitale
Oozysten selektierte. So ging z.B. die Exzystierbarkeit nach 4-stiindiger 55°C Behandlung
sowie bei 1 h 37°C + 4 h 55°C in Experiment 1 nur um ca. 81 % zuriick (Abbildung 77),
wihrend nach der effizienteren Reinigung iiber Percoll-Dichtegradientenzentrifugation (s. B
2.3.2.7.3) nach diesen Behandlungen keine Oozysten mehr infektids oder exzystierbar waren
(Abbildung 78). Vergleichende mikroskopische Untersuchungen mit verschiedenen
Reinigungstechniken stiitzten die Vermutung, dass vitale Oozysten durch Kochsalzflotation
selektiv angereichert werden (M. Najdrowski, IPL Leipzig, personl. Mitteilg.), und dadurch
der Anteil lebender Oozysten in den entsprechenden Proben iiberschitzt wird. Zu den relativ
hohen Werten fiir die metabolischen Parameter kann auch wesentlich beigetragen haben, dass
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infektiose Oozysten nach Temperatur-Stress iiber Bestimmung der Membranintegritit und der
Féhigkeit zur Exzystierung liberschitzt werden (s. B 3.1.8.2.1; BUKHARI et al., 2000).

Wie in allen anderen Experimenten in dieser Studie beobachtet, nahm auch der C. parvum-
DNA-Gehalt widhrend der unterschiedlichen Behandlungen nicht oder nur marginal ab,
wihrend starke Reduktionen bei der Fiahigkeit zur Exzystierung und der Infektiositit
erkennbar waren (Abbildung 77, Abbildung 78). Auch hier zeigte sich also, dass sich qPCR
hervorragend zur zuverldssigen spezifischen Quantifizierung der (DNA-) Gesamtpopulation
eignet, die Ergebnisse aber keinen Aufschluss iiber den Anteil lebensfihiger Individuen in
den Proben liefern konnen.

Zur Analyse auf Exzystierbarkeit werden gewdhnlich (nur) ca. 100 Oozysten untersucht.
Deswegen kann auch keine Reduktion um iiber 2 log-Stufen dokumentiert werden
(Nachweisgrenzen in Abbildung 77, Abbildung 78), selbst wenn ggf. stirker inaktiviert
wurde. Zum Nachweis einer von der WHO (2004b) fiir Cryptosporidium vorgeschlagenen
Reduktion um 4,2 log-Stufen, die noétig ist um ein tolerabeles Risiko bei der
Wasseraufbereitung zu Trinkwasser zu erzielen, hétten also mehr als 10*? Oozysten analysiert
werden miissen, was praktisch nicht durchfiihrbar ist. Selbst nach 4 h 55°C waren noch 1,3 %
und nach 1 h F1 + 4 h F2 noch 1,0 % exzystierbare Oozysten vorhanden (Abbildung 77).
MEYER et al. (1999) kamen zu dhnlichen Ergebnissen. Hier handelte es sich wohl um die in B
3.1.8.2.1 beschriebene, abgestorbene Restfraktion des 2-stufigen Abbaus (Abbildung 74). Die
Zellkultur-PCR-Werte bestitigen, dass diese Oozysten-Fraktion nicht mehr infektios war
(Abbildung 77). Dies untermauert, dass infektiose Oozysten nach Temperatur-Stress {liber
Analyse der Exzystierbarkeit iiberschétzt werden (s. B 3.1.8.2.1).

Im ersten Experiment wurde zur Bestimmung der Infektiositit ein Zellkultur-PCR-Assay
verwendet (s. B 2.3.2.7.5), wihrend im dritten Experiment Infektiositit {iber einen Zellkultur-
Immunfluoreszenz-Assay (s. B 2.3.2.7.6) bestimmt wurde. Mit der Zellkultur-PCR waren
Infektiositits-Unterschiede nur in ganzen log-Stufen darstellbar. Das kann neben der
selektiven Anreicherung vitaler Oozysten dazu beigetragen haben, dass in Abbildung 77 nach
1 h mesophiler Behandlung keine Reduktion der Infektiositit tiber Zellkultur-PCR festgestellt
wurde, wihrend in Experiment 3 nach 1 h 37°C iiber den Immunfluoreszenz-Assay eine
verminderte Infektiositit der Oozysten um 2 log-Stufen gemessen wurde (Abbildung 78). Das
liegt etwas iiber entsprechenden Werten in der Literatur (FAYER et al., 1998; GODFREE and
FARRELL, 2005). Dafiir kdnnen neben den methodischen Differenzen auch Infektiositéts-und
Alters-Unterschiede zwischen den verwendeten Oozysten verantwortlich sein (B 3.1.8.2.1).
Uber Zellkultur-PCR war in Versuch 1 wohl vor allem aus methodischen Griinden (s. oben)
keine Reduktion der Infektiositit nach 1 h mesophiler Behandlung festzustellen. Dagegen
waren infektidse Oozysten nach den 4 h im thermophilen F2 (55°C gesichert) sowie 1 h F1 +
4 h F2 um mehr als 3 log Stufen reduziert, nach 1 h F1 + 4 h F2 + 1 h F3 (Fermenterkette
gesamt) sogar um mehr als 4 log Stufen (Abbildung 77). Eine hohere Abbaurate war in
diesem Experiment kaum zu erzielen, da wegen Reinigungsverlusten (s. B 2.3.2.7.1) in den
Varianten 4 h F2 sowie 1 h F1 + 4 h F2 nur 10° Oozysten und in in der Variante 1 h F1 + 4 h
F2 + 1 h F3 nur 10 Oozysten eingesetzt werden konnten. Wegen der hohen
Reinigungsverluste konnten fiir diese 3 Varianten auch keine Vitalfirbungen durchgefiihrt
werden. Wegen der mangelhaften Nachweisgrenze wurde das Experiment wiederholt. Die
Ergebnisse der Wasserbadexperimente (s. B 3.1.8.2.1) lieBen ja Inaktivierungsraten iiber 5
log-Stufen erwarten.

In Experiment 2 ergaben die qPCR-Daten das gleich Bild wie in Experiment 1 (Abbildung
77) und 3 (Abbildung 78), und werden daher nicht dargestellt. Bei der Reinigung der
Keimtriagerinhalte durch Kochsalzflotation an IPL war der Verlust an Oozysten so grof3 (M.
Najdrowski, personl. Mitteilg.), dass keiner der metabolischen Parameter Exzystierbarkeit,
Vitalfarbung und Infektiositét bearbeitet werden konnte.
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Die Daten aus lichtmikroskopischer Zihlung (Neubauer-Zahlkammer), qPCR, Exzystierbarkeit (%) und
Zellkultur-Immunoassay (10> Oozysten eingesetzt) wurden zur Vergleichbarkeit hochgerechnet auf den Gehalt
an Oozysten in 1 mL Keimtriger-Volumen. Die farbigen Balken der Standard-Abweichungen stellen
Detektionsgrenzen dar und bedeuten, dass die entsprechenden Werte unter diesen Schwellen lagen.

Abbildung 78: Cryptosporidium parvum, Keimtrager-Experiment 3, Modellanlage, lichtmikroskopische
Ziahlung, qPCR, Exzystierbarkeit und Zellkultur-Immunoassay

Es wurde daher ein drittes Keimtriger-Experiment mit Reinigung iiber Percoll-
Dichtegradientenzentrifugation (s. B 2.3.2.7.3) und Bestimmung der Infektiositit iiber den
Zellkultur-Immunfluoreszenz-Assay (s. B 2.3.2.7.6, B 3.1.8.2.1) durchgefiihrt. Dabei wurde
grobes partikuldres Material vor Einsatz in die Keimtrdger zur leichteren Reinigung und
storungsfreien Analyse durch IPL entfernt, und die Uberstinden mit den Oozysten
(Keimtréger-Inhalte) bei Beibehaltung des jeweiligen chemischen Milieus und osmotischen
Drucks in den Giille- bzw. Fermenter-Kompartimenten exponiert (s. B 2.3.2.7.2). Auf
Bestimmung der Vitalitit durch Membranintegritit (s. B 2.3.2.7.8) wurde in diesem
Experiment verzichtet, da sich in einer Reihe von Bestimmungen vor allem in Gegenwart
partikuldren organischen Materials schlechte Farbungseffizienz, hohe Streuung der Werte und
schlechte Reproduzierbarkeit ergab (nicht dargestellt). Zudem hitten iiber diesen Parameter
mehr als 10%* Oozysten analysiert werden miissen, um eine Reduktion iiber 4,2 log-Stufen
(WHO, 2004b) demonstrieren zu konnen. Sie bringt damit gegeniiber der Exzystierung keine
Vorteile. Dariiber hinaus ist die Uberschitzung infektidser Stadien mit dieser Methode
dokumentiert (s. B 3.1.8.2.1; BUKHARI et al., 2000). Abbildung 78 zeigt die Ergebnisse fiir
das dritte Keimtragerexperiment in der Modellanlage.

Bei zunehmender Behandlungs-Intensitit nahm die Gesamtzahl der Oozysten
(lichtmikroskopische Zahlung, modifizierte Ziehl-Neelsen-Farbung) praktisch nicht, die
Anzahl detektierter C. parvum Genome (qPCR) nur marginal, jedoch die Exzystierbarkeit und
die Infektiositdt besonders mit der thermophilen Behandlung drastisch ab (Abbildung 78).
Dies bestitigt, dass DNA der Oozysten nur unwesentlich abgebaut wird, diese aber nicht
mehr vital und infektids sind. Dabei nahm die Zahl der Oozysten pro Zihlkammervolumen
nicht ab. Das spricht dafiir, dass die Percoll-Dichtegradienten-Reinigung im Gegensatz zur
Kochsalz-Flotation (s. oben) nicht fiir intakte Oozysten selektierte.

Abb 31 zeigt, dass sich bereits durch den Einfluss von Komponenten in der Giille bei 4°C
(wahrscheinlich hauptsdchlich NHs;, HOFERER, 2001; LEPEUPLE et al., 2004) eine geringe
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Reduktion bei allen Parametern ergab. Dies belegt, dass die Ergebnisse zur abtétenden
Wirkung der Temperatur aus den Wasserbadexperimenten (s. B 3.1.8.2.1) realistisch sind und
die tatsdchlichen, in den Fermentern erzielten Abtotungsraten wegen der zusidtzlichen
bioziden Wirkung der Inhaltsstoffe sogar eher unterschitzen.

Die 4 h mesophile Behandlung reduzierte die Infektiositit der Oozysten um ca. 2 log-Stufen,
wihrend die Exzystierbarkeit praktisch unveridndert blieb (Abbildung 78). Dies dokumentiert
die potentielle Uberschitzung infektidser Oozysten durch Bestimmung der Exzystierung (s. B
3.1.8.2.1). Die Hohe der Reduktion um etwa 2 log-Stufen entsprach dem hochsten Ergebnis in
den Wasserbadexperimenten nach 4 h 36°C (Abbildung 75) und war daher plausibel.
Dennoch war die erzielte Reduktion zu gering, als dass die 4 h mesophile Behandlung allein
als Hygienisierungsmafinahme fiir sensible Gebiete als ausreichend bezeichnet werden
konnte. In Extrapolation ergibt sich, dass zur Reduktion um 5 log-Stufen etwa 10 - 13 h
mesophile Vergdrung von Rindergiille ausreichen sollten.

Effektiv, um iiber 5 log-Stufen, reduzierten dagegen die 4- und 12-stiindigen thermophilen
(55°C gesichert) Behandlungen und genauso die Kombination mit den mesophilen Vor- und
nachgeschalteten Stufen (Abbildung 78). Demnach reicht die 4-stiindige thermophile
anaerobe Vergédrung von Rindergiille auch ohne die mesophilen Stufen, um die Infektiositit
von Kryptosporidien-Oozysten um tiiber 5 log Stufen zu reduzieren. Den Wasserbad-
Experimenten zufolge ist dafiir sogar 1 h 55°C ausreichend (Abbildung 75, Abbildung 76).
Den D-Werten fiir die resistenteren intestinalen Enterokokken (s. B 3.1.8.2.1, B 3.1.3) zufolge
wiirden diese rechnerisch in 4 h 55°C in Giille um 2,4 — 4 h reduziert werden, was im Bereich
des Vorschlags von LARSEN et al. (1994) liegt. Eine gesicherte Verweilzeit von 4 h bei
gesicherten 55°C wire damit eine sinnvolle Zielgroe zur Behandlung von Rindergiille in
Biogasanlagen, wenn der Gérrest vom bakteriologischen und parasitologischen Standpunkt
her einwandfrei und auch zur Ausbringung in sensiblen Regionen (WZ II) geeignet sein soll.

B 3.1.9 Giardia duodenalis

Auf die Bestimmung von G. duodenalis wurde aus den bei B 2.3.2.8 genannten Griinden
verzichtet. Die Resistenz von G. duodenalis und C. parvum gegeniiber dusseren Einfliissen ist
BETANCOURT and ROSE (2004) zufolge praktisch identisch. Damit sind beziiglich der
Hygienisierungseffizienz keine relevanten Unterschiede zwischen diesen beiden Parasiten zu
erwarten. Bis zur Veroffentlichung gegenteiliger Befunde gelten damit die Ergebnisse und die
Diskussion flir Cryptosporidium parvum (s. B 3.1.8) stellvertretend auch fiir die Giardien.

B 3.1.10 Rotaviren

Humane Rotaviren wurden fiir am 10.2.2005 genommene Proben aus den Kompartimenten
der Berblinger Anlage durch LGL {iiber den dort etablierten Enzym-Immunoassay gegen das
Rotavirus-Antigen bestimmt (s. B 2.3.2.9). Im relevanten Zeitraum vor der Probenahme
funktionierte die Berblinger Anlage optimal, nach Mitte Februar 2004 wurde im thermophilen
Fermenter gesichert 55°C eingehalten (s. B 2.1.1.1).

Fiir alle Proben (Vorgrube, mesophiler F1, thermophiler F2, mesophiler F3, Endlager) fiel der
Test auf humane Rotaviren negativ aus, allerdings ist die Detektionsgrenze des Systems fiir
Rindergiille nicht bekannt.

Trotz der methodischen Unsicherheit kann davon ausgegangen werden, dass sowohl humane
als auch bovine Rotaviren bei Vorhandensein in der Vorgrube wegen ihrer Temperatur-
Sensitivitdt (D-Werte 7 - 18 min bei 55°C, SPILLMANN et al., 1987) durch die thermophile
Behandlung bei 55°C und minimaler gesicherter Verweilzeit von 8 - 9 h im Berblinger F2
rechnerisch um weitaus mehr als 6 log Stufen reduziert worden wéren. Bei der gegenwértigen
Kenntnislage miissen Rotaviren daher hinsichtlich Hygienisierung durch thermophile
Vergirung als unkritischer Parameter angesehen werden.
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B 3.1.11 Enterovirus

Enteroviren wurden fiir am 10.2.2005 genommene Proben aus den Kompartimenten der
Berblinger Anlage durch LGL iiber die dort etablierte RT-PCR nachgewiesen (s. B 2.3.2.10).
Im relevanten Zeitraum vor der Probenahme funktionierte die Berblinger Anlage optimal,
nach Mitte Februar 2004 wurde im thermophilen Fermenter gesichert 55°C eingehalten (s. B
2.1.1.1).

Fiir alle Proben (Vorgrube, mesophiler F1, thermophiler F2, mesophiler F3, Endlager) fiel der
Test auf Enteroviren negativ aus, allerdings ist die Detektionsgrenze des von LGL
verwendeten Systems fiir Rindergiille nicht bekannt.

In den Untersuchungen mit dem eigenen RTqPCR-System mit vorgeschalteter optimierter
RNA-Extraktion (s. B 2.3.2.10) wurde ebenfalls in keiner der untersuchten Proben ein
positiver Nachweis erzielt. Die Methoden-Detektionsgrenze (incl. Extraktion) lag hier bei 8,3
x 10° RNA-Kopien pro mL Giille, die Gehalte der Enteroviren daher sicher unter diese
Marke.

Die Tenazitiat von Enteroviren ist der Literatur zufolge sehr gering. GODFREE and FARRELL
(2005) beschreiben sie als kleiner als die der Coliformen. HOFERER (2001) bestimmte D-
Werte flir humane, bovine und porcine Enteroviren bei 55°C im Bereich 2 - 14 min.
Poiliviren, die auch zur Gattung Enterovirus gehdren, waren mit D-Werten von 1,8 - 5,4 min
bei 55°C eher noch empfindlicher (HOFERER, 2001). Sie wéren damit durch die thermophile
Behandlung bei 55°C und der minimalen gesicherten Verweilzeit von 8 - 9 h im Berblinger
F2 rechnerisch um weitaus mehr als 6 log Stufen reduziert worden. Bei der gegenwirtigen
Kenntnislage miissen Enteroviren daher hinsichtlich Hygienisierung durch thermophile
Vergirung ebenfalls als unkritischer Parameter angesehen werden.

B 3.1.12 Norovirus

Noroviren der Genogruppen I und II wurden fiir am 10.2.2005 genommene Proben aus den
Kompartimenten der Berblinger Anlage durch LGL {iber die dort etablierten RT-PCR-
Systeme nachgewiesen (s. B 2.3.2.11). Im relevanten Zeitraum vor der Probenahme
funktionierte die Berblinger Anlage optimal, nach Mitte Februar 2004 wurde im thermophilen
Fermenter gesichert 55°C eingehalten (s. B 2.1.1.1).

Fiir alle Proben (Vorgrube, mesophiler F1, thermophiler F2, mesophiler F3, Endlager) fiel der
Test auf Norovirus Gg I und Gg Il negativ aus, allerdings ist die Detektionsgrenze der von
LGL verwendeten Systeme fiir Rindergiille nicht bekannt.

In den Untersuchungen mit dem eigenen RTqPCR-System mit vorgeschalteter optimierter
RNA-Extraktion (s. B 2.3.2.11) wurde ebenfalls in keiner der untersuchten Proben ein
positiver Nachweis erzielt. Die Methoden-Detektionsgrenze (incl. Extraktion) lag hier bei 8,3
x 10’ RNA-Kopien pro mL Giille, die Gehalte der Noroviren daher sicher unter diese Marke.
Da fiir Noroviren bisher noch kein allgemein akzeptiertes System zur Bestimmung der
Infektivitidt bekannt ist, wird konventionell das ebenfalls zu den Calicidivirae gehdérende
feline Calicivirus (FCV) als Surrogat fiir Noroviren verwendet. DOULTREE et al. (1999)
beschreiben fiir das FCV einen D-Wert bei 56°C von 8 min. Das FCV (fiir Noroviren sollten
dhnliche Verhéltnisse gelten) ist damit &dhnlich wie die Rotaviren (s. B 3.1.10) und
Enteroviren (s. B 3.1.11) sehr empfindlich gegeniiber Temperatur-Stress. Das FCV hitte
damit durch die thermophile Behandlung bei 55°C und minimaler gesicherter Verweilzeit von
8 - 9 h im Berblinger F2 rechnerisch um weitaus mehr als 6 log Stufen reduziert werden
kénnen. Sobald ein geeignetes Modell zur Uberpriifung der Infektivitit fiir Noroviren zur
Verfligung steht, sollten die Verhiltnisse flir Noroviren tiberpriift werden.

B 3.2 Bodenproben

Ziel der Untersuchung war, erste Anhaltspunkte zu bekommen, ob sich durch Gérrest- im
Vergleich zu Giilleausbringung mikrobiologische Bodeneigenschaften d@ndern. Insbesondere
sollten die mikrobiologischen Ergebnisse erste Informationen liefern, ob sich bei
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Ausbringung des Girrests im Boden eine Wiederverkeimung oder eine Anreicherung mit
bestimmten Keimen ergeben kann. Die Untersuchungen koénnen wegen der Kiirze des
iiberspannten Zeitraums keinesfalls einen entgiiltigen Schluss zulassen, sollten aber
Information dariiber zulassen, ob und in welchen Bereichen ein Gefahrenpotential besteht, das
ggf. verstiarkt weiteruntersucht werden sollte.

Die Berblinger Standorte und wichtige Hintergrundinformationen zu diesen sind bei B 2.1.2.1
beschrieben. Abb. 2 zeigt eine Skizze der Probenahmepunkte mit der Abfolge der
Beprobungen und Tabelle 57 Details zu den Probenahmen. Ndheres zur Analyse zusitzlicher,
als Referenzen verwendeter Standorte findet sich bei B 2.1.2.2 und B 2.1.2.3. Beobachtungen
bei den Bodenprobenahmen, die Entnahme selbst und die Aufbereitung der Proben sind bei B
2.2.2 dargestellt. Hintergrundinformationen zu den fiir die Bodenproben untersuchten
mikrobiologischen Parametern finden sich bei B 2.3.1.4.

Zum Verstindnis der Ergebnisse ist wichtig, dass die als Verlaufskontrolle vorgesehene
Kontrollparzelle bereits nach der ersten Beprobung 2003 aufgegeben werden musste. Der von
Herrn Schweiger zum Friihjahrstermin 2004 empfohlene Probenahmepunkt (Abb. 2) war der
Kontamination durch Giille und Tierkot verdichtig (s. B 2.1.2.1). Die entsprechenden Proben
konnen daher nicht als Kontrolle angesehen werden. Die einmalige Verschiebung der
Beprobungsfliche der Giille-Variante zum Friihjahrstermin 2004 (Abb. 2) bewirkte den
Ergebnissen zufolge keine Unterschiede. Bodenprofil, -Substrat, Vorgeschichte und Diingung
zwischen Giilleplot Hof Schweiger und dem nur wenige 100 m entfernten Standort
unterschieden sich auch praktisch nicht (s. B 2.1.2.1). Ab dem Herbsttermin 2004 wurde in
der Wasserschutzzone I eine Null-Variante (natiirliche Hintergrundbelastung) angelegt (s. B
2.1.2.1).

Bei allen Schritten von Bodenprobenahme iiber Auftbereitung bis Analyse wurde grofiter Wert
auf Vermeidung von Kreuzkontamination gelegt. Dementsprechend wurden auch moglichst
manuelle Techniken gewihlt (s. B 2.2.2).

B 3.2.1 Fiakalcoliforme

Die Fikalcoliformen-Keimzahlen wurden iiber das Fluorocult®-MPN-Verfahren (s. B
2.3.2.1) bestimmt.

Abbildung 79 zeigt die Gehalte an Fikalcoliformen im Boden der untersuchten Berblinger
Standorte. Hier ist die lineare (nicht-logarithmische) Skalierung zu beachten. Ebenfalls ist
generell in den Darstellungen der bakteriellen Gehalte in den Bdden zu beachten, dass die
Gehalte fiir die 6 beprobten Tiefenstufen kumuliert (aufsummiert) dargestellt sind. Zur
Berechnung des mittleren Gehalts im Boden eines Standorts zu einem Termin muss der
kumulierte Wert (y-Achse: MPN / g TB) durch 6 dividiert werden.

Abbildung 79 zeigt, dass sich die untersuchten Standorte nicht oder nur marginal im Besatz
des Bodens mit Fékalcoliformen unterschieden. Im Beprobungs-Zeitraum war auch keine
eindeutige Tendenz einer Zu- oder Abnahme zu erkennen. Unterschiede infolge verschiedener
Diingung (Giille / Gérrest) waren nicht zu erkennen, allenfalls ein im Mittel marginal hoherer
Besatz mit Fékalcoliformen im Giille- (3,1 MPN / g TB) und Gérrest-Plot (3,5 MPN / g TB)
gegeniiber den Gehalten im Boden der WZ I (1,9 MPN / g TB). Fiir das LfL-Agrardkologie-
Lysimeter (s. B 2.1.2.2) wurden im Mittel 0,7 MPN Fiékalcoliforme / g TB gemessen.
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Bodenproben Berbling, Fakalcoliforme (24h)
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Bebriitungszeit in Fluorocult®. WZ I: Wasserschutzzone I. Standort, Probenahme: Plot (Monat)Jahr.

Abbildung 79: Bodenproben Berbling, Gehalte an Fékalcoliformen kumuliert {iber die analysierten Tiefenstufen

In der Literatur finden sich praktisch keine Angaben zu Gehalten an Fékalcoliformen in den
Berblinger Standorten vergleichbaren Boden. Hier besteht erheblicher Forschungsbedarf, da
momentan keine abgesicherte Aussage zur 'natiirlichen' Hintergrundbelastung gemacht
werden kann, die eine vergleichende Einschédtzung der eigenen Daten ermdglichen kdnnte.
Fiir unbelastete (sub)tropische SiiBwasser- bzw. marine Sedimentbdden finden sich stark
unterschiedliche Angaben zu E. coli / Fékalcoliformen im Bereich (rechnerisch) 0 - 0,18 / g
(PIANETTI et al., 2004), 0,3 - 5 / g (CRAIG et al., 2002), 10 - 20 / g (DESMARAIS et al., 2002)
und 0,05 - 100 / g (SKANAVIS and YANKO, 2001), was eine fiir eine Einschitzung der
Ergebnisse fiir die Berblinger Boden nicht hilfreich ist.

Zu einer Einschdtzung, ob durch die Diingung eine Belastung entstanden sein konnte, sind
demnach die eigenen Werte fiir das unbelastete LfL-Agrarokologie-Lysimeter und die Proben
der WZ I am ehesten geeignet. Von diesen unterschieden sich die Werte fiir Fakalcoliforme
fiir die Giille- und Gérrest-Plots nur marginal (s. oben). Demnach schien in den Berblinger
Wiesenbdden ein relativ schneller Abbau der eingetragenen Fékalcoliformen stattgefunden zu
haben, den Daten in Abbildung 79 zufolge wahrscheinlich sogar innerhalb 1 Woche. Hiermit
konform sind Angaben zum Uberleben Fikalcoliformer von typischerweise < 15 d auf
Pflanzenoberflichen und < 20 d in Bdéden (FAO, 1997). PALUSZAK et al. (2003) stellten
ebenfalls einen schnellen, den Daten zufolge hauptsidchlich bereits an der Bodenoberflache
stattfindenden Abbau Fikalcoliformer im Boden nach Begiillung von Wiesenstandorten fest.
Allerdings scheinen sich einzelne Stdimme oder deren Abkommen auch lange im Boden
halten zu konnen, da in der Literatur Uberlebenszeiten von E. coli in Boden/Wasser von fast 1
Jahr zu finden sind (PICKUP et al., 2003). Den eigenen Daten zufolge fand also durch Gérrest-
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und Giillediingung allenfalls eine marginale Anreicherung Fakalcoliformer im Boden statt.
Die eigenen Werte lagen auch in allen Fillen unter den aus WEIB und PoppP (2004) pro g TB
hochgerechneten Werten aus der natiirlichen Hintergrundbelastung in Dréinabfliissen
ungediingter Ackerbdden (Abbildung 79).

Wahrscheinlich sind die mit der Giille bzw. dem Gérrest eingetragenen Fékalcoliformen im
Boden nicht verstérkt in einen ABNC-Zustand tibergegangen, da der Faktor der MPN nach 96
h Bebriitung zu MPN nach 24 h Bebriitung fiir die Bodenproben aller Parzellen bei etwa 1,9
lag, und damit eher kleiner war als die fiir Girreste beobachteten Werte (s. B 3.1.1).
Erstaunlich war, dass fiir alle Standorte selbst in 1 m Bodentiefe, also unterhalb des
charakteristischen Schlufflehmbands (s. B 2.1.2.1), noch Fékalcoliforme nachzuweisen
waren, wenn auch in zumeist sehr geringer Konzentration (Abbildung 79). E. coli ist relativ
leicht verlagerbar (s. B 2.1.1.1). Eine schnelle Verlagerung in die Tiefe konnten bei stérkerer
Austrocknung des Bodens im Schlufflehmband auftretende Schwundrisse bewirken, die als
Makroporen bei Beregnung bzw. Diingung Oberflaichenwasser mit kleinen Partikeln wie
Bakterien tiefgriindig ableiten konnen. WEIB und POPP (2004) schlossen aus ihren Analysen,
dass ein Makroporenfluss noch bis 4,5 m Bodentiefe stattfinden kann. Sogar fiir tiefe Quellen
wurde beobachtet, dass ein Zusammenhang zwischen bakterieller Kontamination und heftigen
Regenereignissen bestand (SANTAMARIA and TORANZzOS, 2003). Definitive Aussagen, ob
durch Diingung eine Belastung des Grundwassers (auller durch Oberflichenabschwemmung)
bei Vorhandensein von tiefgriindigen Schwundrissen durch direkten vertikalen Eintrag
stattfinden kann, miissen Daten liefern, die iiber direkte Tiefenbohrungen bis in den
Grundwasserbereich und Probenahme nach der Diingung bei entsprechenden Verhiltnissen
(Regen nach Trockenheit) gewonnen wurden.

B 3.2.2 Coliforme

Die Coliformen-Keimzahlen wurden iiber das Fluorocult®-MPN-Verfahren (s. B 2.3.2.1)
bestimmt.

Abbildung 80 zeigt die Gehalte an Coliformen im Boden der untersuchten Berblinger
Standorte. Die lineare (nicht-logarithmische) Skalierung sowie die kumulierte Darstellung
iber die Tiefenstufen sind zu beachten (vgl. B 3.2.1).

Im Beprobungs-Zeitraum war fiir keinen Standort eine eindeutige Tendenz zu einer Zu- oder
Abnahme Coliformer zu erkennen. Die hochsten Gehalte an Coliformen fanden sich
erwartungsgemdll immer im Oberboden. Positive Nachweise fiir Coliforme (im Giilleplot bis
30 MPN / g TB) ergaben sich in allen Standorten auch noch in 1 m Bodentiefe (Abbildung
80), was auf Bildung von Schwundrissen zuriickzufiihren sein koénnte (s. B 3.2.1). Die
untersuchten Standorte unterschieden sich voneinander im Besatz des Bodens mit Coliformen
(Abbildung 80) etwas deutlicher als fiir die Fikalcoliformen beobachtet (s. B 3.2.1). Der
Besatz mit Coliformen lag im Mittel iiber die Tiefenstufen im Giilleplot mit 21,7 MPN / g TB
hoher als im Gérrest-Plot (9,4 MPN / g TB) sowie im Boden des Lysimeter (8,1 MPN / g TB)
und der WZ 1 (4,8 MPN / g TB). Mit Abstand die meisten Coliformen fanden sich im
Oberboden der ’Kontrolle’ (Ausweichplot) im Mai 2004 (Abbildung 80), was den Verdacht
der Kontamination durch Giillediingung und Eintrag anderer Tierfaeces der Probenahmestelle
(s. B 3.2) untermauert.

Auffallig war der in allen Parzellen und Tiefenstufen relativ hohe Faktor der MPN Coliformer
nach 96 h gegeniiber 24 h Bebriitung von im Mittel 8,9. Er lag damit im selben Bereich wie
nach dem Stress der thermophilen Vergiarung (s. B 3.1.2), was auf geringe Aktivierbarkeit
Coliformer bzw. starkem Ubergang im Boden in den ABNC-Status schlieBen lisst.
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Bodenproben Berbling, Coliforme (24h)
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24h: Bebriitungszeit in Fluorocult®. WZ I: Wasserschutzzone I. Standort, Probenahme: Plot (Monat)Jahr.

Abbildung 80: Bodenproben Berbling, Gehalte an Coliformen kumuliert iiber die analysierten Tiefenstufen

Ahnlich wie zu Fikalcoliformen (s. B 3.2.1) finden sich in der Literatur praktisch keine
Angaben zu Gehalten an Coliformen in Boden, die den Berblinger Standorten vergleichbar
wéren. Momentan kann also auch beziiglich der Coliformen keine abgesicherte Aussage zur
'natiirlichen' Hintergrundbelastung gemacht werden, die eine vergleichende Einschitzung der
eigenen Daten ermoglichen konnte. Hier besteht ebenfalls Forschungsbedarf. Viele Coliforme
sind autochthone Bodenbewohner, ein positiver Nachweis (in geringer Hohe) sagt also noch
nichts iiber eine Kontaminations-Situation aus. Fiir marine Sedimentbdden schwanken die
Angaben zu Coliformen stark mit (rechnerisch) 0,04 - 10 / g (PIANETTI et al., 2004) und 0,05 -
100 / g (SKANAVIS and YANKO, 2001), geben also auch keinen Anhaltspunkt. Damit sind die
eigenen Werte fiir das unbelastete LfL-Agrardkologie-Lysimeter und die Proben der WZ I am
ehesten zu einer Einschitzung geeignet, ob die Diingung eine Belastung mit Coliformen
bewirkt haben konnte. Von diesen unterschieden sich die Werte vom Gérrest-Plot nur
marginal, wahrend die Werte vom Giille-Plot im Mittel um den Faktor 2 — 5 hoher lagen (s.
oben). Damit lag kein Anhalt fiir eine Belastung des Bodens durch Coliforme nach
Ausbringung von Girrest vor, wéhrend sich nach Giillediingung eine Belastung im
Oberboden abzeichnete (Abbildung 80), die weiter verfolgt werden sollte, um die Tendenz zu
bestitigen und ggf. Gegenmallnahmen einzuleiten. Hilfreich zur Einschitzung -einer
eventuellen Belastung wéren Tiefenbohrungen unter den Flidchen mit mikrobieller Analyse
des Grundwassers (s. B 3.2.1).

B 3.2.3 Intestinale (und Gesamt-) Enterokokken

Intestinale (und Gesamt-) Enterokokken wurden iiber Membran-Filtration und Kultivierung
auf m-Enterokokken und Asculin-Agar (s. B 2.3.2.2) mdglichst aus den Verdiinnungen 10™
bestimmt, da sich zeigte, dass in stirkeren Verdiinnungen die tatsdchlichen Gehalte
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intestinaler Enterokokken unterschitzt wurden (s. B 3.1.3). Dies war fiir die Bodenproben
besonders ausgeprigt (vgl. B 2.3.2.2), wahrscheinlich wegen starker Adsorption an Ton-
Humuskomplexe, die typisch flir viele Gram-positiver Bakterien ist (KAGAWA, 1971).
Vergleichenden Berechnungen zufolge konnte die Unterschdtzung > 1 log-Stufe betragen
(nicht dargestellt).

Fiir die Gesamt-Enterokokken (nicht dargestellt) wurden im Mittel iiber die Tiefenstufen und
Beprobungstermine Werte von 310,9 KBE / g TB (WZ I-Kontrolle), 3525,8 KBE / g TB
(Giille-Plot), 521,6 KBE / g TB (Gérrest-Plot) und 47,7 KBE / g TB (Lysimeter) erhalten.
Damit wurden etwa 1,5 - 7 mal mehr Gesamt- als intestinale Enterokokken (s. unten) im
Boden festgestellt, wobei die Verteilungsmuster iiber die Tiefenstufen und
Probenehmetermine denen fiir die intestinalen Enterokokken (Abbildung 81) praktisch
entsprachen. Die Ergebnisse werden deswegen und aus den bei B 2.3.2.2 und B 3.1.3
genannten Griinden nicht diskutiert.

Abbildung 81 zeigt die Gehalte an intestinalen Enterokokken im Boden der untersuchten
Berblinger Standorte. Die lineare (nicht-logarithmische) Skalierung sowie die kumulierte
Darstellung tiber die Tiefenstufen sind zu beachten (vgl. B 3.2.1).

Besonders auffillig bei den Daten zu den Gehalten der intestinalen Enterokokken im Boden
der Berblinger Standorte waren zum einen die vergleichsweise hohen Werte im Herst 2004
und April 2005, die ziemlich niedrigen Werte fiir intestinale Enterokokken in Dranwissern
ungediingter Ackerstandorte (WEIB und Popp, 2004; umgerechnet auf 1 g Trockenboden bei
Annahme eines mittleren Wassergehalts von 30 %) und die z.T. sehr hohen Gehalte
intestinaler Enterokokken noch in 1 m Bodentiefe (Abbildung 81).

Die Zunahme bis Versuchsende war vor allem im Giilleplot zu beobachten, allerdings wurde
auch fiir die Kontrolle WZ 1 eine solche Zunahme beobachtet, und im Gérrest-Plot schienen
die Gehalte intestinaler Enterokokken wieder zuriickzugehen. Damit war eine Zunahme
allenfalls teilweise auf die Diingung zuriickzufiihren sondern wahrscheinlich stark von einem
Witterungs-bedingten und jahreszeitlich-klimatischen Effekt iiberlagert. Zudem streuten die
Wiederholungen fiir die einzelnen Tiefenstufen teilweise stark, was auf Inhomogenititen in
den Mischproben hinweist. Solche Inhomogenititen konnen z.B. auf lokale Kotablagerungen
von Bodenbewohnern (z.B. Withlmiuse, s. B 2.2.2) in den Géngen zuriickgehen, die bei den
Bohrungen unterschiedlich getroffen werden konnen. Die Wiihlmause konnen ihre Ginge
durchaus bis in den Bereich des Lehmbands (s. B 2.1.2.1) vorgetrieben haben. Die teilweise
hohen Gehalte intestinaler Enterokokken noch in 1 m Bodentiefe kdnnten dann iiber eine
Weiterverlagerung durch bei Trockenheit gebildete Schwundrisse durch einen Spiilstof3
verursacht sein. Methodische Verbesserungen sollten insbesondere bei einer effektiveren
Homogenisierung der Bodenproben angreifen, zudem sollten zukiinftige Ergebnisse
besonders fiir die intestinalen Enterokokken iiber eine hohere Anzahl der Analyse-
Wiederholungen besser statistisch abgesichert werden. Eine Bestdtigung der Vermutungen
sowie die Verifizierung einer eventuellen Anreicherung kann nur tiber eine Weiterfiihrung der
Untersuchungen erreicht werden.
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Bodenproben Berbling, intestinale Enterokokken (aus 10'1)
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107" Daten aus Verdiinnungsstufe 10". WZ I: Wasserschutzzone I. Standort, Probenahme: Plot (Monat)Jahr.
Hochgerechnet aus WEIB und POPP, 2004: berechnet aus Dranwisser-Gehalten ungediingter Ackerstandorte, die
allerdings als Referenz ungeeignet sind (s. Text).

Abbildung 81: Bodenproben Berbling, Gehalte an intestinalen Enterokokken kumuliert tiber die analysierten
Tiefenstufen

Im Mittel tiiber die Probenahmetermine und Tiefenstufen betrugen die intestinalen
Enterokokken fiir den Lysimeterboden 35,4 KBE / g TB, die WZ I-Kontrolle 184,5 KBE / g
TB, den Gérrest-Plot 230,7 KBE / g TB und den Giille-Plot 504,9 KBE / g TB. Hier ist zu
bemerken, dass in der Tiefenstufe 50 - 70 cm der WZ I-Kontrolle im April 2005 1953,5
intestinale Enterokokken / g TB festgestellt wurden. Ein Wert in dieser Hohe wurde zu
keinem Termin in einer der Tiefenstufen des Lysimeters oder des Gérrest-Plots gemessen, im
Giille Plot aber einmal iibertroffen. Die sehr geringen Gehalte intestinaler Enterokokken im
Boden des Lysimeters lassen sich dadurch erklidren, dass das Lysimeter frei von Wiithlméusen
und damit auch von Kotablagerungen war. Das Lysimeter wies auch einen sehr hohen
Schluff- und sehr geringen C-Gehalt im Oberboden auf (Tabelle 58), was Indiz fiir relative
Néhrstoffarmut und schlechte Durchwiihlbarkeit ist. Orientierungswerte flir eine natiirliche
Hintergrundbelastung in Boden temperater Klimabereiche finden sich in der Literatur auch fiir
intestinale Enterokokken nicht. Fiir unbelastete (sub)tropische SiiBwasser- bzw. marine
Sedimentbdden finden sich stark unterschiedliche Angaben zu intestinalen Enterokokken im
Bereich (rechnerisch) 0 - 0,15 / g (PIANETTI et al., 2004), 1 - 100 / g (SKANAVIS and YANKO,
2001) und 10 - 1643 / g (DESMARAIS et al., 2002). Eine Einschédtzung kann also am ehesten
die Kontrolle WZ I liefern, fiir die die Ergebnisse allerdings stark streuten (Abbildung 81).
Den Mittelwerten zufolge (s. oben) unterschied sich allenfalls der Giille-Plot etwas von den
Kontrollen. Dafiir, dass dies eine Folge der Giille-Diingung sein konnte, liefert die
beobachtete Zunahme im Beprobungszeitraum (Abbildung 81) ein deutliches Argument. Fiir
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den Giérrest-Plot war eine Diingungs-bedingte Anreicherung intestinaler Enterokokken den
Daten zufolge eher unbedeutend.

Die vergleichsweise niedrigen Werte flir intestinale Enterokokken in Drdnwissern
ungediingter Ackerstandorte (44 KBE / g TB; Abbildung 81; WEIS und Poprp, 2004) sind
ebenfalls keine guten Referenzen, da in Ackern wegen der Pfliigung typischerweise keine
Bodentiere wie Withlmiuse vorkommen (und damit auch keine Kotablagerungen in Géngen).
Die natiirliche Belastung von Wiesenbdden wiére damit stark unterschitzt. Zudem wird in den
Drianwéssern nur der Oberflichen- bzw. Oberbodenabfluss erfasst. Kotablagerungen von
Wiihlméusen konnen sich aber viel tiefer finden, und die Enterokokken sorbieren relativ stark
an die Bodenmatrix. Potentiell ist damit bei der Extrapolation der Gehalte (intestinaler)
Enterokokken in Dranwissern auf Gehalte im Boden eine weitere Unterschdtzung verbunden.
Wegen der starken Adsorption der (intestinalen) Enterokokken an Ton-Humus-Komplexe ist
nicht mit einer Belastung des Grundwasserstroms durch diese Organismen zu rechnen. Hier
ist allerdings anzuraten, absichernde Analysen des Grundwassers iiber Tiefenbohrungen
durchzufiihren.

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass die intestinalen Enterokokken im Boden sehr
heterogen verteilt und dabei relativ fest an Bodenaggregate sorbiert sind. Dies bedingt, dass
die natiirliche Belastung in Wiesenbdden mit autochthoner Bodenfauna sehr heterogen (lokale
Kotablagerungen in Gidngen im Boden) sein kann, und damit eine Belastungssituation nur
schwer festzustellen ist. Gehalte intestinaler Enterokokken von 2,0 x 10° KBE / g TB
kommen natiirlicherweise (offenbar als hot spots) vor, iiber das gesamte Profil scheinen
mittlere Gehalte von 200 - 500 intestinale Enterokokken / g TB ein erster Anhaltswert fiir
natiirliche Hintergrundbelastung zu sein. Wegen der potentiellen Heterogenitit ist eine
Abschitzung einer Diingungs-bedingten Belastung auf Basis eines solchen Hintergrund-Werts
nur im Zusammenhang mit einem gleichartigen Befund fiir einen anderen mikrobiellen
Parameter belastbar. Zur Bestitigung der Befunde sind weiterfiihrende Untersuchungen
unerldsslich. Ein Anhalt fiir eine Anreicherung mit intestinalen Enterokokken im Boden war
nach Giillediingung zu erkennen, nicht aber nach Girrest-Diingung. Die Tendenzen miissen
zur Absicherung weiterverfolgt werden.

B 3.2.4  Bacillus-cereus (Gruppe)

Dieser Parameter wurde 2005 zusdtzlich mit ins Programm aufgenommen, da diese
Sporenbildner wihrend des Biogasprozesses nicht oder nur marginal reduziert wurden (s. B
3.1.6). Die Vertreter der B. cereus-Gruppe (BcG, s. B 2.3.2.5) wurden aus den
Verdiinnungsreihen der Boden-Suspensionen (s. B 2.2.2) fiir die Berblinger Standorte (s. B
2.1.2.1) und das Lysimeter (s. B 2.1.2.2) iiber Kultivierung auf PEMBA (s. B 2.3.2.5)
bestimmt.

Abbildung 82 zeigt die Ergebnisse fiir die am 25.4.05 beprobten Tiefenstufen. Zu beachten
ist, dass das Lysimeter nur bis zur Tiefe 50 cm in 10 cm Abstéinden beprobt werden konnte.
Der Wert fiir 30 - 50 cm ist daher der Mittelwert der Stufen 30 - 40 und 40 - 50 cm fiir das
Lysimeter. Die Kontrolle wurde dem Boden der Wasserschutzzone I entnommen (s. B
2.1.2.1).

Aus Abbildung 82 geht hervor, dass weder im Gérrest- noch im Giilleplot eine Anreicherung
mit Vertretern der B. cereus-Gruppe festgestellt werden konnte. Eine Anreicherung war
allerdings auch angesichts des relativ hohen natiirlichen Besatzes von Boden mit Vertretern
der BeG im Bereich 10° KBE / g TB (Abbildung 82: Kontrolle) eher unwahrscheinlich. B.
cereus, B. thuringiensis, B. anthracis, B. mycoides und B. pseudomycoides sind typische
Bodenbewohner und zeichnen sich durch ausgeprigte proteolytische und chitinolytische
Aktivitit im Boden aus. Damit sind sie stark an der Zersetzung von Insekten und Tier-
Riickstinden beteiligt. Neben Néhstoffarmut und schlechter Durchwiihlbarkeit im Oberboden
(s. 0) kann dies erkldren, warum im Boden des Lysimeter um 0,5 - 1 log-Stufe geringere
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Werte als fiir die Berblinger Standorte erhalten wurden (Abbildung 82). Im Lysimeter waren
keine grofleren Bodentiere zu finden, an deren Zersetzung Bacillus spp. proteolytisch direkt
beteiligt sind und auch indirekt iiber chitinolytische Zersetzung Tierteil-verwertender Insekten
und Pilze. Dieser Mangel hat offenbar besonders in groferen Tiefen, in die z.B. Withlméause
natilirlicherweise vordringen (s. B 3.2.3), eine geringere Populationsdichte der BcG im Boden
des Lysimeters bewirkt, nicht aber in den Boden der Berblinger Standorte (Abbildung 82).

B. cereus -Gruppe, Bodenproben 25.4.05
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Abbildung 82: Vertreter der Bacillus cereus-Gruppe in den Béden der Berblinger Standorte und im Lysimeter-
Boden

Eine Erkldrungsmoglichkeit fiir das starke Auftreten der Vertreter der BcG selbst noch in 1 m
Bodentiefe der Berblinger Standorte liefert die Prdsenz von Wiihlmausgingen in
Zusammenhang mit wahrscheinlich bei Trockenheit im Sommer auftretenden Schwundrissen
im Lehmband (s. B 2.1.2.1), iiber die bei Starkregenereignissen iiberdauerungsfahige
Mikroorganismen (s. B 3.2.3, B 3.2.5) mit dem Spiilstof} in die Tiefe verlagert sein konnten.
Wihrend eine Belastung des Grundwassers durch (intestinale) Enterokokken wegen deren
starker Adsorption an Bodenpartikel unwahrscheinlich ist (s. B 3.2.3), konnten die inerten
Sporen der BcG und Clostridien mit dem Massenstrom durchaus bei mangelnder
Filtereffizienz der dariiberliegenden Bodenlagen in den Grundwasserstrom gelangen. Dabei
wird allerdings wegen der extremen Uberdauerungsfihigkeit der Sporen kaum zwischen einer
(eventuellen) Belastung durch eine (eventuelle) Gérrest-Diingung in WZ II und einer
Giillediingung auBlerhalb dieses Bereichs unterschieden werden kdnnen. In einem solchen Fall
sollte die (organische) Diingung generell, also auch im entfernteren Zustrombereich, auf ein
Mal reduziert werden, das der Filterkapazitit des dariiberliegenden Bodens entspricht.

Den Ergenbissen zufolge sind die Daten fiir den Lysimeterboden nicht zur Definition einer
natiirlichen Hintergrundbelastung mit Vertretern der B. cereus-Gruppe geeignet sondern eher
die Daten fiir die WZ I-Kontrolle. Vergleichbare Daten fiir andere Standorte konnten in der
Literatur nicht gefunden werden, hier ist entsprechende Forschung wiinschenswert.
Zusammenfassend konnte aufgrund der vorliegenden Daten keine Diingungs-bedingte
Anreicherung im Boden mit Vertretern der B. cereus-Gruppe festgestellt werden, weder im
Giille- noch im Garrest-Plot. Allerdings sollte ein solcher Trend iiber fortlaufende
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Untersuchungen bestétigt werden, da die momentane Beurteilung nur auf einer
Einzeluntersuchung basiert.

B 3.2.5  Clostridium perfringens

Clostridium perfringens wurde ab Mai 2004 zusétzlich mit ins Programm aufgenommen, da
diese thermophilen Sporenbildner im Verlauf der Vergirung nicht reduziert wurden (s. B
3.1.7). C. perfringens wurde 2004 und 2005 fiir die Berblinger Standorte (s. B 2.1.2.1) und
2005 fiir das Lysimeter (s. B 2.1.2.2) sowie die bayerischen Standorte aus dem LfL-
Dauerbeobachtungsprogramm (s. B 2.1.2.3) iiber Kultivierung in TSCF-Agar (s. B 2.3.2.6)
bestimmt. Dabei traten methodische Probleme auf (s. B 2.3.2.6), wegen denen die Werte fiir
den Maitermin 2004 wahrscheinlich systematisch um etwa 1 log-Stufe, moglicherweise sogar
mehr, liberschitzt wurden. Entsprechend sind in Abbildung 83 die sehr hohen Werte fiir alle
Standorte zum Maitermin 2004 besonders auffillig und wahrscheinlich aufgrund der
Auswertungsprobleme systematisch um etwa 1 log-Stufe {iberschitzt. Diese Werte werden
daher im Folgenden nicht weiter diskutiert.Spétere Vergleiche mit Verdiinnungsreihen
erhérteten den Verdacht, dass eine wolkige Schwarfarbung (s. B 2.3.2.6) von einer einzelnen
Kolonie verursacht sein kann. Um dieses Problem zu vermeiden, sollten mdglichst nur Platten
mit < 10 Kolonien ausgewertet werden, da bei dieser Anzahl Kolonien die wolkigen
Strukturen seltener auftreten. Das geht zwar auf Kosten der statistischen Sicherheit, vermeidet
aber systematische Uberschitzungen.

Abbildung 83 =zeigt die Ergebnisse fiir die Berblinger Standorte. Die lineare (nicht-
logarithmische) Skalierung sowie die kumulierte Darstellung iiber die Tiefenstufen sind zu
beachten (vgl. B 3.2.1). Bei der Interpretation der Ergebnisse ist die 0.g. genannte vermutete
Uberschitzung fiir den Maitermin 2004 (* in Abbildung 83) zu beriicksichtigen.

Eine Tendenz zu einer Zu- oder Abnahme von C. perfringens im Versuchszeitraum konnte fiir
keinen der untersuchten Standorte festgestellt werden. Dabei ist allerdings die Kiirze des
Untersuchungszeitraums zu bedenken. Hier ist eine Weiterverfolgung der Untersuchung zur
Absicherung bzw. Feststellung von Trends unbedingt erforderlich. Anhand der vorliegenden
Daten liegt z.Zt. kein Anhalt dafiir vor, dass sich C. perfringens auf den Berblinger
Standorten bei vergleichbarer Diingung im Boden anreicherte. Weder im Giille- noch im
Girrestplot lagen die C. perfringens-Gehalte deutlich hoher als im Boden der WZ 1
(Abbildung 83). Unterschiedliche C. perfringens Gehalte im Boden nach Giille- bzw.
Girrestdiingung konnten nicht erwartet werden, da C. perfringens in beiden Diingemitteln in
gleichen Anteilen vorhanden war (s. B 3.1.7). In anderen Boden liel3 sich eine Anreicherung
mit C. perfringens-Sporen aufgrund anthropogener Tétigkeiten (z.B. Klirschlamm-
Ablagerung) feststellen (MATCHES et al., 1974; HILL et al., 1996; SKANAVIS and YANKO,
2002), und auch fiir die bayerischen Griinlandbdden ergaben sich Anhaltspunkte fiir eine
leichte Anreicherung mit C. perfringens im Boden infolge Giille- bzw. Festmistdiingung (s.
unten, Abbildung 84). DESMARAIS et al. (2002) konnten zwar keine Wiederverkeimung durch
C. perfringens in Sedimentbdden feststellen, C. perfringens kann sich aber infolge seiner
saprophytischen Lebensweise mit wichtiger Mineralisationsfunktion im C- und N-Zyklus in
Gegenwart geeigneten Substrats wie z.B. Tierkorperteilen (DENT et al., 2004) oder in offenen
Wunden unter anaeroben (thermophilen) Bedingungen explosionsartig vermehren.



Biogastechnologie in Wasserschutzgebieten 223

Clostridium perfringens , Bodenproben Berbling
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WZ 1. Wasserschutzzone I. Standort, Probenahme: Plot (Monat)Jahr. *: Wahrscheinlich systematische
Uberschétzung um ca 1 log-Stufe (s. Text).

Abbildung 83: Bodenproben Berbling, Gehalte an Clostridium perfringens kumuliert {iber die analysierten
Tiefenstufen

Diese 0Okologischen Priferenzen konnen der Grund sein, warum im Mittel iiber die
Beprobungstermine und Tiefenstufen im Gérrest- (1823 KBE / g TB) und Giilleplot (1835
KBE / g TB) sowie im Boden der WZ I (3227 KBE / g TB) deutlich héhere C. perfringens-
Gehalte gemessen wurden als im Lysimeter (197 KBE / g TB). Der Lysimeterboden
beherbergte keine groferen Bodentiere (s. B 2.1.2.2), war im Oberboden eher néhrstoffarm
und schlecht durchwiihlbar (Tabelle 58), und bot wahrscheinlich daher fiir C. perfringens
weniger giinstige Vermehrungsmdglichkeiten. Ahnliches wurde fiir die (allerdings aeroben)
intestinalen Enterokokken (s. B 3.2.3) und die Vertreter der B. cereus-Gruppe (s. B 3.2.4)
diskutiert. Das Lysimeter kann damit keine gute Referenz fiir natiirliche Hintergrundbelastung
darstellen. Diese ldge den eigenen (vorldufigen) Befunden nach im Bereich 1800 - 3300 KBE
C. perfringens / g TB (s. oben). Fiir C. perfringens in unbelasteten (sub)tropischen
StiBwasser- bzw. marinen Sedimentbdden geben HILL et al. (1996) 40 - 200 KBE / g,
DESMARAIS et al. (2002) 5 - 500 KBE / g und SKANAVIS and YANKO (2001) 10 - 1000 KBE /
g an. Sehr unterschiedlich wird von den Autoren die Frage nach dem Beginn einer
Kontamination beantwortet, die Angaben schwanken zwischen 6 x 10° und 10° KBE C.
perfringens / g. Angaben zu C. perfringens in Bodden, die den Berblinger Standorten
vergleichbar sind, finden sich in der Literatur nicht. Hier besteht akuter Forschungsbedarf.
Ein erster Ansatz in dieser Richtung wurde fiir ausgewihlte bayerische Griinlandstandorte
bereits in dieser Studie begonnen (s. unten). Um diese Grundlagen zur Definition einer
natiirlichen Hintergrundbelastung mit C. perfringens zu erarbeiten und einen eventuellen
Aufschlag mit C. perfringens durch Diingung mit Giille oder Gérrest festzustellen, sollten die
hier begonnenen Untersuchungen unbedingt weitergefiihrt werden.


mszj
Platziertes Bild

mszj
Notiz
Accepted festgelegt von mszj


224 Biogastechnologie in Wasserschutzgebieten

C. perfringens fand sich in z.T. erheblichen Konzentrationen selbst noch in 1 m Tiefe im
Boden der Berblinger Standorte (Abbildung 83), wahrend im Lysimeterboden an der Sohle
(40 - 50 cm Bodentiefe) nur noch 23 KBE C. perfiingens / g TB festgestellt wurden. Ahnlich
wie flir die anderen untersuchten mikrobiellen Parameter diskutiert (s. B 3.2.1; B 3.2.2; B
3.2.3; B 3.2.4) ermdglichten wahrscheinlich Wiithlmausgidnge in den Berblinger Béden (nicht
im Lysimeterboden vorhanden) und ggf. Schwundrisse im Lehmband (s. B 2.1.2.1) einen
schnellen Transport in die Tiefe. Moglich ist auch ein lateraler Zustrom von C. perfringens
von benachbarten Standorten, da der Organismus extrem persistent in der Umwelt ist (s. B
3.1.7). Sehr wiinschenswert wire es, hier iiber Tiefenbohrungen C. perfringens im
Grundwasser zu analysieren.

Bei der Frage einer eventuellen Kontamination des Grundwassers durch (pathogene)
bakterielle Sporenbildner (insbesondere der B. cereus-Gruppe sowie toxigene Clostridien)
durch Aufbringen von Girrest ist auch deren extreme Uberdauerungsfihigkeit zu bedenken.
Hier kann kaum zwischen einer (eventuellen) Kontamination durch Sporen im
Zustrombereich in der WZ II und der WZ III oder entfernteren Bereichen unterschieden
werden (s. B 3.2.4). In einem solchen Falle wire generell die organische Diingung im
Zustrombereich zu reduzieren (s. B 3.2.4).

Um die natiirliche Hintergrundbelastung mit C. perfringens néher zu charakterisieren, wurden
ausgewahlte bayerische Griinlandstandorte aus dem Dauerbeobachtungsprogramm der LfL (s.
B 2.1.2.3) auf C. perfringens analysiert. Die Proben wurden allerdings im Gegensatz zu den
Proben vom Giille- und Girrestplot aus Berbling noch vor der ersten Giillediingung
genommen, und die Boden nur bis 30 cm Tiefe in 10 cm-Fraktionen (3 Tiefenstufen) beprobt
(s. B 2.1.2.3). Die entsprechenden Vergleiche fiir den Probenahmetermin April 2005 sind in
Abbildung 84 dargestellt.

Abbildung 84 zeigt eine starke Variabilitit in den C. perfringens-Gehalten in den Boden der
untersuchten Wiesenstandorte. Im Mittel iiber die Tiefenstufen wurden fiir den Standort
Grinland 1 50 KBE C. perfringens / g TB gemessen, was sogar noch unter den
entsprechenden Werten fiir das Lysimeter lag (s. oben). Vermutlich bedingte der auf Standort
Grinland 1 nur unregelméBige Tierbesatz (Stall-/Wanderschafhaltung, s. B 2.1.2.3)
wesentlich die dort sehr geringen C. perfringens-Gehalte. Die zumindest im Oberboden sehr
geringen C- und hohen Schluff-Gehalte (Tabelle 58) sind Indiz fiir relative Néhrstoffarmut
und schlechte Bedingungen fiir wiithlende Bodentiere (s. B 3.2.3). Dies konnte auch zu den
geringen C. perfringens-Gehalten beigetragen haben.

Die Griinlandstandorte 2, 3 und 4 wiesen im Oberboden relativ hohe C- und hoéhere Sand-
Gehalte als Griinlandstandort 1 und Lysimeter auf (Tabelle 58), was auf ndhstoffreichere
Bedingungen und bessere Duchwiihlbarkeit und damit intensiveres Bodenleben und bessere
Vermehrungsmoglichkeiten (u.a.) fiir C. perfringens hinweist. Die Griinlandstandorte 2 und 3
wiesen im Mittel 1,5- bis 3-fach hohere C. perfringens-Gehalte als die Berblinger Standorte
(incl. WZ 1) auf, wurden aber vor der Probenahme letztmalig im Herbst des Vorjahrs mit
Giille gediingt (s. B 2.1.2.3). Ob dies erste Anzeichen einer Anreicherung mit bakteriellen
Sporen infolge Giille-Diingung im Laufe der Jahre sind, sollte Gegenstand einer
weiterfilhrenden Untersuchung sein. Fiir den Festmist-gediingten Standort Griinland 4 (s. B
2.1.2.3) wurde der hochste C. perfringens-Gehalt (im Mittel 8439 KBE / g TB) in dieser
Studie gemessen. Mdglicherweise ist dies auch auf Anreicherung mit Sporen zuriickzufiihren,
die den Daten zufolge nach Festmistdiingung besonders ausgeprigt sein konnte. Allerdings ist
eine gesicherte Einschdtzung, ob wiederholte Giille- oder Festmistdiingung eine
Belastungssituation auslosen, wegen des Fehlens der notwendigen Referenzen (s. oben) z.Zt.
noch nicht moglich. Es wird daher angeraten, diese Studien weiterzufiihren.
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Clostridium perfringens , Bodenproben Berbling, Lysimeter, LfL-Wiesenbdden
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WZ 1. Wasserschutzzone I. Standort, Probenahme: Plot (Monat)Jahr bzw. LfL-Code (Monat)Jahr.

Abbildung 84: Bodenproben Berbling, Lysimeter, Bayerische Wiesenboden, Gehalte an Clostridium perfringens
kumuliert iiber die analysierten Tiefenstufen

Aus den z.Zt. vorliegenden Daten 148t sich der vorldufige Schluss ziehen, dass C. perfringens
bei der Biogasproduktion aus Rindergiille (sowie wohl auch aus nachwachsenden Rohstoffen)
eine untergeordnete Rolle spielt, dass er sich also wéhrend des Prozesses offenbar nicht
wesentlich vermehrt (s. B 3.1.7) und sich anscheinend auch nicht iiber Diingung mit Gérrest
im Boden anreichert. Allerdings sollte dies iiber lingerfristige Messreihen im Gérrest und im
Boden nach Ausbringung des Girrests dokumentiert werden, da eine Kontamination des
Grundwassers oder von Badegewissern mit diesem Organismus vermieden werden sollte. Ein
anderes Bild ergibt sich moglicherweise bei Verwertung anderer tierischer Produkte fiir die
Biogasproduktion (z.B. Vogelkot), hier miissten entsprechende Untersuchungen durchgefiihrt
werden. Bis zur endgiiltigen Evaluierung der Unbedenklichkeit konnten damit Richtlinien fiir
den Girrest von < 3000 C. perfringens / mL geltend gemacht werden. Im Boden sollte die
natiirliche Hintergrundbelastung nicht tiberschritten werden, fiir den Berblinger Standorten
vergleichbare Boden wére das im Mittel {iber die Tiefenstufen < 3300 C. perfringens / g TB.
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B 4 Ubergreifende Diskussion

Die vorliegende Studie wurde durchgefiihrt, um wissenschaftliche Grundlagen zur
Beantwortung von 2 zentralen Fragen zu liefern:

ist die 3-stufig mesophil-thermophil-mesophil betriebene Berblinger Pilot-Biogasanlage
geeignet, Rindergiille in einen hygienisch verbesserten Zustand zu bringen, der

a) im Falle eines hygienisch einwandfreien und gesicherten Zustands eine Ausbringung
als Wirtschaftsdiinger in sensiblen Gebieten wie (z.B. bestimmten Bereichen mit besonderen
Merkmalen) der Wasserschutzzone 11 ermoglichen konnte?

b) bei Ausbringung wesentlich dazu beitragen kann, die diffusen Belastungen von
sensiblen Oberfldchen- (z.B. Bade-) Gewissern und Trinkwassereinzugsgebieten (z.B. im
Karst, weitere Schutzzone) mit potentiell pathogenen Keimen stark zu reduzieren und damit
kommende Richtlinien zur Umsetzung der Wasserrahmenrichtlinie bereits im Vorgriff zu
erfiillen?

gibt es Anhaltspunkte fiir eine Riickverkeimung im Endlager oder im Boden, oder erfolgt ein
unnatiirlich hoher Aufschlag auf den Boden nach Ausbringung des Gérrests?

B 4.1 Mikrobiologische Methodik

Zur Beantwortung der bei B 4 genannten zentralen Fragen wurden klassische (selektive)
Kultivierung, Infektiosititstests fiir Kryptosporidien (neben anderen, weniger geeigneten
Techniken) und quantitative Real-Time PCR (qPCR) mit direkter Extraktion von DNA aus
den Proben (oder in Einzelfdllen nach Voranreicherung) eingesetzt.

Es zeigte sich, dass qPCR mit direkter DNA-Extraktion zwar eine verldBliche Quantifizierung
der insgesamt vorhandenen Ziel-DNA in den Proben erlaubt, aber nach
Abtotungsmalinahmen die vitale Fraktion der Ziel-Organismen massiv um die tote Fraktion
tiberschitzt, deren DNA offenbar nur sehr langsam in den Fermentern und im Endlager
abgebaut wird. Dagegen eignete sich qPCR nach (selektiver) Voranreicherung hervorragend,
tiber klassische (selektive) Kultivierung sonst nur schwierig und aufwéndig zu bestimmende
Pathogene iiber einen MPN-Ansatz in Proben zu quantifizieren.

Infektiositétstests (mit humaner HCT-8-Zellinie) waren hervorragend geeignet, infektiose
Kryptosporidien-Oozysten in den Proben zu quantifizieren und iibertrafen herkémmlich
verwendete Techniken (Membranintegritit, Exzystierung) hinsichtlich Verlésslichkeit und
Spanne des Analysebereichs (Inaktivierung > 5 log-Stufen) bei weitem.

Die klassische (selektive) Kultivierung erwies sich als zuverlédssig, auch wenn sich einzelne
Methoden als verbesserungsbediirftig herausstellten, und nach den AbtétungsmaBnahmen
eine Unterschitzung um die Fraktion sublethal geschéddigter Zellen erkennbar war. Diese
konnte zwar > 1 log-Stufe betragen, ist aber nach momentanem Kenntnisstand als eher
unerheblich einzustufen.

B 4.2 Hygienisierungsleistung der Berblinger Biogasanlage

Die Uberpriifung der Hygienisierungsleistung der Berblinger Biogasanlage sollte, soweit
moglich, anhand der autochthonen Pathogenen und Indikatororganismen erfolgen, da
Ergebnisse fiir zugesetzte Laborstimme fiir diesen Zweck angezweifelt werden kdnnten. Da
dabei die Zielorganismen im Ausgangssubstrat (Rindergiille von gesundem Milchvieh)
teilweise nicht in ausreichenden Ausgangskonzentrationen vorhanden waren, lieen sich die
angestrebten Reduktionsraten (> 5 log-Stufen) fiir diese Organismen zumeist nicht
dokumentieren. Es konnte aber die Freiheit des Produkts (Gérrest) von diesen Organismen
und eine sehr effiziente Reduktion der Gehalte der untersuchten Populationen festgestellt
werden (Ausnahme: bakterielle Sporenbildner).
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Bei gesicherten 55°C im thermophilen F2 der Berblinger Biogasanlage (sowie in der
mafBstdblich 1:6 verkleinerten Modellanlage) wurde in den folgenden Kompartimenten
beziiglich Fikalcoliformer und Coliformer Badegewisserqualitdt festgestellt. Die intestinalen
Enterokokken wurden (infolge geringer Ausgangsgehalte in der Giille nur) um 2,5 — 3,3 log-
Stufen reduziert. Dabei standen mittlerweile Ergebnisse zur Verfiigung, die eine Reduktion
auch der intestinalen Enterokokken um > 5 log-Stufen durch gesicherte 55°C bei gesicherter
Verweilzeit von (festgestellten) 8,5 h im thermophilen Berblinger F2 nahelegen, wenn die
entsprechende Populationsgroe in der Rindergiille vorhanden gewesen wire. Mit der
Reduktion auf Gehalte zwischen 10 - 100 intestinale Enterokokken / g FG wurde die Marke
der Badegewdsserrichtlinie 2002/0254(COD) nicht ganz erreicht, die Werte lagen aber etwa
im Bereich der in Dranwiéssern aus ungediingten Ackerstandorten festgestellten (WEIS und
Popp, 2004) natiirlichen Hintergrundbelastung. Ergebnisse aus Experimenten mit Diffusions-
Keimtrigern in einer Modellanlage dokumentierten eine Reduktion infektioser
Kryptosporidien-Oozysten um > 5 log-Stufen bereits nach 4 h 55°C in Rindergiille. Die
mesophile Behandlung allein war dazu keinesfalls in der Lage. Fiir die Sporenbildner
(Bacillus cereus-Gruppe und Clostridium perfringens) blieb die Populationsgrofle praktisch
unverdndert, eine Reduktion konnte aber wegen ihrer extremen Tenazitit auch nicht erwartet
werden. Eine nennenswerte Anreicherung mit diesen Pathogenen in der Biogasanlage (incl.
Endlager) fand nicht statt.

Da die intestinalen Enterokokken eine hohere Tenazitit aufweisen als alle anderen
untersuchten Bakterien(gruppen) (Ausnahme: bakterielle Sporenbildner), Viren und Parasiten,
eignen sich die intestinalen Enterokokken als idealer Indikator, die Hygienisierungseffizienz
wiéhrend der (thermophilen) Biogasproduktion zu dokumentieren. Hier wird der Vorschlag
gemacht, die Prozesseffizienz iliber die Reduktion intestinaler Enterokokken um > 4 log-
Stufen innerhalb der gegebenen minimalen gesicherten Verweilzeit in Prozesskontrollen (ggf.
in Keimtrdgern) nachzuweisen. Um einen hygienisch einwandfreien Status des Girrests
auszuweisen, sollte der Gehalt intestinaler Enterokokken in einer Produktkontrolle (im
Endlager, kurz vor Ausbringung) unter 150 KBE / mL liegen. In Grenzfillen sollte die
Riickverkeimung iiber eine Bestimmung coliformer (und fékalcoliformer) Keime kurz vor
Ausbringung im Endlager iiberpriift werden, da diese am empfindlichsten mit
Riickverkeimung auf Stoérungen im Prozess reagierten. Die Coliformen beinhalten eine Reihe
thermotoleranter  potentiell ~enteropathogener Bakterien, die bei (unentdeckten)
Prozessstorungen wieder aufkeimen konnten. Coliforme sollten dabei 150 MPN / mL und
Fékalcoliforme 5 MPN / mL bei (konventioneller) 24 h Bebriitung bei 37°C nicht
iiberschreiten.

Ein Effekt der in der Berblinger Fermenterkette vor- und nachgeschalteten mesophilen Stufen
auf die Hygienisierungsleistung konnte nicht festgestellt werden. Die thermophile Stufe allein
geniigte (bei gesicherten 55°C) den Daten zufolge, die fiir die Gesamtanlage beobachtete
Hygienisierungsleistung zu erreichen, keinesfalls aber eine mesophile Behandlung allein. Den
Ergebnissen zufolge ist die konsequente Einhaltung einer Prozesstemperatur von 55°C iiber
eine gesicherte Verweilzeit von mindestens 4 h (besser 8 - 9 h) unbedingt erforderlich.
Interessanterweise wird eine 4 h Behandlung bei 55°C als einer Pasteurisierung (30min,
70°C) addquat angesehen (GODFREE and FARRELL, 2005), und nach CARRINGTON (2001) ist
ein derart behandelter Klarschlamm Pathogen-frei. Die DANISH NOTIFICATION NoO. 823 (1996)
bezeichnet sogar eine minimale garantierte Verweildauer von 6 h bei 55°C in einem
(thermophilen) Fermenter als dquivalent einer einstiindigen Behandlung bei 70°C (O’REILLY
and COLLERAN, 2004).

Wenn moglichst optimale Hygienisierungsergebnisse erzielt werden sollen, auch im Hinblick
auf eine mogliche Auswaschung von nicht abgetdteten Mikroorganismen in das Grundwasser,
miissen an Technik und Umgang mit dem Diingegut zusitzliche Anspriiche gestellt werden.
Die Temperatur sollte on-line im Substrat des thermophilen Fermenters dokumentiert werden.
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Das Prinzip der Schwarz-WeiB-Trennung ist unbedingt zu beachten, nach Durchgang durch
den thermophilen Fermenter sollte keine Kontaminationsmdglichkeit des Gérrests von auflen
bestehen. Hier wird auch angeraten, nachgeschaltete Lager/Fermenter/Ausbringbehilter zur
Dokumentation regelmédfig auf einwandfreien hygienischen Zustand (z.B. auf
Coliforme/Fikalcoliforme) zu liberpriifen und ggf. zu reinigen.

B 4.3 Effekte der Girrest-Ausbringung im Boden

Im Rahmen des Gemeinschaftsprojekts wurde iiber dem Boden mit Gérrest ein gegeniiber
Giille nur leicht hoherer NHs-Partialdruck festgestellt, der nicht als Geruchsbeldstigung
empfunden wurde (HENKELMANN, 2006). Anderen Ergebnissen zufolge ist die NHs-
Ausgasung aus Girrest oft nicht stirker als aus Giille (EFFENBERGER et al., 2006). Die C-
Bilanz ist bei Géarrest- im Vergleich zu Giillediingung giinstig, da die direkte Emission des
klimarelevanten CO, (zunichst) um den Betrag des Methans reduziert ist, und der Gérrest
wohl daher ein zur Diingung etwas giinstigeres, engeres C/N-Verhiltnis aufwies (Giille: 17,
Gaérrest: 14, EFFENBERGER et al., 2006). Im Boden unter Giille und Gérrest wanderten
Bakterien und Li'-Tracer gleichschnell (HENKELMANN, 2006), dabei dringt der Girrest
infolge geringerer Viskositdt (hoherer Wasseranteil) schneller als Giille in den Boden ein und
ist auch schneller pflanzenverfiigbar. Bei sachgemifer Diingung des Gérrests wurden durch
Herrn  Schweiger eher Vorteile beim Pflanzenwuchs festgestellt, allerdings kann
unsachgeméfle Diingung =zu Pflanzenschdden fithren (s. B 2.1.2.1). Beziiglich
Néhrstoffausbringung und Diingeplan empfiehlt PERETZKI (2006, in EFFENBERGER et al.,
2006) Giarrest und Gille gleich zu behandeln. In den Bereichen Pflanzenversorgung und
Emissionen bieten sich demnach bei Gérrestdiingung (auBer der etwas hoheren NH;-
Ausgasung) eher Vorteile, insbesondere wenn die mit der Produktion regenerativer
Energietrdger (i.e. Biogas) verbundene Einsparung fossiler Energietrdger bei der Vergirung
und die bessere hygienische Situation (s.u.) betrachtet wird.

Um Effekte einer Gérrest-Ausbringung im Boden zu evaluieren, wurden in der vorliegenden
Studie ausschlieBlich bakterielle Parameter gepriift (Viren und Parasiten werden im Boden
nicht  wiederverkeimen).  Nicht  gepriift = wurden  Effekte der  verdnderten
Nihrstoffzusammensetzung (relativ hoher NH; -Anteil im Girrest) auf die NOs™-Fracht und
eine mogliche Gefihrdung des Grundwassers durch eventuell mitausgebrachte Xenobiotika
wie Arzneimittelriickstinde und Antibiotika. Bei der Frage einer eventuell erhohten
Nitratbelastung des Grundwassers iiber Nitrifizierung nach Gérrest-Diingung ist zu bedenken,
dass der Gérrest empfohlenerweise stirker verdiinnt als Giille (und mit Schleppschlauch/-
schuh) ausgebracht werden sollte, um Verdtzungen der Pflanzen zu vermeiden. Pflanzen
nehmen auch vorzugsweise NH;  auf. Wegen des relativ groBen NH4 -Anteils (um 21,6 %
mehr NH4-N als in Giille, EFFENBERGER et al., 2006; Nitrat sollte in Gérrest primir nicht
enthalten sein) sollte dennoch {iber Tiefenbohrungen iiberpriift werden, ob sich infolge
Girrest-Diingung eine relevante NOj-Anreicherung im Grundwasserstrom ergibt. Es muss
auch angenommen werden, dass Arzneimittelriickstinde und Antibiotika wédhrend der
thermophilen Behandlung abgebaut werden, allerdings ist die tatsdchliche Belastung des
Bodens und Grundwassers durch Gaérrestausbringung unbekannt. Hier wird eine
wissenschaftliche Untersuchung stark angeraten.

Bei der Diskussion einer eventuellen Diingungs-bedingten Anreicherung mit Bakterien im
Boden ist die Kiirze der Untersuchungsdauer und die ausgeprigte zeit-/rdumliche
Heterogenitidt des Bodens und die entsprechende Variabilitdt der Ergebnisse zu bedenken.
Hier ist keine abschlieBende Bewertung moglich, wohl aber zeichneten sich teilweise
Tendenzen ab, die in weiterfithrenden Untersuchungen bestétigt werden miissen.

Eine nennenswerte Anreicherung Fékalcoliformer konnte, wahrscheinlich wegen schnellem
Abbaus im Boden, weder nach Gérrest- noch nach Giillediingung festgestellt werden. Den
Befunden fiir die WZ I zufolge scheinen auch temperate Boden natiirlicherweise mit etwa 2



Biogastechnologie in Wasserschutzgebieten 229

Fékalcoliformen / g TB belastet sein zu konnen. Eine Belastung mit Coliformen, die
natiirlicherweise mit etwa 5 — 10 MPN / g TB auftraten, konnte ebenfalls nicht eindeutig
festgestellt werden, allenfalls ein leichter Aufschlag im Giilleplot. Kein Aufschlag konnte
ebenfalls fiir die sporenbildenden Vertreter der B. cereus-Gruppe (BcG)und fiir C. perfringens
festgestellt werden, hier schienen die geringeren Gehalte im Lysimeterboden eher auf den dort
fehlenden Besatz mit Bodentieren und/oder Néhrstoffarmut zuriickzugehen. Die Populationen
beider Parameter schienen aber im Boden eher stabil und nur in Ausnahmesituationen
(Tierkadaver, Ablagerung von Faeces) deutlich erhoht zu sein. Fiir den Giilleplot wurden im
Mittel deutlich und fiir den Gérrestplot geringfiigig hohere Gehalte an intestinalen
Enterokokken gegeniiber der WZ I-Kontrolle erhalten, allerdings war auch hier kein klarer
Trend erkennbar. Die Differenzen waren wahrscheinlich iiberlagert durch Effekte heterogener
Verteilung von Bodentierkot im Boden und starker Adsorption der intestinalen Enterokokken
an die Bodenmatrix, die hohe Variabilitidt der Ergebnisse bewirkten.

Wihrend die Fikalcoliformen und Coliformen als unkritisch angesehen werden, sollte eine
eventuelle Anreicherung intestinaler Enterokokken und der Sporenbildner im Boden {iber
Fortsetzung der Studien weiterverfolgt werden, um ggf. rechtzeitig eingreifen zu konnen. In
diesem Zusammenhang sind auch die Ursachen der fiir alle Parameter beobachteten relativ
hohen Gehalte noch in 1 m Bodentiefe abzuklidren. Sollten hier Kurzschliisse zum
Grundwasser iiber die Withlmausginge und weiter iiber eventuelle Schwundrissbildung bei
Trockenheit entstehen, konnten bei Starkregen mit dem Spiilstofl unerwiinschte Keime in den
Grundwasserstrom gelangen. Im Falle von Giérrestdiingung sollte eine eventuelle Belastung
des Grundwasserstroms mit den Sporenbildnern untersucht werden, da diese wihrend des
Biogasprozesses nicht reduziert wurden. Es ist anzuraten, entsprechende Untersuchungen mit
Hilfe von Tiefenbohrungen vorzunehmen. Um einer Unfallsituation vorzubeugen, wird
angeraten, im Falle einer vorgesehenen Ausbringung von Girrest in sensiblen Gebieten (s. B
1.1, B 4) und gleichzeitigem Verdacht einer Kontamination des Gérguts (z.B. mit Kot von
Fleischfressern) (s. B 3.1.7) auch C. perfringens regelméflig im Girrest (bzw. Gérgut) zu
untersuchen (aerobe BcG-Vertreter sollten wédhrend des anaeroben Biogasprozesses nicht
zunehmen). Dabei sollte C. perfringens ein Niveau von 3 x 10° - 5 x 10° KBE / mL
(gegenwirtiger Kenntnisstand) nicht {iberschreiten.

B 4.4 Fazit

Sauberes Trinkwasser ist sicher eines unserer wertvollsten Giiter - und das muss auch so
bleiben. Mit der Ausweitung der Wasserschutzgebiete sind allerding fiir die betroffenen
Landwirte (besonders mit Viehhaltung Entsorgungs-) Probleme verbunden, die {iiber
intelligente und umweltfreundliche Technologien wie der Biogasproduktion geldst werden
konnten. Der Einsatz der Biogastechnologie kann auch eine Belastungsverminderung von
Badegewissern durch diffuse landwirtschaftliche Eintrage bewirken. Ist vorgesehen, Gérrest
aus der Vergidrung von Giille in sensiblen Bereichen, in denen der FEintrag von
Krankheitserregern in das Grundwasser oder in andere Gewasser verhindert werden muss, als
Diinger auszubringen, muss die effiziente Hygienisierung des Substrats iiber Prozess- und
Produktkontrollen als zentraler Punkt dokumentiert werden, um den Grundwasserstrom nicht
mit potentiell pathogenen Keimen zu infizieren und den Bodenfilter nicht iiber das natiirliche
Hintergrund-Niveau hinaus zu belasten.

Die vorliegende Studie bestdtigte, dass die Berblinger Biogasanlage bei optimaler
Prozessfiihrung (gesicherte 55°C im thermophilen Fermenter bei minimaler gesicherter
Verweilzeit von 8 - 9 h) in der Lage war, potentiell pathogene Keime (Bakterien, Parasiten,
Viren) in Rindergiille in einem Mal} abzutiten, dass der Gérrest als in hygienischer Qualitit
sehr stark verbessert einzustufen war. Nicht reduziert wurden allerdings bakterielle
Sporenbildner (Bacillus cereus-Gruppe, Clostridium perfringens - sowie vsl. dhnlich
potentiell pathogene Sporenbildner mit dhnlicher Tenazitit wie z.B. C. botulinum, C. tetani).
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Es wurde zwar innerhalb des kurzen Beobachtungszeitraums kein Anhalt fiir deren
Anreicherung im Boden der Berblinger Standorte gefunden, es wird allerdings angeraten, dies
in einer ldngerfristigen Studie zu bestitigen, sowie die Moglichkeit eines Kurzschlusses in
den Grundwasserstrom, eine Anreicherung mit Xenobiotika (v.a. Arzneimittelriickstdnde,
Antibiotika, Schwermetalle) und die Nitrifizierung im Boden nach Gérrest-Ausbringung mit
Verlagerung von NOs™ in den Grundwasserstrom zu untersuchen. In diese Studie sollten auch
intestinale Enterokokken einbezogen werden.

Wo dies in wasserwirtschaftlich sensiblen Gebieten (noch) zuldssig ist, z.B. in der weiteren
Schutzzone im Karst und im Einzugsgebiet von Badegewéssern, ist daher eine Ausbringung
von Giérresten statt unbehandelter Wirtschaftsdiinger sehr zu begriilen. Fiir moglichst
optimale Hygienisierungsergebnisse, auch im Hinblick auf eine mogliche Auswaschung von
nicht abgetoteten Mikroorganismen in das Grundwasser, sollen insbesondere folgende
Priifkriterien beachtet werden:

A: Standortpriifung

Die hydrogeologische Situation sollte einen direkten Kurzschluss zum Grundwasserstrom
ausschlieflen:

keine Giérrestausbringung z.B. iiber Karst, Kies oder Grobsand mit direktem
Grundwasseranschluss,

bei Béden mit typischerweise ausreichender Uberdeckung und Filtereigenschaft sollten
bodenart- und witterungsbedingte Ausschlussfille im Rahmen von standortbezogenen
Hinweisen zur Gérrestapplikation fiir Beratung und Praxis differenziert definiert werden.
Girrest sollte z.B. nicht auf einem tonreichen Boden nach lédngerer Trockenheit
(Schwundrissbildung) ausgebracht werden.

B: Baumusterpriifung

Das Verfahren sollte bei thermophil anaerober Vergirung eine minimale gesicherte
Verweilzeit (MGRT) von > 4 h bei gesicherten > 55°C im thermophilen Fermenter beinhalten
(um einen Toleranzspielraum freizuhalten wéren 8 - 9 h MGRT oder eine hohere Temperatur
wiinschenswert), alternativ eine Pasteurisierung oder einen adidquaten Schritt. Vorgeschlagene
Technologien sollten im Rahmen einer Baumusterpriifung die geforderte MGRT nachweisen.
Kurzschliisse wéhrend des Prozesses sind auszuschlieBen (in Riihrkessel-Fermentern
bestimmt das Beschickungs-Intervall die MGRT), nach der thermophilen (oder addquaten)
Hygienisierungs-Stufe muss Schwarz-Wei-Trennung gegeben sein.

C: Prozesskontrolle

Die Prozesstemperatur von > 55°C sollte im Betrieb on-line verfolgt und dokumentiert
werden (indirekte Prozesskontrolle)

Eine zumindest einmalig nach Inbetriebnahme (steady-state Betrieb) exemplarisch
vorgenommene direkte Prozesskontrolle sollte die Reduktion intestinaler Enterokokken um >
4 logjo-Stufen demonstrieren. Die Reduktion kann ggf. mit Hilfe in den Fermenterinhalt
eingebrachter Keimtriger mit 10° — 107 KBE Enterococcus faecium / mL nachgewiesen
werden, wobei die fiir den Betrieb vorgesehene MGRT (> 4 h) als Verweilzeit dient.

D: Substrat- und Endproduktkontrolle

Substrat ist Rindergiille von gesundem Milchvieh, ggf. unbefallene nachwachsende
pflanzliche Rohstoffe (in Mischung mit solcher Rindergiille). Andere Substrate oder
Mischungen mit diesen sind vorher auf Eignung und Hygienisierung zu evaluieren.

Nach Inbetriebnahme (steady-state Betrieb) sollte eine etwa 2 Wochen vor Ausbringung
vorgenommene Produktpriifung (Endlagerprobe) dem Gérrest folgende Qualitdten bestdtigen:
< 150 intestinale Enterokokken / mL (Membranfilter, Kultivierung auf Asculin-Galle-Agar
nach Slanetz-Bartley-Agar, s. B 2.3.2.2),

< 5 Fikalcoliforme / mL und/oder < 100 Coliforme / mL (Fluorocult®-System, s. B 2.3.2.1),
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optional, bei unklarer Herkunft des Gérguts, v.a. bei nicht ausgeschlossener Kontamination
mit Kot von Fleischfressern: < 3000 Clostridium perfringens /| mL (TSCF-Plattenguss, s. B
3.1.7).

Diese Endproduktpriifung sollte bei gleichbleibender Prozessfithrung in der Anlage 1x
jéhrlich wiederholt werden, insbesondere nach der Winterpause vor der ersten
Friihjahrsdiingung, da besonders nach lédngerer Lagerung Wiederverkeimung nicht
auszuschlieen ist und tiberpriift werden sollte.

: Betriebsénderungen

Im Falle von Anderungen des Anlagenbetriebs sollte der unter den neuen Bedingungen
produzierte Gérrest erst dann ausgebracht werden, wenn Prozess- und Endproduktkontrollen
seinen hygienisch einwandfreien Zustand bestétigt haben.

Bei Einhaltung dieser Malligaben kann auf Basis der aktuellen wissenschaftlichen
Erkenntnislage davon ausgegangen werden, dass von Gérrest-Ausbringung nach den oben
definierten Kriterien in landwirtschaftlich tiblicher Dosierung keine hygienisch relevante
Gefahrdung des Grundwasserstroms und von Oberflichengewédssern ausgeht. Das Verfahren
eignet sich nach jetzigem Kenntnisstand besonders, die diffusen landwirtschaftlichen
hygienischen Belastungen von Trinkwassereinzugsgebieten, Badegewissern und Vorflutern
zu vermindern. Wenn aktuellere Informationen insbesondere zu der Frage der Anreicherung
von Sporenbildnern im Boden, Drén-, Sicker- Grund- und Trinkwasser vorliegen, konnte die
vorgeschlagene Konzeption zu liberdenken sein.
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C1 Einleitung

Bakterielle Verunreinigungen von oberflichennahem Grundwasser und Gewéssern haben eine
grole Bedeutung fiir die Umwelt, die Qualitdt des Wassers und die Versorgung der
Bevolkerung mit dem Lebensmittel Wasser. Fragen zur Qualitdtssicherung von Wasser
genieBen daher eine hohe Aufmerksamkeit und ein grofles offentliches Interesse. Die
Wasserqualitdt wird zunichst von Qualitatskriterien fiir Reinheit, Geschmacksneutralitidt und
der Einhaltung von Grenwerten fiir Verunreinigungen bestimmt. Dariiber hinaus aber hat der
Konsument sehr hohe Anspriiche an eine hygienisch einwandfreie Wasserqualitit und
erwartet eine nahezu umfassende Riickstandsfreiheit. Daher hat die Keimbelastung beim
Gewisser- und Trinkwasserschutz einen hohen Stellenwert.

Um eine Keimbelastung von Trink- und Oberflaichenwasser zu reduzieren, stellt sich zunéchst
die Frage nach den Ursachen. Mogliche Quelle der Verunreinigung sind Eintrdge {iiber
kommunale Abwiésser, die Ausbringung von Giille in der Landwirtschaft, aber auch {iber den
Boden selbst, der durch Fikalien von Tieren, Mausen, Wildtieren oder Vogeln schon eine
bakterielle Vorgeschichte hat (Tschirsich et al., 2002).

Fiir den Bereich Landwirtschaft kommt dies in der ,,Verordnung iiber die Grundsétze der
guten fachlichen Praxis beim Diingen (Diingeverordnung, 1996) zum Ausdruck.
Nahrstoffverluste bei der Bewirtschaftung sowie damit verbundene Eintrdge in die Gewdésser
sollen weitestgehend vermieden werden. Durch geeignete Bewirtschaftungsmalnahmen,
Ausbringungs- und Hochstmengenbeschrankungen soll der Eintrag von Néhrstoffen und im
Falle der organischen Wirtschaftsdiinger (Giille, Mist, Jauche) auch von Fikalbakterien und
potentiell Pathogenen in Oberfldchengewédsser minimiert werden.

Ziel der Begleituntersuchungen zur Biogasanlage in Berbling waren wasserhygienische
Untersuchungen zum Vergleich von konventioneller Giille (Rohgtille), Biogasgiille (Gérrest)
und Untersuchungen zur mikrobiellen Verlagerung und zum Verbleib von Mikroorganismen
im Boden. Daneben wurden lufthygienische Untersuchungen zu konventioneller Giille und
Biogasgiille durchgefiihrt, da Ammoniakemissionen zur Eutrophierung von Gewéssern und
zur Beeintrdchtigung von Oberfldchengewissern beitragen konnen. Weiterhin sollten mit der
Versuchsanstellung die Keimabtotung oder Keimverlagerung und eine mogliche
Wiederverkeimung im Boden untersucht werden. In diesem Zusammenhang berichtete
(Edmonds 1976), dass bestimmte E. coli Keime viele Monate im Boden verbleiben oder sich
sogar anreichern konnen. Neuere Untersuchungen lassen allerdings auf Verweilzeiten eher
von wenigen Tagen im Boden schlieBen (Lebuhn und Wilderer, 2006).

Ein wichtiger Aspekt der Begleituntersuchungen war die Frage nach der Auswaschung und
den Frachten von Mikroorganismen im Wasser nach einer Bodenpassage sowie die Kldrung
der Frage, ob eine anaerob behandelte Giille aus der Sicht der Umwelt, der Wasserwirtschaft,
des Verbraucherschutzes und der Landwirtschaft bei der Ausbringung im Freiland
entscheidende hygienische und chemisch-physikalische Vorteile gegeniiber einer
konventionellen Giille aufweist.

C 2 Versuchsanstellung / Methoden

Ein GroBteil dieser Teiluntersuchungen wurde auf schichtenweise aufgebauten Lysimetern im
Freiland durchgefiihrt, da es hier einerseits moglich war, durch Zugabe von Tracern zu der
jeweiligen Giille gezielten Fragestellungen nachzugehen und andererseits, weil diese Boden
seit mehr als 20 Jahren nachweislich nicht mit Wirtschaftsdiingern gediingt wurden. Somit
konnen Artefakte ausgeschlossen werden, die bei landwirtschaftlich genutzten Flichen durch
unzureichende Kenntnisse der Vorgeschichte des Bodens nicht auszuschlieBen sind.
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Insgesamt wurden im Zeitraum von 2002 bis 2005 zwdolf Griinlandlysimeter mit einer
Kleegras/Weidelgrasmischung verwendet. Auf keinem der Lysimeter war organischer Diinger
eingesetzt worden. Fiir jeden Versuch wurde ein neues, unbelastetes Lysimeter eingesetzt.

C 2.1 Ausbringung von Rohgiille und Gérrest

In allen Versuchsansidtzen wurden die Lysimeter mit Gérrest und Rohgiille in einer
praxisnahen Menge entsprechend 20 - 25 m’ pro ha gediingt. Die Ausbringung erfolgte von
Hand. Im Jahr 2003 wurden zwei Lysimeter mit Rohgiille und zwei Lysimeter mit Gérrest
(Biogasgiille) beaufschlagt. Zwei Lysimeter dienten als Kontrollen.

Ende Mai wurden die Biogasgiille und die konventionelle Giille mit Tracer-Substanzen auf
zwel Lysimeter (Lehmboden) aufgebracht und im Langzeitversuchszeitraum bis Ende des
Jahres 2003 untersucht.

Gleichzeitig fanden an jeweils einem Lysimeter mit Géarrest und Rohgiille Beregnungen fiir
jeweils eine Woche statt.

Im Jahr 2004 wurden auf zwei Lysimeter (Lehmboden, Sandboden) radioaktiv markierte
Keime zusammen mit der Rohgiille und Biogasgiille ausgebracht. Gleichzeitig wurden auf
zwel weiteren Lysimetern Beregnungsversuche mit gleicher Giille, aber ohne radioaktive
Markierung durchgefiihrt. Diese dienten als Kontrollen fiir die Radionukliduntersuchungen.
In Abbildung 85 ist das Funktionsbild eines Lysimeters dargestellt. Jedes Lysimeter bestand
aus dem mit Boden gefiillten Lysimeter und einem , Ubertopf* der es ermdglichte, das
Sickerwasser nach der Bodenpassage zu sammeln.

Absau- Oberflache
gung ca. 1m?
< 4
% £l 3 ARAER
Pflanzen- Pflanzen-
bewuchs _ bewuchs
Lysimeter
geflullt mit
RRCCECUE | Umgebender
. Boden
Lysimeter+
U bertODf 10 cm Kiesschicht
[
1 Sickerwasser

Abbildung 85: Funktionsbild eines Lysimeters

C 2.2 Probenahme der Sickerwisser

Das gesammelte Sickerwasser wurde in regelmifigen Abstinden (etwa alle 30 Minuten) {iber
die Absaugleitung und einen automatischen Probensammler der Firma ISCO (Abbildung 86)
in einzelne Flaschen abgefiillt und die Inhaltsstoffe spédter im Labor untersucht. Die Lagerung
der Wasserproben erfolgte im Kiihlschrank bei 4° C. Die Zeit bis zur Analyse der
fakalcoliformen Keime, Tracer und Inhaltsstoffe betrug etwa 24 Stunden.
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Als Boden wurden ein sandiger Braunerdeboden und ein Lehmboden verwendet. Die Béden
und die Sickerwésser der Lysimeter wurden vor
Beginn der Messungen auf Escherichia coli (E.
coli) untersucht. Bei zwei Lysimetern wurden
die Wirtschaftsdiinger zusdtzlich mit einer
definierten Konzentration radioaktiv markierter
E.  coli beaufschlagt. Die anfallenden
Sickerwiésser wurden auf die mitapplizierten
Tracer und auf E. coli-Bakterien untersucht.

Abbildung 86. Probensammler in der Lysimeteranlage

C 2.3 Wasserhygienische Untersuchungen

Bei den bakteriologischen Untersuchungen wurden Fékalcoliforme (im wesentlichen
Escherichia coli, E. coli) als Fékalindikatorbakterien analysiert, da diese auf einfache Art zu
bestimmen sind, iiberwiegend in Giille und Kot auftreten und fiir die Beurteilung der
Gewissergiite eine entscheidende Rolle spielen.

Andere Fikalindikatoren oder pathogene Keime waren nicht im Untersuchungsumfang der
Lysimeterstudien enthalten. Bei der Verwendung von fikalen Indikatorkeimen ist die relativ
hohe Empfindlichkeit von E. coli gegeniiber Hitze, UV-Licht und &uBeren Einfliissen im
Boden zu beachten. So kann eine Population E. coli bereits im Boden verschwunden sein,

manche Pathogene, insbesondere Sporenbildner, konnen aber noch lénger im Boden iiberlebt
haben.

C 2.4 Beregnung fiir Kurzzeitversuche

In der Versuchsanstellung des Jahres 2003 wurde je ein Lysimeter mit Biogasgiille und je ein
Lysimeter mit Rohgiille beregnet. Die Beregnung erfolgte 1 Stunde nach Aufbringung der
Giille tiber den ganzen Tag verteilt in Portionen zu je 5 mm Niederschlagsidquivalenten. Bei
den Beregnungen des Jahres 2003 wurde in der ersten Woche mit 10 mm/h, d.h. mit
insgesamt 40 mm pro Tag beregnet.

Im Jahr 2004 wurde am ersten Tag mit 10 mm/h, d.h. mit insgesamt 40 mm, am zweiten und
dritten Tag mit jeweils 20 mm Niederschlagsiquivalenten beregnet. Bei jeweils zwei
Lysimetern wurde die Giille zusitzlich mit einer hohen Konzentration von Lithium- und
Bromidtracer, in einem Fall mit Tritium (H3) Tracer beaufschlagt. Unmittelbar nach Beginn
der Beregnung begann die Messung der Sickerwisser.
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Abbildung 87: Beregnungskammer iiber einem Griinlandlysimeter

C 2.5 Radioaktive Markierung

Um die Verlagerung der Bakterien im Boden verfolgen zu kénnen, wurden E. coli-Bakterien
in einem radioaktiven Medium (mit C14-Acetat und C14-Glucose angezogen und nach zwei
Tagen abzentrifugiert, gewaschen und nochmals abzentrifugiert. Die folgenden Generationen
der Bakterien hatten den radioaktiven Kohlenstoff in die Zellen eingebaut. Diese radioaktiven
Tracer-Bakterien wurden jeweils Gérrest und Giille vor der Ausbringung auf die Lysimeter
zugefiigt.

Die Aktivitét der Zellsuspension, d.h. die radioaktiv markierten Zellen pro Lysimeter, betrug
1,67E+06 Bq. Die zugesetzte E. col/i-Menge lag unter 0,1 % der Gesamtkeimkonzentration
der Rohgiille.

C 2.6 Bestimmung fikalcoliformer Keime
C 2.6.1Fluorocult®-Methode

Die Untersuchung der fdkalcoliformen Keime wurde mit der Fluorocult®-Methode
vorgenommen. Dabei wurden die Sickerwésser zundchst mikroskopisch untersucht und der
Versuch unternommen, die Bakterien optisch zu identifizieren. Jeweils 1 ml der Sickerwésser
wurden zu dem nach Schindler (1991) fiir wasserhygienische Untersuchungen geeigneten
Néhrmedium, das mit einem Fluoreszenzmarker dotiert ist (Merck), zugegeben und bei 37° C
im Brutschrank inkubiert. Analysiert wurden 10 Messwiederholungen a 3 x 1 ml.

Nach 24 Stunden Bebriitung konnte im UV-Licht die Anwesenheit von E. coli durch
Emission von Fluoreszenz ermittelt werden. Die eingestrahlte Wellenldnge war 254 nm.
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UV-Licht
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Abbildung 88: Visualisierung der Anwesenheit von E. coli im UV-Licht entsprechend der Fluorocult®-Methode

Der Gehalt an E. coli im Sickerwasser wurde iiber die Most-Probable-Number-Methode
(MPN) nach De Man (1983) bestimmt. Sie liefert einen statistischen Wert der
Keimkonzentration in einer Probe, die auf einem vorgegebenen Nédhrmedium wéchst. Diese
Methode eignet sich besonders fiir die Bestimmung sehr niedriger Zellkonzentrationen, z.B.
in Wasserproben (Schindler 1991).

C 2.6.2Bestimmung von E. coli nach Merck, Art. Nr. 1.13303

Neben dem Fluorokultverfahren zur Bestimmung von Fékalcoliformen wurde ein zusitzliches
Nachweisverfahren angewendet. Das Prinzip der Identifizierung von E. coli erfolgt liber den
Nachweis der Enzyme B-D-Glucuronidase und Tryptophanase (Indolbildung). Fiir die meisten
E. coli - Stamme ist diese B-D-Glucuronidase-Reaktion und die Bildung von Indol aus
Tryptophan charakteristisch.

C 2.7 Zellzahlbestimmungen

Bei der radioaktiven Markierung von Bakterien war die Bestimmung nach der MPN-Methode
nicht mdglich. Daher wurden in den Sickerwissern Untersuchungen der tatsdchlich
vorhandenen Zellzahlen durchgefiihrt. Dies erfolgte mikroskopisch in einer Neubauer-
Zihlkammer durch Einbringen von mehreren Tropfen der Sickerwasserprobe. Das
Kammervolumen betrug 0,00025 mm’. Die Keimzahlbestimmung wurde bei 50-facher
VergroBerung mit einem Zeiss-Phasenkontrastmikroskop durchgefiihrt. Es wurden pro Probe
jeweils zweimal 16 Kleinstquadrate mit o.g. Volumen ausgezdhlt und die Ergebnisse
statistisch ausgewertet.
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Abbildung 89: Mikroskopische Auszidhlung von E. coli in einer Neubauer-Kammer und Auswertung am PC.

C 2.8 Messungen der radioaktiv markierten Sickerwésser

Bei dieser Methode wurde zur Probe ein Szintillationscocktail gegeben, der aus einem
Szintillator und einem organischen Ldsungsmittel besteht. Bei Anwesenheit eines
radioaktiven Strahlers werden die Ldsungsmittelmolekiile in einen angeregten Zustand
versetzt. Die angeregten Ldsungsmittelmolekiile geben ihre Energie an die
Szintillatormolekiile ab, worauthin diese in einen hoheren Energiezustand gehoben werden.
Beim Ubergang der Szintillatormolekiile in den Grundzustand wird Energie in Form von
Licht freigesetzt. Die Intensitit des produzierten Lichts ist direkt proportional zur Energie
eines Beta-Teilchens und wird quantitativ im Fliissigszintillationszéhler (LSC) bestimmt.
Aliquots der Sickerwisser von jeweils 1 ml wurden zusammen mit 20 ml Szintillator
Aquasafe 300, Fa. Zinsser in einem Fliissigszintillationszihler Packard 2550 auf radioaktive
Betastrahler analysiert.

C 2.9 Digitale Autoradiographie / Imaging

Durch radioaktive Strahlung wird der Phosphor an der Oberfliche einer Folie mit einer
diinnen Barium-Fluor-Bromid-Europium-Schicht (BaFBr:Eu) oxidiert. Dadurch werden
Zonen hoherer Energie gebildet. Bei der durch einen Laser verursachten Reduktionsreaktion
wird die aufgenommene Energie in Form von Photonen wieder abgegeben. Durch die
anschlieende Bestrahlung des Screens mit einem Laser (Wellenlinge 635 nm) wird die
Reduktionsreaktion in Gang gesetzt, wodurch die Phosphorionen wieder in ihren vorherigen
Zustand zuriickkehren. Die dabei freiwerdende Energie in Form von Photonen wird von einer
Photomultiplierréhre eingefangen. An den Stellen des Phosphorscreens, an denen die
Energiedichte der Strahlung am grofften war, wird also auch am meisten Lichtenergie
freigesetzt. Die Verteilung der Aktivitdt in einer Probe wird dadurch dargestellt, dass die
Schwirzung eines Pixels proportional zur Strahlungsintensitdt der Probe an diesem Ort ist. So
kann bei dieser Methode die Aktivitdt sichtbar gemacht werden. Verwendet wurde ein
Scanner der Fa. Biorad.

C 2.10 Lufthygienische Untersuchungen

Die Erfassung der NH;3;-Emissionen erfolgte nach dem Prinzip der dynamischen
Kammermethode mit Hilfe einer modifizierten Messtechnik nach Weber et al. (2000). Jede
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der 6 gleichzeitig verwendeten Kammern hat einen Durchmesser von 15 c¢cm und wurde
kontinuierlich mit Umgebungsluft durchstromt.

Am Kammerausgang wurde von jeder Messstelle kontinuierlich Probenluft entnommen und
iiber eine Messstellenschaltung einem Analysator AC31, Fa. Ansyco, Karlsruhe zur
Bestimmung der NH;-Konzentration zugeleitet Mit Hilfe der Differenz der NH;s-
Konzentration zwischen der Umgebungsluft und der Probenluft der Kammern wurde ein
Emissions- bzw. Depositionsfluss errechnet.

Abbildung 90: Untersuchungen gasférmiger N-Emissionen aus Roh- und Biogasgiille mit offenen Kiivetten
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C 3 Ergebnisse und Diskussion

C 3.1 Langzeitmessungen iiber ein Jahr

Durch die anhaltende Trockenheit des Jahres 2003 musste bei den Langzeituntersuchungen
(Lysimeter mit Lehmboden) durch Zugabe von GieBwasser eine nach ortsiiblichem
langjdhrigen Mittel er Niederschldge natiirliche Regenmenge (Abb. 7) simuliert werden.
Wihrend des ganzen Jahres wurde tiglich das Sickerwasser gesammelt und auf Inhaltsstoffe
und Mikroorganismen untersucht.

Das der Giille bzw. dem Girrest zugegebene Bromid dient als Indikator dafiir, wann geldste
Stoffe bzw. kleine Partikel im Wasser der Wirtschaftsdiinger, die auf die Bodenoberfliche
aufgebracht wurden, tatsidchlich durch das Lysimeter gewandert waren. Anderenfalls konnte
es sich sonst beim gemessenen Sickerwasser auch um Porenwasser des Bodens handeln.
Eingesetzt wurden 100 g Ammoniumbromid pro Lysimeter.

Die Bromidbestimmung erbrachte im Zeitraum vom 30. Mai 2003 bis 10. Dezember 2003
Spitzenwerte bis etwa 5 g = 5.000 mg Bromid/l Anfang Oktober 2003.

6000,00
5000,00 + Verlagerung von Tracer-Bromid im
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Abbildung 91: Verlagerung des im Wasser geldsten Tracers Bromid und die Gesamtmenge an Regen- und
Beregnungswasser (Gérrest-Diingung; x-Achse: Datum der Probenahme, Y-Achse: mg
Bromid pro Liter Wasser bzw. Regenmenge in mm / 10 m?)

Es ist aus dem Konzentrationsverlauf ersichtlich, dass die Spitzen der Bromidbelastung mit
den Sickerwassermengen korrelieren (Abbildung 91). Belastungen wurden im Zeitraum vom
29.06. - 15.08., vom 01.09. - 09.09., am 06. - 08.10. und am 30.11.2003 gemessen.
Verlagerung von Bromid, das im aufgebrachten Wasser gelost war, trat etwa einen Monat
nach der Applikation der Biogasgiille im Sickerwasser auf. Die Maximalmenge war etwa
nach vier Monaten im Sickerwasser zu finden.

Die Keimbelastung im Sickerwasser stieg zu diesem Zeitpunkt (Anfang Oktober) nur
geringfiigig auf Werte von etwa 10-20 MPN/100 ml an und sank dann wieder auf Werte < 10
MPN/100ml ab. Ganzjdhrig konnte in nahezu jeder Sickerwasserprobe E. coli in geringen
Konzentrationen nachgewiesen werden. Mit Ausnahme geringerer Keimkonzentrationen im
Girrest-Lysimeter gab es aber keine Unterschiede im Versickerungsverhalten zwischen dem
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Garrest (Abbildung 91) und der Rohgiille (nicht dargestellt). Die Unterschiede sind iiber den
Versuchszeitraum nicht signifikant und liegen im Bereich der Grundbelastung des
Sickerwassers im Lysimeter zwischen 10 und 100 MPN/100ml.

C 3.2 Kurzzeituntersuchungen / Beregnungen
C 3.2.1 Beregnungen im Jahr 2003

In mehreren Beregnungen sollte das Verhalten der aufgebrachten Keime (£. coli) im Boden
und deren Verlagerung mit dem Sickerwasser unmittelbar nach Regenereignissen untersucht
werden. Exemplarisch soll hier am Beispiel von zwei Beregnungen der Biogasgiille und der
konventionellen Giille die Verlagerung ins Sickerwasser gezeigt werden.

Die in Abbildung 8 dargestellte Beregnung begann am 29.07.2003, unmittelbar nach der
Ausbringung des Gérrests. Sie wurde iiber eine Woche fortgefiihrt. Die Wassermenge lag am
ersten Tag bei 40 1/qm, an den weiteren Tagen bei 20 I/qm. Dies stellt somit einen Worst-
Case-Fall fiir die Verlagerung von Mikroorganismen im Freiland dar.

r

Abbildung 92: Beregnungseinrichtung iiber einem Lysimeter zur Beregnung

Neben den Keimen wurde ein miteingebrachter Lithiumtracer untersucht, der zur
Uberwachung der in den Boden eindringenden Wassermengen dienen sollte. Verwendet
wurde eine Menge von 100 g Lithiumtracer im Lysimeterversuch mit dem Gaérrest, 25 g
Lithiumtracer beim Rohgiilleversuch. Unmittelbar nach der Beregnung konnte in den Proben
die erste Lithiumkonzentration festgestellt werden. Die spéteren Messungen ergaben, dass
nach ca. 2-3 Stunden bis zu 1,4 g Lithium nachgewiesen werden konnten (Abbildung 93).
Eine weitere Spitze erfolgte am nichsten Tag gegen Mittag, die dritte Spitze am iiberndchsten
Tag, ebenfalls mittags.
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Abbildung 93: Verlagerung des im Wasser geldsten Tracers Lithium mit den Keimen im Gérrest = Biogasgiille
(blaue Séulen: Lithiumkonzentration in g/l, braune Sdulen: Keimbelastung in halbquantitativer
Darstellung. Die Keimbelastung wurde in 3 Stufen im Bereich von <10 und 30 MPN/100 ml unterschieden.
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Abbildung 94: Verlagerung des im Wasser gelosten Tracers Lithium mit den Keimen in der Rohgiille (hblaue
Saulen: Lithiumkonzentration in g/I, braune Sdulen: Keimbelastung in halbquantitativer Darstellung.
Es wurde nur Die Keimbelastung wurde in 5 Stufen zwischen <10 und 100 MPN/100 ml unterschieden

In einem weiteren Beregnungsversuch mit Rohgiille (Abbildung 94) wurde auf der gleichen
Bodenart (Lehmboden), aber in einem neuen Lysimeter, wie beim Versuch mit der
Biogasgiille (Abbildung 93) iiber eine Woche beregnet. Auch hier zeigte sich unmittelbar
nach Beregnungsbeginn ein Konzentrationsanstieg von Lithium im Sickerwasser. Die
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Lithiumkonzentration erreichte nach etwa 2-3 Stunden Werte um 0,3 g. Die gegeniiber
Abbildung 9 geringeren Li'-Konzentrationen sind darauf zuriickzufiihren, dass nur % der
Lithiummenge eingesetzt wurde.

Ahnlich wie fiir Gérrest (Abbildung 93) wurde auch fiir Rohgiille eine schnelle Verlagerung
nach 2-3 Stunden beobachtet. Dabei handelte es sich um den sog. Makroporenfluss. Durch
Risse, Makroporen und Regenwurmréhren konnten bei ausreichenden Niederschlagsmengen
ein Teil der noch nicht im Boden sorbierten Giille und die Tracer schnell in tiefere
Bodenschichten ausgetragen werden. Dieser Makroporenfluss hélt bei Niederschldgen einige
Stunden nach der Aufbringung an.

Eine weitere Spitze erfolgte am ndchsten Nachmittag, nach ca. 30 Stunden. In diesem
Zeitraum wurden mit Hilfe des Merck Schnelltestverfahrens zur Bestimmung fakalcoliformer
Keime (Indolbildung) und des MPN-Verfahrens E. co/i-Mengen von maximal 100 MPN/100
ml Sickerwasser gemessen. Bis zum folgenden Tag nahm die Menge an Lithium und E. coli
dann wieder ab und blieb weiter auf niedrigem Niveau (< 10 MPN/100 ml).

C 3.2.2 Beregnungen im Jahr 2004

Quantitative Messungen der Keimbelastung im Sickerwasser

Insgesamt wurden fiir die dreitdgige Beregnung 20 Liter Wasser pro Lysimeter gegeben. Dies
bedeutet ein Aquivalent von 40 mm Niederschlag am ersten Tag und jeweils 20 mm an den
beiden folgenden Tagen. Der Gesamtsickerwasseranfall betrug in dieser Versuchsreihe mit
vier Lysimetern zwischen 5,3 und 6,7 Litern (Abbildung 95). In dem sandigen
Braunerdeboden war die Sickerwassermenge stets etwas hoher als im Lehmboden. Die
prozentuale Wiederfindung des Beregnungswassers betrug bei den Sandbdden 32 bzw. 34 %,
bei den Lehmbdden 27 bzw. 30 % der aufgebrachten Wassermenge.

Die Wiederfindungsrate der Ausschwemmung betrug nach der Beregnung in der Summe
0,14 % bei der Rohgiille auf der snadigen Braunerde und 0,13 % bei der Biogasgiille auf dem
Lehmboden (Abbildung 96). Beide Ausschwemmversuche ergaben also praktisch dieselben
Wiederfindungsraten. Ein gravierender FEinfluss des Bodens und dessen Ton- und
Humusgehalt konnte in diesem Versuch nicht festgestellt werden. Auch konnte ein Einfluss
der Sickerwassermenge ausgeschlossen werden.

Dies zeigt, dass nach etwa zwei bis fiinf Stunden nach der Beregnung die Auswaschung der
E. coli-Keime, aber auch fir Lithium am hochsten ist. Die Keimzahl in den
Sickerwasserproben ist mit den Lithium-Konzentrationen stark korreliert.

Die verwendeten Lysimeter waren seit mindestens 10 Jahren nicht mit Giille gediingt worden.
Es war daher auszuschlieBen, dass hohe Konzentrationen von E. coli aufgrund einer
vorherigen Giillegabe aus den Lysimetern ausgeschwemmt werden konnten. Dennoch zeigten
die Messungen der Vorberegnungen, dass fakalcoliforme Keime in der Gréenordnung von
etwa 10 bis 100 MPN/100 ml aus dem Boden ausgeschwemmt wurden. Dieser Befund ist zur
Zeit nicht erkldrbar und konnte entweder bedeuten, dass es im Boden immer auch einen
gewissen Grundbesatz an fidkalcoliformen Keimen gibt, dass z.B. E. coli durch Tierkot
eingeschleppt wurde, oder die gefundenen Ergebnisse im Streubereich von Probenahme und
Methode liegen.
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Abbildung 95: Sickerwasseranfall wihrend der ersten 8 Stunden nach Beregnungsbeginn; Gesamtwassermenge:
40 mm Niederschlagsdquivalente
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Abbildung 96: Ausschwemmung von fakalcoliformen Keimfrachten (E. coli) nach der Giilleausbringung als
Summenwert von drei Tagen

Die Wiederfindungsraten von E coli im Sickerwasser waren etwa 2-3 Zehnerpotenzen kleiner
als die Keimfracht in der auf die Lysimeterboden aufgebrachten Wirtschaftsdiinger.

Um der Frage der Herkunft der Keimbelastung im Sickerwasser nachzugehen, wurden
radioaktiv markierte Mikroorganismen hergestellt. Eine Stammkultur von E. coli wurde in
einem radioaktiven Ndhrmedium angezogen (C14-Glukose und Cl14-Acetat). Anhaftendes
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C14-Substrat wurde mit nicht radioaktivem N&ahrmedium abgewaschen und diese C14-
markierten E. coli dem Gérrest und der Rohgiille zugesetzt. Wenn im Sickerwaser radioaktiv
markierte E. coli auftauchten, konnten diese nur von der aufgebrachten Giille herriihren, nicht
aber von einem moglichen Grundbesatz von fikalcoliformen Keimen im Boden. Insgesamt
wurden 1,67 E+06 Bq markierte Keime eingesetzt. Die Gesamtmenge der eingesetzten
radioaktiv markierten Bakterien betrug weniger als 0,1 % der Gesamtzellenzahl der
aufgebrachten Giille.

C 3.2.3 Lysimeteruntersuchungen mit Radiotracern

Die Lysimeter wurden mit jeweils 5 Liter Wasser zwei Tage vor Versuchsbeginn vorberegnet
(entspricht 20 mm Niederschlag).

Gérrest und Rohgiille wurden mit identischer Markierung auf das jeweilige Lysimeter
aufgebracht. Auf den Sandboden wurde Biogasgiille mit den C 14—markierten Keimen, auf
dem Lehmboden die Rohgiille mit diesen ausgebracht. Ein wesentlicher Unterschied der
beiden eingesetzten Substrate war die um drei Zehnerpotenzen niedrigere Keimbelastung des
Garrests gegeniiber der Rohgiille und der geringere Trockensubstanzgehalt des Girrests.

Pro m* wurde ein Aquivalent von 2 Liter Giille (entspricht 20 m’/ha) ausgebracht. Dabei
wurde die Giille 1:1 mit Wasser verdiinnt, um die Wirtschaftsdiinger auf gleichen Gehalt an
Trockensubstanz einzustellen. Der Gérrest wurde unverdiinnt ausgebracht. Die Lysimeter
hatten einen dichten Bestand mit Griinlandaufwuchs.

Die Beregnung der Lysimeter erfolgte am ersten Tag mit einer Wassermenge von 10 Litern
pro Lysimeter wihrend 5 Stunden (entspricht 40 mm Niederschlag), in den folgenden Tagen
mit jeweils 5 Liter Wasser (entspricht 20 mm Niederschlag). Die Sickerwésser der Lysimeter
wurden iiber drei Tage gesammelt, ausgemessen und auf ihren Radionuklidgehalt untersucht.
Die Proben des ersten Tages wurden in halbstiindlichen Abstinden mit einem automatischen
Probenehmer genommen, die Proben der Folgetage als Sammelprobe.

Die im Sickerwasser auftretende Radioaktivitit kann ausschlieBlich von den aufgebrachten
E. coli stammen, da sich diese durch die C 14-Markierung von allen anderen Bakterien im
Boden unterscheiden. Die gemessene Radioaktivitit entstammt also nur den auf die
Oberfliache aufgebrachten fakalcoliformen Keimen oder deren Abbauprodukten. Allerdings ist
der Zeitraum von 2 - 3 Stunden bis zum Auftreten der ersten Radioaktivitit im Sickerwasser
sehr kurz, ein nennenswerter Abbauprozess der E. coli sollte noch nicht stattgefunden haben.
Ein Vorkommen von Colibakterien in den Sickerwéssern konnte zwar lichtmikroskopisch
untermauert werden, doch ist es nicht moglich eine Aussage dariiber zu treffen, ob die C14-
markierten E. coli auch nach dem Makroporentransport tatsdchlich quantitativ vital im
Sickerwasser angekommen sind. Eine Antwort auf diese Frage wiirde nur durch aufwéndige
mikrobiologische und radiochemische Verfahren zu klédren sein. Nach personlicher Mitteilung
von Herrn Dr. Beck (Mikrobiologe an der LfL) ist es aber wahrscheinlich, dass auch
Laborstimme von E. coli mehrere Tage im Boden {iberleben und als lebende Organismen mit
dem Sickerwasser verlagert werden kdnnen.
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Abbildung 97: Radioaktive Frachten von C 14-markierten E. coli Bakterien im Verlauf eines Tages nach
Beregnung mit 40 mm Wasser

In der Abbildung 97 ist die Verlagerung der Radioaktivitit von fékalcoliformen Keimen im
Sickerwasser zu sehen. Im Sandboden (rote Kurve) war fiir die Passage von 1 m Boden
(Lysimeterhohe) nach etwa zwei Stunden ein Maximum der Aktivitdt zu beobachten. Beim
Lehmboden war die radioaktive Fracht nach etwa drei Stunden maximal.

In der Abbildung 98 sind die Summen aller radioaktiver Frachten an den Tagen 1-3 nach der
Beregnung dargestellt.

Am 1. und 2. Tag war die Radioaktivitit und, unter der Annahme, dass zumindest ein
Grofiteil der Mikroorganismen iiber den dreitidgigen Versuchszeitraum intakt geblieben war,
auch die fakalcoliforme Fracht im Sickerwasser des Sandbodens hoher als beim Lehmboden.
Dies ldsst sich iiber den im Sandboden hoheren Makroporenanteil und damit stirkeren
préiferentiellen Fluss erkldren.

Die radioaktiven Frachten nahmen zum dritten Tag hin deutlich ab. Der erste Hauptpuls mit
dem priferentiellen Fluss war offenbar am dritten Tag beendet. Aus Kostengriinden musste
bei diesen Lysimeterversuchen zwar auf Parallelansétze und eine statistische Absicherung
verzichtet werden, jedoch kann ausgesagt werden, dass am ersten Tag dieses
Versuchsansatzes etwa 1 % der eingesetzten Radioaktivitit beim Lehmboden, und etwa 2 %
beim Sandboden verlagert wurden. Die deutlich héhere Wiederfindung gegeniiber den
Bilanzen aus den quantitativen Messungen der Keimbelastung im Sickerwasser (0,13 - 0,14
%, s. 3.2.2) lassen vermuten, dass die Markierung im ersten Pulssto (Abbildung 97)
wesentlich aus lysierten E. coli stammte, da die Zersetzungsprodukte der Zellen im Boden
mobiler sind als die intakten Zellen. Die verzogerte Fracht nach 2 - 3 Tagen war dagegen
wahrscheinlich liberwiegend vital. Bei iiberwiegend lysierten Zellen wire eher ein Anstieg
der Radioaktivitit am zweiten und dritten Tag zu vermuten gewesen.
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Abbildung 98: Radioaktive Frachten von C 14-markierten E. coli Bakterien im Verlauf von drei Tagen nach der
Beregnung

Nach drei Tagen hatte die radioaktive Fracht im Sandboden gegeniiber dem Lehmboden
iiberproportional abgenommen. Dies deutet auf eine sehr geringe Sorption der Fikalkeime an
die Sandbodenmatrix hin. Im Lehmboden hingegen war am zweiten Tag noch immer eine
dhnliche Verlagerung wie am ersten Tag zu erkennen. Am dritten Tag iibertraf die radioaktive
E. coli-Fracht im Sickerwasser des Lehmbodens die Fracht im Sickerwasser des Sandbodens
deutlich. Die verzogerte Auswaschung ldsst sich iiber stirkere Adsorption an Ton- und
Schluffpartikel des Lehmbodens (Tabelle 60: Bodenkenndaten der verwendeten
Lysimeterbdden) und durch dessen hoheres Mittel- und Feinporenvolumen erklaren.

Wihrend des gesamten Versuchszeitraums von 3 Tagen waren Gesamtfrachten der
Verlagerung radioaktiv markierter Keime und evtl. deren Abbauprodukte in Héhe von 2,0 %
der aufgebrachten Radioaktivitit im Lehmboden bzw. 3,7 % aufgebrachten Radioaktivitét im
Sandboden zu messen. Wie der Tabelle 1 zu entnehmen ist, wies der Lehmboden einen
geringeren Kohlenstoffgehalt von 1,75 % Ciuar als der Sandboden 2,65 % Cior auf. Dies
deutet darauf hin, dass der Humusgehalt fiir die Sorption von bakteriellen Keimen eine eher
untergeordnete Rolle spielt, sondern wohl eher die Ausstattung des Bodens mit Mittel- und
Feinporen bzw. sorptiven Oberflachen (hoherer Schluff- und Tongehalt des Lehmbodens,
Tabelle 60).

Tabelle 60: Bodenkenndaten der verwendeten Lysimeterbdden

Bodenherkunft Ci-Gehalt (%)  Tongehalt (%)  Schluff (%) Sandgehalt (%)

Lehmboden 1,75 9,3 68.3 22,4

Sandboden 2,65 4.4 19,7 75,9
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C 3.2.4 Eindringverhalten der C14-markierten E. coli-Giille in den Boden

Nach sieben Tagen sollte gepriift werden, wie weit die Colibakterien in den Boden
eingedrungen waren und wie die Verteilung der Keime im Boden war. Durch die radioaktive
Markierung konnte durch Einstellen eines fiir C14 empfindlichen Imaging Plates (&hnlich
einem Rontgenfilm) in den Boden und der anschlieBenden Auswertung mit einem
Radioaktivscanner die Verteilung der Radioaktivitit in den obersten 30 cm Bodenschicht
visualisiert werden. Alle im Boden vorhandenen radioaktiven Bereiche konnten so bis auf ein
Zehntel Millimeter genau ausgemessen und auch quantifiziert werden. Je grauer eine Zone in
Abbildung 99 ist, desto hoher ist die Aktivitdt in dieser Zone des Bodens. Kleine schwarze
Punkte bedeuten Zonen hoherer Aktivitét (,,Hotspots®). Aus der digitalen Autoradiographie
(Abbildung 99) ergab sich folgendes Bild: Die auf die Oberfliche aufgebrachten E. coli-
Bakterien oder deren Zersetzungsprodukte hatten sich wihrend der sieben Tage bis zur
Belichtung weitgehend in der obersten Bodenlage verteilt. In den obersten 5 cm bis zur
horizontalen Markierung, ist eine etwas dunklere Zone zu erkennen. Dort war die
Radioaktivitdt etwas hoher als in den darunter liegenden Bereichen.

’
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Abbildung 99: Eindringverhalten radioaktiv markierter Giille in den Lehmboden.

In allen Bodenschichten hatten sich winzige Bereiche mit erhohter Aktivitit gebildet.
Beispiele dafiir sind in der Abbildung umringt dargestellt. Diese Hotspots sind im Boden
unregelméBig verteilt und scheinen winzige Akkumulationszonen der radioaktiv markierten
Bakterien zu sein. Gleichzeitig zeigt dies, wie heterogen die Verlagerung der Bakterien im
Boden ist.

Die Heterogenitit der Keimbelastung im Boden zeigte sich an der Beprobung von zwei
Lysimetern fiir die Untersuchung der Keimkonzentrationen im Boden. Die Lysimeter wurden
ein Jahr nach der Giilleaufbringung (Rohgiille und Gérrest) in 10 cm Bodenlagen beprobt. Die
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Untersuchung der Einzelschichten ergab eine sehr inhomogene Verteilung der
fakalcoliformen Keime in der GroBenordnung von <10 bis 500 Keime pro g Trockenboden.
Eine Schichtung konnte nicht zugeordnet werden. Dies kann der Tatsache zugeschrieben
werden, dass die Probenahme auf den Lysimetern wegen der zu kleinen Fliche und der
geringen Anzahl der Einzelproben nicht reprdsentativ erfolgen konnte, und zudem die
Aktivitatsverteilung im Boden sehr inhomogen war. Die Heterogenitit der Verteilung der
C14-Aktivitdt folgt damit der Inhomogenitit des Bodenaufbaus. Diese fiihrt zu Zonen mit
hohem und niedrigem Sorptionspotential, Makroporen und Bereichen hoher und niedriger
Wasserkapazitit (hydraulische Leitfahigkeit).

Der Transport von Mikroorganismen wird vor allem bestimmt durch diese Sorptionszonen
und den strukturellen Aufbau des Bodens selbst. Durch die relativ groBen Strukturen von
Bakterien wird der Transport vom Ausschlussprinzip beeinflusst. Das bedeutet, dass grofere
Partikel, die nicht in das feinere Porensystem des Bodens eintreten konnen, schneller (an
diesen Poren vorbei) transportiert werden als kleinere Teilchen und geldste Tracermolekiile
(McKay et al., 2000; Harvey, 1997).

Nach Aislabie et al. (2001) ist die Verlagerung von Mikroorganismen bestimmt durch
Adsorptions- und Filtrationsprozesse im Boden und damit stark abhédngig von der
physikalischen Beschaffenheit des Bodens. Auch haben Bodenverdichtung und
Bodentemperatur einen Einfluss auf die Transportvorginge im Boden. Neben dem Mikro-
und Makrogefiige bestimmen auch die Fruchtart, die Vorfrucht und die Bewirtschaftung die
Verlagerung von Wasser und somit auch die Ausschwemmung der Bakterien.

Zudem spielt der préferenzielle Fluss in den Poren ohne Kontakt zum Sorbenten im Medium
eine grofle Rolle. Die meist negative Ladung von Oberflichen vieler Mikoorganismen ist ein
Grund fiir abstoBende Reaktionen der meist negativ geladenen, mineralischen Bodenfunktion
und bewirkt damit eine geringere Sorption. Wegen dieser elektrostatischen AbstoBungskréfte
zwischen Bodenmatrix und den Zelloberflichen bleiben diese Bakterien beim
Transportvorgang vom direkten Kontakt mit der Matrix ausgeschlossen und werden so
schneller im Boden verlagert (Auckenthaler, 2004).

Langerfristig konnen Mikroorganismen bei geeigneten Matrixbedingungen durch Van-der-
Waals-Krifte und Lewis-Sdure-Base-Interaktionen an die Bodenmatrix angezogen und am
Ton-Humus-Komplex sorbiert werden.

Dies bedeutet, dass auch der pH des Bodens und der pH der Wirtschaftsdiinger einen grof3en
Einfluss auf das Sorptionsverhalten der Bakterien haben konnen. Unter dem Einfluss des pH
konnen die Oberflichenladungen von Matrix und Bakterienoberfliche verdndert und somit
eine Sorption erhoht oder erniedrigt werden. Scholl und Harvey (1992) berichten, dass bei
einem tiefen pH die negativen Oberflichenladungen vermindert werden und somit die
Adsorption an den Boden erleichtert wird. Uberlagert werden diese Effekte jedoch auch von
der Chemie der organischen Bodenfraktion, die durch vielféltige Bindungsstellen die Sorption
stark beeinfluft.

Daher spielt auch der Wassergehalt im Boden eine gro3e Rolle. Nach Schéifer (1997) haben
hydrophobe Bakterien im ungesittigten Boden eine hohere Retention. Dies erklart die
insgesamt geringen Auswaschungsraten von Mikroorganismen im Boden, wenn man vom
ersten schnellen Makroporenfluss (preferenzieller Fluss) absieht. Dabei ist nach Aislabie et al.
(2001) das Uberleben der Mikroorganismen im Boden bestimmt vom Wassergehalt, der
Temperatur und dem pH.
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C 3.3 Lufthygienische Untersuchungen

C 3.3.5 Massenspektrometrischer Vergleich gasformiger Emissionen im Uberstand von
Gairrest und Rohgiille

Die Entstehung von Biogas ist gekoppelt an Prozesse der Zersetzung organischer
Verbindungen unter Luftabschluss. Verantwortlich sind dafiir anaerobe Bakterien, die die
Abbauvorgédnge durchfiihren, ohne Sauerstoff zu bendtigen. Die Biogasentstehung ist ein sehr
komplexer Vorgang, bei dem eine Reihe von Bedingungen, Substrat, pH, Temperatur usw.
die entstehenden Produkte beeinflusst.

Die Prozesse der Entstehung gasformiger Stoffe finden in der Natur im Magen und Darmtrakt
von Wiederkduern, aber auch im Kot statt. Somit setzen sich diese Prozesse im Stall und in
den Giillegruben fort und finden auch in den Biogasanlagen statt.

In der Hauptsache entstehen bei der anaeroben Vergirung Methangas und Kohlendioxid.
Aber auch unerwiinschte Stoffe, wie Schwefelwasserstoff, niedrige Alkansduren und
Mecaptane konnen gebildet werden. Biogas (= Sumpfgas, Faulgas) ist ein durch den
anaeroben, mikrobiellen Abbau von organischen Stoffen entstehendes Gasgemisch, das zu
50-70 % aus dem hochwertigen Energietrager Methan (CH4) besteht (Gronauer und
Aschmann 2003). Weitere Bestandteile sind 30-40% Kohlendioxid (CO;) sowie Spuren von
Schwefelwasserstoff (H,S), Stickstoff (N;), Wasserstoff (H,) und Kohlenmonoxid (CO).
Dabei ist vor allem das Methangas zur Energieerzeugung und thermischen Verwertung
hervorragend geeignet. Andererseits zdhlt es zu den Hauptverursachern des Treibhauseftfekts.
Die Energienutzung ist weitgehend CO,-neutral, da fossile Energietrdger wie z.B. Erdol oder
Kohle eingespart werden. Dabei hat 1 m’ Methangas nach Kaiser et al. (2004) einen
Energieinhalt, der etwa einem halben Liter Heizol entspricht. Aus der Vergédrung der Giille
einer Kuh kann damit im Jahr ein Energiedquivalent von ca. 300 Liter Heiz6l gewonnen
werden. Im Vergleich zu anderen Substraten ist der Energieertrag aus Rindergiille allerdings
gering (Tabelle 61). Daraus resultieren entsprechend den Trockenmasseertrigen (TM) die
folgenden Methanertrige pro Hektar:

Maissilage ca. 5000 - 7500 m’
Griinland ca. 1100 - 4700 m*
Riiben ca. 4600 - 5600 m’

Tabelle 61: Durchschnittliche Gasertrage einiger hdufig eingesetzter Substrate pro Tonne Frischmasse (Keymer
und Schilcher, 1999)

Substrat Gasertrag pro t
Milchviehgiille 25 m?/t
Schweinegiille 36 m¥/t

Griingut (Wiesengras) 90 m3/t
Maissilage 170 - 200 m*/t
Speiseabfille 220 m*/t

Altfett 600m?/t

Um die Bildung von Schwimmdecken und Sinkschichten in den Fermentern zu verhindern,
muss das Substrat geriihrt werden. Dadurch wird auch das Entweichen der entstandenen Gase
erleichtert. Die Menge gebildeten Gases hidngt von der Art des Substrats, von der
Verweildauer und der Betriebstemperatur in der Biogasanlage ab.

Dabei ist die Geruchsbildung von Biogasgiille im Vergleich zur Rohgiille sehr viel geringer,
da bei der Vergirung verschiedene Abbauprodukte von Aminosduren nicht entstehen und
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andere geruchsintensive Stoffe weitgehend abgebaut werden. Aus der Giille, schitzt man,
werden bis zu 150 fliichtige Verbindungen emittiert. Der subjektive Eindruck von Geruch ist
von Person zu Person allerdings sehr unterschiedlich.

Durch den anaeroben Abbau ist der Kohlenstoffanteil in der vergorenen Giille verringert und
der Anteil an ammoniakalischem Stickstoff erhoht. Das C/N-Verhiltnis verschiebt sich zu
niedrigeren Werten. Dies bedeutet auch, dass Biogasgiille, wie im Folgenden gezeigt, bei der
Ausbringung etwas mehr Ammoniak aber weniger Methan emittiert.

In der Abbildung 100 ist zunéchst ein Massenspektrum der Luft mit den Hauptkomponenten
Stickstoff (N2 = 78,09%) und Sauerstoff (O, = 20,95%) dargestellt.

Im Vergleich dazu wies das Massenspektrum des Gérrests (Abbildung 101) bei den Massen
12, 15, 16, 18 und 44 deutlich hohere Signale auf als die Umgebungsluft, wihrend
Umgebungsluft reicher an O, (Masse 32) war. Masse 12 steht fiir den Kohlenstoff, 14 fiir
Stickstoff, Masse 15 fiir Methylgruppen, 16 fiir Sauerstoffanteile von Molekiilen bzw.
Methan, 18 fiir HO und 44 fiir CO,.

Betrachtet man das Massenspektrum der Rohgiille im Vergleich zum Girrest, so kann man
erkennen, dass die Massen 12 (C), 15 (-CHj3), 16 (O, CHy) und 44 (CO,) tiber Giille hoher
sind als iiber Girrest, wihrend die Masse 14 (N) niedriger ausfiel (roter Pfeil in der
Abbildung 102).
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Abbildung 100: Massenspektrum von Umgebungsluft
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Abbildung 101: Massenspektrum des Luftraums tiber dem Gérrest im Gleichgewicht
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Abbildung  102:  Massenspektrum des  Luftraums iiber der Rohgiille im  Gleichgewicht.
Griine Pfeile bedeuten rel. Zunahme des Massesignale gegeniiber dem Giérrest. Roter
Pfeil bedeutet rel. Abnahme des Massesignals gegeniiber dem Gérrest
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Auch wenn die qualitative Gaszusammensetzung im Uberstand des Girrests (Biogasgiille)
und der Rohgiille qualitativ groBe Ahnlichkeiten aufwies, so hatte die Rohgiille héhere CO,-
sowie Gasanteile mit der Masse 12 (Kohlenstoff) und 15. Diese rithren von organischen
Kohlenstoffverbindungen her. Auch wies die Rohgiille hohere Sauerstoffanteile (Masse 16),
z.B. in organischen Sauren, Essig-, Propion- und Buttersdure, auf. In einer Untersuchung der
Thiiringischen Landesanstalt fiir Landwirtschaft (Reinhold et al. 2004) wurde der Abbau von
fliichtigen Fettsduren (C, bis C¢) wihrend des Biogasprozesses nachgewiesen. Im Mittel war
durch die Vergirung der Giille ein Abbau von 7470 mg Fettsduren pro Liter auf 450 mg pro
Liter festzustellen. Der in Giille hohere Anteil an Masse 16 riihrt sicher teilweise auch von
Methan her. Wegen der geringeren Methanausgasung kann Girrestdiingung einen wichtigen
Beitrag zur Reduktion klimarelevanter Spurengase leisten, wenn Giilledliingung entsprechend
eingeschrinkt wird.

Gleichzeitig hatte der Luftraum iiber der Rohgiille niedrigere N-Anteile (Masse 14), z.B.
Ammoniak, NOy usw.). Die Rohgiille hatte im Gleichgewicht daher niedrigere N-Emissionen.
Nach Klasink und Steffens (2003) ist Ammoniak jedoch nicht die Hauptursache fiir die
Geruchsentstehung. Die Ammoniakanteile in den unterschiedlichen Giillen konnen somit
nicht die offensichtliche Geruchsverminderung der Biogasgiille erkldren. Vielmehr sind
Alkaloide (organische Stickstoffverbindungen), Amide, Amine (entstanden durch
Dekarboxilierung der Aminosduren), Mercaptane (schwefelhaltige Aminosduren) und
organische Sduren (z.B. Butter-, Essig- und Propionsdure) fiir den Geruch von Giille
verantwortlich. Diese Komponenten werden in der Regel gekennzeichnet durch den hoheren
Anteil an C, N und O (Massen 12, 14 und 16). Die Wahrnehmungsgrenze dieser Stoffe fiir die
menschliche Nase ist so gering, dass sie schon in kleinsten Konzentrationen Beldstigungen
verursachen. Ammoniak hat einen hoheren Geruchswert als andere Gase. Der Geruchswert
von Ammoniak liegt im Volumenprozentbereich bei 10 %, von Schwefelwasserstoff bei 107
%. Die Buttersdure hat einen Geruchswert von 107 % und Mercaptane etwa 10" %. Dies
zeigt, dass Ammoniak erst in sehr viel hoheren Konzentrationen vom Geruchssinn erkannt
werden kann.

C 3.3.2Emission von Ammoniak im Luftraum iiber Giirrest und Rohgiille

Unter anaeroben/anoxischen Bedingungen entstehen beim bakteriellen Abbau von
organischen, stickstofthaltigen Verbindungen und Nitrat die Produkte Nitrit (NO;), Lachgas
(N20), Stickstoff (N>), Ammoniak (NH3) und Stickoxide (NOy).

Lachgas entweicht in die Atmosphére und verstirkt die Treibhauswirkung. Ammoniak ist ein
farbloses Gas mit stechendem Geruch, das teilweise in Losung bleibt, aber teilweise in die
Atmosphire entweicht und so zur Eutrophierung von Gewéssern und der Versauerung der
Bdden beitragen kann.

Bei der Ammoniakproduktion ist das Enzym Urease beteiligt. Die Urease im Kot spaltet vom
Harnstoff den gasformigen Ammoniak ab, welcher sich dann in der Giille 16st und bei der
Lagerung und Ausbringung in die Luft entweicht (Wulf, 2003). In einer Versuchsreihe mit
acht Messungen wurde jeweils die Emission von Ammoniak aus dem Uberstand
(Headspaceanalyse) von Gérrest und Rohgiille untersucht (Tabelle 62). Je ein ml der
homogenisierten Wirtschaftsdiinger wurde fiir 24 Stunden in eine gasdichte Kiivette
eingeschlossen und die emittierten Gase im Gleichgewicht zwischen geldster und gasformiger
Phase auf Ammoniak untersucht. Es konnte bestétigt werden, dass im Mittel die emittierte
Ammoniakmenge aus 1 ml Giille in einem Volumen von 2 Litern im Gérrest hoher war als in
der Rohgiille.

Im Luftraum iiber dem Giérrest hatte sich eine NHj3-Konzentration von 4,8 ppm und im
Luftraum {iber der Rohgiille eine Konzentration von 3,4 ppm gebildet.
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Tabelle 62: Ammoniakemissionen im Luftraum iiber Gérrest und Rohgiille

NH;- Emissionen in ppb
Messreihe 1 2 3 4 5 6 7 8 Mittelwert
ppb
Giirrest 3147 |4152 |5209 |S5735 |5267 |S115 |4944 4790 [4798
Rohgiille 2472 12476 |2411 2399 4497 4606 |4256 |3901 |3377

Im Luftraum iiber dem Giérrest war in dieser Messserie (mit nur einem Gérrest und einer
Rohgiille) fast 30 % mehr Ammoniak enthalten. Bei nahezu gleichem N-Gesamtgehalt hat der
Girrest (Biogasgiille) einen hoheren Ammoniumgehalt. Dieser Versuch kann mangels
Wiederholungen nicht zur quantitativen Bewertung herangezogen werden, erlaubt aber auch
ohne statistische Absicherung den Hinweis, dass bei der Gérrestausbringung mit hdheren
Verlusten an gasformigen Emissionen zu rechnen ist. In der Giille betrug der NH4-N Anteil
etwa 60 % des Gesamt N beim Girrest und 40 % NH4-N bei der Rohgiille. Diese erhohten
Ammoniumanteile im Gérrest werden auch von Reinhold et al. (2004) und Peretzki et al.
(2005) beschrieben.

C 3.3.3Emission von Ammoniak bei der Ausbringung von Girrest und Rohgiille

Die Ausbringung von Gérrest und Rohgiille erfolgte praxisnah bei bedecktem Himmel und
einer Lufttemperatur von 16 - 20° C. Die Bodentemperaturen wiahrend der Versuche betrugen
dabei zwischen 10 und 17° C. In jeweils drei Messreihen wurde der Tagesgang der
Ammoniak- und NOx-Emissionen der ausgebrachten Wirtschaftsdiinger untersucht
(Abbildung 103, Abbildung 104). Wie sich zeigte, begann die Emission von Ammoniak in
allen Versuchsreihen bereits nach wenigen Minuten, erreichte nach zwei bis drei Stunden
ihren Hohepunkt und war nach etwa 8 - 10 Stunden beendet. Parallel dazu wurden die
gasformigen Emissionen von NOy (NO+NQO;) gemessen. Diese lagen in beiden Varianten auf
niedrigem Niveau und schwankten um Werte von 25 ppb.
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Abbildung 103: Drei Messreihen zur gasformigen Emission von Ammoniak aus dem Gérrest
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Die Emission von Ammoniak aus dem Gérrest war in den ersten Stunden stets hoher als die
Emissionen aus der Rohgiille. Dies kann daran liegen, dass der Stickstoffgehalt im Gérrest
nach der Biogaserzeugung relativ zum Kohlenstoff ansteigt. Dies wird bestétigt durch
Untersuchungen von Wulf et al. (2002), die in den ersten Stunden nach der Ausbringung von
Géarrest im Freiland ebenfalls erhohte Ammoniakemissionen gegeniiber Giille messen
konnten. Dieser Effekt wurde jedoch nach etwa 24 Stunden vermutlich durch das bessere
Eindringen des Gérrests in den Griinlandboden gegeniiber der Rohgiille wieder aufgehoben.
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Abbildung 104: Drei Messreihen zur gasformigen Emission von Ammoniak aus Rohgiille

Die Biogasgiille ist gegeniiber der Rohgiille diinnfliissiger und dringt schneller in den Boden
ein. Die geringere Viskositdt und das bessere Eindringen in den Boden wirkt ebenfalls
geruchsmindernd. Eine Verdiinnung von Giérrest und Rohgiille ist daher auf alle Fille
vorteilhaft.

Ein Verbleib von festen, verkrusteten Giilleresten auf der Pflanzen- oder Bodenoberfldche, die
eine punktformige Quelle mit hohen (u.a. bakteriellen) Konzentrationen darstellen, wird somit
vermieden. In einer Untersuchung von Weill und Popp (2004) konnte gezeigt werden, dass
Festmist hohere Konzentrationen fakalcoliformer Bakterien aufwies als Gtille.

Aus hygienischer Sicht ist es daher besser, eine niedrigviskose, verdiinnte Giille die schneller
in den Boden eindringt auszubringen, als eine Giille mit hohem Trockensubstanzgehalt oder
Festmist.
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C4 Zusammenfassung und Bewertung

Es zeigte sich bei allen Lysimeteruntersuchungen, dass nach der Aufbringung von Gérrest
und Rohgiille innerhalb weniger Stunden Giilleinhaltsstoffe, Tracer und E. coli im
Sickerwasser zu finden waren. Die Ursache dieser ersten schnellen Verlagerung waren
Makroporen, die den Boden durchziehen. Diese Makroporen sind durch die Bodenstruktur
bedingt, konnen aber auch u.a. aus Wurzelkandlen, Regenwurmrdhren oder Méusegéngen
(Megaporen) bestehen.

Das Niveau des Leachings 1iiber Makroporentransport erreichte bei  den
Beregnungsexperimenten 2 - 3 Stunden nach der Giille- und Gérrestanwendung ein Maximum
und fiel dann langsam wieder ab. Die Verlagerung von fékalcoliformen Keimen mit dem
Sickerwasser war dabei weitgehend unabhidngig von der Art des eingesetzten
Wirtschaftsdiingers (Gérrest oder Rohgiille).

In den Beregnungsversuchen wurden innerhalb von 3 Tagen 28 % des aufgebrachten Wassers
beim Lehmboden und 33 % beim Sandboden als Sickerwasser durch den Boden (1 m Tiefe)
transportiert. Von den aufgebrachten Fékalindikatorbakterien (E. coli) wurden mit dem
Sickerwasser 0,13 % bei der Rohgiille (auf Lehmboden) und 0,14 % beim Gérrest (auf
Sandboden) verlagert.

Diese Ergebnisse werden in der GroBenordnung durch die Untersuchungen von Schwarz und
Kaupenjohann (2000 und 2001) und Weil und Popp (2004) bestétigt. Bei deren
Untersuchungen in gedrinten Freilandflichen lagen die Gesamtaustrige fakalcoliformer
Keime zwischen 0,05 % und 14,7 %.

Dabei geben diese Werte vor allem kurzfristige Verlagerungen bei Beregnungsversuchen und
unterschiedlichem Makroporenbesatz wieder. So konnen z.B. Miusegédnge oder Trockenrisse
die Fracht erheblich erhohen. Gepfliigte Flichen erhdhen hingegen die sorptionsfiahige
Oberfliche des Bodens, storen die Makroporen und verlangsamen den schnellen
Makroporentransport in den Untergrund (Simard et al., 2000).

Bei den Lysimeteruntersuchungen ist zu beriicksichtigen, dass es in den Lysimetern im
Gegensatz zum Freiland keine Méusegdnge und nur wenige Regenwurmrdhren gab, der
Makroporenfluss daher in den Lysimetern geringer war.

Die Verlagerungen der Tracer Tritium, Lithium und Bromid sowie der fikalcoliformen Keime
iiber Makroporen verlief praktisch zeitgleich. Diese Tracer haben sich daher fiir die
Beobachtung der Verlagerung von Bakterien bewihrt.

Die Bodenart, der pH-Wert und der Kohlenstoffgehalt (C-Gehalt) spielten bei den hier
durchgefiihrten Lysimeterversuchen fiir die Verlagerung iiber Makroporen nur eine
untergeordnete Rolle. Aislabie et al. (2001) beschreiben, dass hohe Tonanteile im Boden
keinen nennenswerten Einfluss auf die mikrobielle Verlagerung haben. Anhand der
vorliegenden Ergebnisse konnte jedoch ein Zusammenhang zwischen hoherer Ton- und
Schlufffraktion und verlangsamter Keimverlagerung bestehen. Nach Berg (1999) beeinflussen
besonders der Makroporenbesatz, die KorngroBenverteilung und die Auspriagung des
Bodengefiiges das Bodenwasser und dessen Bewegung im Boden.

Eine Abhingigkeit des Austrags von E. coli von der Sickerwassermenge iiber
Makroporenfluss konnte in den Lysimeteruntersuchungen nicht beobachtet werden. Dies wird
auch durch Untersuchungen von Weill und Popp (2004) bestdtigt, der beim préferentiellen
Fluss keine Unterschiede im Gesamtaustrag nachweisen konnte.

Bei Ausbringung von Rohgiille im Spitherbst verzogerte sich die Keimverlagerung gegentiber
der Ausbringung im Sommer um einige Stunden.

In den Langzeituntersuchungen wurden im Laufe eines Jahres neben den kurzfristigen
Keimverlagerungen iiber Makroporen zu Zeiten starker Regenfille immer wieder geringe
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Mengen Indikatorkeime ausgewaschen. Diese Auswaschung blieb aber auf einem sehr
niedrigen Niveau und lag zwischen 1 und 100 Kolonien bildenen Keimen pro 100 ml
Sickerwasser.

In nahezu allen Sickerwissern, vor allem auch in den ungediingten Varianten, konnten
geringere Konzentrationen an E. coli auf diesem Niveau gemessen werden. Dies ist
vermutlich auf eine natiirliche Hintergrundbelastung der Boden mit fékalcoliformen Keimen
zuriickzufiihren. Diese natiirliche Kontamination von Béden mit E. coli kann z.B. durch Kot
von Vogeln, Miusen, Maulwiirfen, Hasen oder hoheren Wildtieren verursacht werden. Um
diese Hintergrundbelastungen mit fékalcoliformen Keimen zu bewerten, fehlen jedoch
Literaturwerte oder umfassende Untersuchungen aus der landwirtschaftlichen Praxis.

Bei den Versuchen mit radioaktiv markierten E. coli Keimen wurden wihrend 3 Tagen
Gesamtfrachten der Verlagerung (radioaktiv markierter Keime und evtl. Abbauprodukte) in
Hohe von 2,0 % der aufgebrachten Radioaktivitit im Lehmboden bzw. 3,7 % aufgebrachten
Radioaktivitdt im Sandboden gemessen. Die hoheren Wiederfindungsraten scheinen weniger
auf der Art des Wirtschaftsdiingers sondern eher auf dem hoheren Grobporenanteil des
Sandbodens zu beruhen.

Die Heterogenitit der Keimbelastung im Boden zeigte sich an der Bodenbeprobung. Die
Untersuchung der Einzelschichten im Lysimeter ergab eine sehr inhomogene Verteilung
fakalcoliformer Keime in der GroBBenordnung von <10 bis 500 Keime pro g Trockenboden.
Eine Schichtung konnte nicht zugeordnet werden.

Neben der Gewinnung von Energie hat die Biogasgiille (Gérrest) aus der Sicht der
Landwirtschaft einige Vorteile gegeniiber Rohgiille. Bei der anaeroben Schlammfaulung wird
die organische Trockensubstanz um etwa 40 % (nach Gronauer und Aschmann, 2003)
verringert. Dadurch wird die Biogasgiille diinnfliissiger und neigt bei der Ausbringung
weniger zur Verkrustung an der Pflanzenoberfliche. Der Gérrest (Biogasgiille) ldsst sich
leichter riihren, pumpen und gleichmifBiger verteilen. Auch werden in der Biogasgiille
kurzettige organische Sduren und Faserstoffe abgebaut, die bei der Rohgiille das Ablaufen
von den Pflanzen erschweren. Bei der Ausbringung dringt der Gérrest daher schneller in den
Boden ein.

Der Gérrest hat einen angenehmeren Geruch als die Rohgiille und fiihrt damit bei Lagerung
und Ausbringung zu geringerer Geruchsbeldstigung. Er emittiert offenbar auch wesentlich
weniger klimarelevantes CHy.

Die Rohgiille hat gegeniiber dem Giérrest hohere Gehalte an organischen Sduren, z.B. Essig-,
Propion- und Buttersdure. Bei der Vergirung werden diese fliichtigen Fettsduren stark
abgebaut. Nach Reinhold et al. (2004) hat ein Gérrest im Mittel weniger als 10 % fliichtiger
Fettsduren (C; bis Cg) einer vergleichbaren Ausgangsgiille (Rohgiille).

Im Luftraum iiber dem Gérrest waren etwa 30 % hohere N-Anteile im Bezug zur Rohgiille zu
messen. Dies liegt daran, dass der Gérrest (Biogasgiille) einen hoheren Ammoniumgehalt im
Verhiltnis zum Trockenmassegehalt aufwies. Der NH4-N Anteil betrug etwa 60 % des
Gesamt N beim Girrest und 40 % NH4-N bei der Rohgiille. Dies wurde bestitigt durch
Veroftentlichungen von Reinhold et al. (2004) und Peretzki et al. (2005).

Eine sachgerechte Nihrstoffbewertung der Biogasgiille ist daher eine wesentliche
Voraussetzung fiir die Festlegung von Diingemallnahmen mit Gérresten. Die Einsatzmengen
sind unter Beriicksichtigung des Npin. Gehaltes im Boden und des Entzugs von Stickstoff an
die Nahrstoffmenge in der Giille anzupassen. Dabei ist insbesondere die Begrenzung von 40
kg NHy4-N/ha fiir die Gérreste zu beachten, da die Gérreste meist hohere Ammonium-N-
Gehalte aufweisen.

Aus pflanzenbaulicher Sicht kann der erhdhte Anteil an rasch pflanzenverfiigbarem
Ammonium-Stickstoff kurzfristig zu geringen Ertragssteigerungen fiihren. Langfristig
verandernde Auswirkungen auf die Humusbilanz, Bodenneubildung und Bodenbiologie durch
das verringerte C/N-Verhiltnis sind jedoch nicht auszuschlieBen.
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Der etwas hohere Ammoniumgehalt und etwas hohere pH-Wert im Garrest (7,83 gegeniiber
6,82 in der Rohgiille) fiihrt wohl auch bei der Lagerung zu erhdhten N-Emissionen. Es sollte
bei der Konzeption der Biogasanlage daran gedacht werden, dass die Géarreste unterhalb der
Fliissigkeitsoberfliche in das Endlager gepumpt werden, um Stickstoffverluste zu reduzieren
und um eine rasche Abkiihlung der Gérreste aus dem Fermenter zu gewéhrleisten.

Zudem sollte nach Moglichkeit eine Abdeckung der Fliissigkeitsoberfliche erfolgen um N-
Emissionen und somit Néhrstoffverluste zu verhindern.

Aus hygienischer Sicht wiesen die von uns verwendeten Gérreste (Biogasgiillen) um 3 - 4 log
Stufen niedrigere Keimkonzentrationen (E. coli) als die Rohgiillen (Normalgiillen) auf. Dies
ist aus der Sicht des Boden- und Gewdésserschutzes fiir die Keimbelastung des Boden und des
Sickerwassers als sehr positiv zu erachten.

Um jedoch Makroporentransportvorginge zu vermeiden, sollte die Ausbringung der Gérreste
auf ausgetrockneten Boden, besonders vor Starkregenereignissen, in sensiblen Zonen nicht
empfohlen werden.

Eine Ausbringung von Girresten hat, insbesondere vor dem Hintergrund einer eventuellen
Ausbringung im erweiterten Wasserschutzgebiet, wegen der wesentlich geringeren
Keimkonzentration im Giérrest deutliche Vorteile gegeniiber Rohgiille. Aus Sicht der
Auswaschung, Verlagerung und dem Verbleib von fdkalcoliformen Indikatorkeimen im
Boden . zeigten die Wirtschaftsdiingervarianten keine wesentlichen Unterschiede. Lebuhn
und Wilderer (2006) weisen allerdings darauf hin, dass bakterielle Sporenbildner wéhrend des
Biogasprozesses nicht reduziert werden. Hier sind Untersuchungen ndétig, ob eine
Anreicherung im Boden bzw. Kontamination des Grundwasserstroms stattfindet.

Eine Empfehlung zur Ausbringung in erweiterten Wasserschutzgebieten konnte z.B. {iber
Ausnahmeregelungen gegeben werden, wenn die Forderungen der Diingeverordnung
eingehalten werden und Austrige von NH4-N minimiert werden. Weiterhin darf die
tatsdchliche Verlagerung von fékalcoliformen, pathogenen oder sporenbildenden Keimen, die
durch eine Hygienisierung nicht ausreichend dezimiert wurden, iiber den Makroporenfluss
nicht zu Grenzwertiiberschreitungen im Wasser fiithren.

Daher konnte eine kontinuierliche Uberwachung des Anlagenbetriebs und/oder der
Keimbelastungen der Gérreste auf selektierte Problemkeime und ein Monitoring der
Néhrstoffgehalte zielfiihrend sein, denn ein Ausbringverbot macht nur Sinn, wenn von dem
Garrest tatsdchlich eine mikrobielle oder stoffliche Gefahr fiir Umwelt, Mensch und Tier
ausgeht.

Sollte eine Hygienisierung iiber die thermophile Reaktorstufe (55°C) fiir pathogene Keime
und Sporenbildner nicht ausreichend sein, konnten z.B. sehr zeit- und kostenintensive
Verfahren der Drucksterilisation, eine thermische Nachbehandlung oder eine Bestrahlung
mogliche technische Alternativen darstellen.

Ein realistische Mdglichkeit zur Reduktion der Keimbelastung im Boden lige beispielsweise
in der Reduzierung des Eintrags u.U. hygienisch bedenklicher Keime durch die Verringerung
der Wirtschaftsdiinger-Ausbringung generell, Verdiinnung der Wirtschaftsdiinger und in
einem geeigneten Wirtschaftsdiinger-Management. So konnten z.B. hygienisch und stofflich
einwandfreie Wirtschaftsdiinger auch in sensibleren Bereichen ausgebracht werden, hoher
belastete Wirtschaftsdiinger auf unproblematischeren Ackerstandorten.

Glide (2002) beschreibt, dass bei langerer Lagerung von Rohgiille ebenfalls geringere
Keimbelastungen in der Grofenordnung von etwa drei Zehnerpotenzen erreicht werden
konnen. Bei ldngerer Lagerung von Gérresten konnten allerdings die Vorteile der
Hygienisierung durch Wiederverkeimung (Lebuhn und Wilderer, 2006) teilweise wieder
aufgehoben werden. Es wire daher aus hygienischer Sicht wiinschenswert, zur Ausbringung
der Girreste in sensiblen Bereichen die optimale Lagerzeit und den besten Zeitpunkt zu
ermitteln.
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Auch ist die Vergidrung von Ko-Substraten mit rein pflanzlicher Biomasse ein moglicher Weg
zur weiteren Verringerung der Keimbelastungen in den Gérresten.

Nach Tidden (2003) konnte auch eine nachgeschaltete Behandlung des Gérrests (z.B. durch
eine externe Kompostierung) zu einer weiterfithrenden Hygienisierung beitragen.
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