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Ausgangssituation:

Getreidebasierte Lebensmittel missen in
mehrfacher Hinsicht Qualitdtsanforderungen
genligen: Aus lebensmittelrechtlicher Sicht,
insbesondere bezliglich der fir die Lebensmit-
telsicherheit relevanten Aspekte (vor allem
Toxine), bezlglich verarbeitungsspezifischer
Aspekte (Gewahrleistung geforderter Spezifi-
kationen, wie z. B. proteolytischer Malzmerk-
male) sowie bezliglich agronomischer Aspekte
(z. B. Pilzkontaminationen).

In der Brauwirtschaft haben in den letzten
Jahren extreme Witterungsverhaltnisse und
damit verbundene Qualitdtsdefizite fir grof3e
EinbuRen in der zur Verfligung stehenden
Braugerstenmenge gesorgt. Die Qualitdt des
Rohstoffs hat einen entscheidenden Einfluss
auf die Qualitdt des Endprodukts Bier. Im Fo-
kus der Qualitatskontrolle stehen hierbei vor

allem das zunehmende Auftreten von Fusari-
enkontaminationen bei Sommerbraugerste und
die daraus resultierenden qualitativen Veran-
derungen.

Ein erhdhter Fusarienbefall birgt zudem das
Risiko einer erhohten Mykotoxinbelastung. Zur
Minimierung gesundheitlicher Risiken fir die
Verbraucher wurden von der EU-Kommission
Grenzwerte fir Mykotoxine (z. B. fir DON,
OTA) in Lebensmitteln festgelegt. Aus verar-
beitungstechnologischer Sicht fihren vorhan-
dene Infektionen erfahrungsgemalR zu veran-
derten LoOsungseigenschaften wahrend des
Malzungsprozesses und zu erhdhten
Schwandwerten. Bei der Gerstenannahme
muss anhand einer begrenzten Analysenzahl
eine Entscheidung Uber die Qualitat der Partie
gefallt werden. Bisher werden der Befall bzw.
die Intensitat des Befalls mit Schimmelpilzen
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hauptséachlich Gber eine Handbonitur, also mit
Hilfe einer rein optischen Erkennung, erfasst.
Mit dieser Methode wird jedoch nur die sicht-
bare Symptomatik erfasst, Kontaminationen,
die keine Kornverfarbungen hervorrufen, blei-
ben unbeachtet. Analytisch wird oftmals nur
der Gehalt des Mykotoxins Deoxynivalenol
(DON) erfasst, welches aber vornehmlich in
Weizen relevant ist. Da in Gerste ein anderes
Spektrum an Fusarienarten auftritt als bei
Weizen, liegen bezlglich pflanzenbaulicher
MaRnahmen, wie Vorfrucht und Bodenbear-
beitung, keine wissenschaftlich abgesicherten
Kontrollmdglichkeiten vor.

Ziel des interdisziplindren Forschungsvorha-
bens war es deshalb, systematisch Daten zu
erarbeiten, um — angefangen von der Rohware
Uber den Verarbeitungsprozess hinweg — die
Zusammenhdnge zwischen Fusariumbefall,
Symptomatik und Metaboliten (Mykotoxine,
Schlisselproteine, Abwehrstubstanzen) zu
ermitteln. Die Untersuchungen sollten zur
Erfassung des Status quo sowohl an reprasen-
tativen Praxismustern erfolgen, als auch an
gezielt inokuliertem Probenmaterial. Die Aus-
wirkung einer erhéhten Mykotoxinbelastung
sollte fir das Produkt Bier anhand von Brau-
versuchen Uber den Bierbereitungsprozess
hinweg bilanziert werden.

Forschungsergebnis:

Forschungsstelle 1 untersuchte in einem Mo-
nitoring den Einfluss von Fusarium spp. in
Gerste und Malz. Hierbei wurden kommerziell
erhéltliche Gerstenmuster Uber einen Zeitraum
von drei Jahren vermalzt und analysiert. Vor
allem die Aussagekraft der Handbonitierung
stand hier im Fokus der Untersuchungen. Die
Ergebnisse zeigten einen deutlichen Einfluss
des Jahrganges auf die auftretende Sympto-
matik in den untersuchten Mustern. Mittels
Korrelationsanalysen, bei denen ein Zusam-
menhang zwischen auftretender Symptomatik
und DNA-Menge der Fusarium spp. ermittelt
wurde, stellten sich klar Fusarium avenaceum
und Fusarium tricinctum als diejenigen Spezies
heraus, die die rote Verfarbung (Symptomatik)
der Koérner am meisten beeinflussten. Im Ver-
gleich zu visuell nicht infizierten Kérnern wur-
de ein 143-facher Anstieg bei der Fusarium-
avenaceum (F. a.)-DNA-Menge und ein 268-
facher Anstieg bei der Fusarium-tricinctum (F.
t.)-DNA-Menge beobachtet. In Abhangigkeit
der Haufigkeit, in der F. a. auftrat, konnte F.
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a. als dominierende Spezies bei der Kornver-
farbung ausgemacht werden. Des Weiteren
wurden alle Muster einer vollen Malzanalyse
unterzogen und durch Korrelationsanalysen
der Einfluss von Fusarien auf die Malzqualitat
untersucht. So zeigte sich, dass vor allem
Malzmerkmale mit dem Fusarienbefall korre-
lierten, die die Proteolyse betreffen.

In kinstlich inokulierten Mustern (Feld- und
Gewachshausinokulationen) wurde herausge-
arbeitet, welche Fusarium spp. die Proteolyse
im Malzungsprozess am meisten beeinflusst.
Im Jahr 2012 korrelierten die DNA-Mengen
von Fusarium culmorum und Fusarium grami-
nearum signifikant mit der Menge des I6sli-
chen Stickstoffs (0,528 und 0,478). Im Jahr
2013 und 2014 korrelierte nur die F.-a.-DNA-
Menge mit dem gemessenen Gehalt an 106sli-
chem Stickstoff (0,726 und 0,514). In diesen
Jahren war auch der EiweilRl6sungsgrad signi-
fikant mit den DNA-Mengen von F. a. beein-
flusst (2013: 0,521; 2014: 0,480). Um Ver-
anderungen im Proteinprofil wahrend des Mal-
zungsprozesses herauszuarbeiten, wurden
nach den Malzungsschritten Proben entnom-
men (Rohfrucht, nach Weicharbeit, nach Kei-
mung und nach der Darre). Die Proben wurden
sofort in flissigem Stickstoff gefroren, um
das Material zu fixieren (Unterbrechung meta-
bolischer Vorgdnge im Korn). AnschlieRend
wurden die Proteine der Proben mittels OS-
BORN-Fraktionierung und isoelektrischer Fo-
kussierung fraktioniert. Die Auftrennung der
Proteine nach deren MolekulgréRen erfolgte
durch mikrofluide Kapillargelelektrophorese.
Mit den erhaltenen Daten wurden Proteinkar-
ten erstellt, die die Verdnderungen des Pro-
teinprofils wahrend der Mélzung visualisierten.
Damit einhergehend wurde auch der Verlauf
des Aminosaurespektrums {ber den Mal-
zungsprozess verfolgt und erfasst.

Aufgabe von Forschungsstelle 2 war die Op-
timierung der Inokulationsmethoden. Ver-
schiedene Fusariumisolate, die aus Gersten-
material stammten, wurden durch Gewéchs-
hausversuche auf Pathogenitdt und Virulenz
Uberprift. Eine ausreichende Anzahl von ge-
eigneten Isolaten konnte identifiziert und kon-
serviert werden. AnschlieRend wurden Inoku-
lationsexperimente unter Gewaéachshaus- und
Feldbedingungen durchgeflihrt. Dabei wurden
die Pflanzen wahrend der Blitezeit durch
Sprihinokulation mit einer Sporensuspension
infiziert. Zusatzlich wurde je ein nicht-
inokuliertes Kontrollmuster bei jedem Versuch
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mitgefihrt. Der Inokulationserfolg wurde so-
wohl durch visuelle Bonitierung der entstan-
denen Symptomatik als auch durch Quantifi-
zierung der pilzlichen DNA-Mengen (qPCR) im
geernteten Gerstenmaterial untersucht. Alle
Muster wurden fir weitere Experimente auf
eine ausreichende Kontamination Uberprift.
Fir Gewachshausversuche (doppelt wieder-
holt) wurden die Sporensuspensionen von F.
culmorum, F. avenaceum, F. langsethiae, und
F. tricinctum auf Pflanzen der Sorte Grace und
Scarlett aufgebracht.

F. avenaceum und F. culmorum verursachten
eine hohere Fusarienkontamination als F.
langsethiae und F. sporotrichioides. Im den
Jahren 2013-2015 wurden Feldversuche in
Parzellen durchgefiihrt. Fir jede Sorte (2013:
Grace, Scarlett; 2014-2015: Quench, Grace,
Scarlett) wurde die Behandlung viermal
durchgefiihrt. Analog zu den Gewé&chshaus-
versuchen wurde im Vergleich zu den Kon-
trollversuchen die héchste Kontamination bei
F. avenaceum und F. culmorum festgestellt.
Jedoch konnte auch fir die Inokulationsvari-
anten mit F. graminaerum, F. tricinctum, F.
langsethiae und F. sporotrichioides ebenso
adaquat kontaminiertes Probenmaterial er-
zeugt werden. Eine weitere Aufgabe war es,
die naturliche pilzliche Belastung in Praxismus-
tern zu charakterisieren. Pro Jahr wurden 19-
20 Muster mittels klassischer mykologischer
Methoden und mittels quantitativer PCR auf
ihre pilzliche Belastung untersucht. Hierbei
wurde sowohl der allgemeine mykologische
Status, als auch die spezies-spezifische Fusa-
rium-Kontamination ermittelt. In jedem der
untersuchten Jahre wurde auch ein erhebli-
cher Befall mit Schwarzepilzen, z. B. Alterna-
ria spp., sowie mit Bakterien beobachtet. Die
spezifische Analyse auf Fusarium-Infektionen
kristallisierte die Spezies F. avenaceum, F.
graminaerum und F. ftricinctum als die domi-
nierenden heraus.

Des Weiteren wurden Genexpressionsstudien
durchgefihrt, die den Einfluss der Fusarien-
kontamination auf die Expression von mal-
zungsspezifischen Enzymen wahrend der
Pflanzenentwicklung und dem Malzungspro-
zess aufzeigen. Im ersten Schritt wurden spe-
zifische Primer flr die korrespondierenden
Gene entwickelt. Das untersuchte Material
stammte bei diesen Untersuchungen aus den
Gewachshausversuchen. Die Proben stamm-
ten aus Ahren, die zu spezifischen Zeitpunk-
ten nach der Inokulation beprobt wurden. Das
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Material fur die Untersuchung des Malzungs-
prozesses wurde zu verschiedenen Zeitpunk-
ten des Malzungsprozesses genommen (siehe
Proteinprofil von Forschungsstelle 1). Darauf
folgte die RNA-Extraktion mit anschlieender
cDNA-Synthese. Die Daten wurden unter Zu-
hilfenahme einer quantitativen PCR erhoben.
Mittels dieses Vorgehens konnte der Einfluss
der Fusarienkontamination auf relevante amy-
lolytische Gene nachgewiesen werden. Dieser
Einfluss wurde nicht nur bei Probenmaterial
aus der Malzung bestimmt. Auch schon wah-
rend der Pflanzenentwicklung wurden veran-
derte Expressionsraten der Targetgene durch
die Fusarienkontamination festgestellt. Nach
Vergleich von Ergebnissen unterschiedlicher
Fusarium spp., die sich in ihrem Toxinbil-
dungsvermdgen unterscheiden, konnte keine
generelle Verbindung zwischen der Kontami-
nationsstarke und der Intensitdt der Genex-
pression gefunden werden.

Forschungsstelle 3 untersuchte verschiedene
Fusarium-Toxine (Typ B und Typ A Trichothe-
cene, Enniatine, Beauvericin, Zearalenon und
modifizierte Mykotoxine) in Gerstenmalz und
Bier sowie Uber den kompletten Malzungs-
und Brauprozess hinweg. Dafir wurden zwei
LC-MS/MS-Multi-Mykotoxin-Methoden basie-
rend auf einer Stabilisotopenverdiinnungsana-
lyse fir Getreide- und Bierproben entwickelt
sowie vollstdndig validiert und etabliert. Als
interne Standards wurden die klrzlich synthe-
tisierten '3C- und '®N-markierten Mykotoxine
eingesetzt (z.B. '*Cz-acetyliertes DON, '3Cs-
HT2-toxin, "®C2-T2-Toxin, '®Ns-Enniatine, '®Ns-
Beauvericin).

Die Praxismusterproben (Gerstenmalz) aus den
Jahren 2012, 2013 und 2014 waren hoch mit
Enniatin B, DON und dem modifizierten My-
kotoxin Deoxynivalenol-3-Glucosid (D3G) be-
lastet. Vor allem die Proben aus dem Jahr
2012 waren stark kontaminiert. In den unter-
suchten Proben konnte Fusarenon X nicht
detektiert werden.

Wahrend des Malzungs- und Brauprozesses
veranderte sich der Gehalt an Fusarium-DNA
mit dem Gehalt an Fusarium-Toxinen: Vor
allem wahrend der Keimungsphase war das
Pilzwachstum mit zusatzlicher Mykotoxinpro-
duktion verbunden. Dies zeigten auch die ho-
hen Signifikanzniveaus der berechneten PEAR-
SON-Korrelationskoeffizienten aus den jeweili-
gen Fusarium-Toxinen und der entsprechen-
den Fusarium-spp.-DNA Uber den Malzungs-
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prozess. Der teilweise beachtliche Anstieg
mancher (modifizierter) Metabolite kann auf
den Entgiftungsprozess in Pflanzen zurlickge-
fihrt werden. Wahrend des Brauens konnten
die unpolaren Fusarium-Toxine (Enniatine)
grofRtenteils bereits mit den Trebern oder spa-
testens mit dem HeilBtrub aus dem Prozess
entfernt werden. Wahrend der Fermentierung
und Lagerung veranderten sich die Mykoto-
xingehalte der restlichen Fusarium-Toxine
kaum.

Insgesamt 61 kommerziell erhéltliche, biologi-
sche und konventionelle Biere aus Deutsch-
land und anderen Landern wurden auf ihr To-
xinspektrum hin untersucht. Die neu entwi-
ckelte  LC-MS/MS-Multi-Mykotoxin-Methode
wurde verwendet, um die verschiedenen Bier-
proben zu analysieren. DON, D3G, 3-AcDON
und Enniatin B konnten oberhalb der Nach-
weisgrenze in den Proben nachgewiesen wer-
den. 15-AcDON, ZEA, HT2- und T2-Toxin
sowie Enniatin B1, A1, A und Beauvericin
waren nicht detektierbar. Die Kontamination
der untersuchten Bierproben mit Fusarium-
Toxinen war als gering einzustufen. Durch
Bier scheint auch bei haufigem Genuss ledig-
lich eine moderate Aufnahme an Fusarium-
Toxinen verbunden zu sein. Um weiterhin ein
sicheres Produkt von hoher Qualitat erzeugen
zu koénnen, ist aber letztendlich ein gering
belastetes Ausgangsmaterial unabdingbar.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Von den Ergebnissen profitieren insbesondere
die Malz- und Brauindustrie (ca. 1.000 Unter-
nehmen in Deutschland). Pro Jahr werden in
Deutschland ca. 1,8 Mio. t Malz aus Gerste
hergestellt; der Gesamtumsatz der Branche
liegt bei ca. 700 Mio. €. Ein Grof3teil der Mal-
zereien ist mittelstdndisch strukturiert und
zumeist regional aufgestellt; die Produktions-
mengen liegen zwischen 1.000 t bis 300.000
t.

In der Brauwirtschaft gibt es in Deutschland
ca. 1.300 Braustatten mit 35.000 Beschéaftig-
ten und einem Bierabsatz von ca. 98,3 Mio.
hl/Jahr (Marktwert ca. 9 Mrd. €). Laut Statis-
tischem Bundesamt sind ca. 66 % der Pro-
duktionsstatten kleinen und ca. 32 % mittel-
standischen Unternehmen zuzuordnen, die
einen Gesamtbierausstol? von ca. 30 % abde-
cken.
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Die Anforderungen an Lebensmittel stiegen in
den vergangenen Jahren stetig an. Die Kennt-
nis systematischer Daten zur Fusarienproble-
matik kommt daher in der Qualitatssicherung
von Braugerste grofRe wirtschaftliche Bedeu-
tung zu. Die Erkenntnisse ermdglichen eine
gezielte Kontrolle und eine Sicherstellung ho-
her Produktqualitadten und kénnen insbesonde-
re in KMU Anwendung finden.

Die Untersuchungen zeigten, dass nicht alle
Fusarium-Arten die gleiche Symptomatik her-
vorrufen. Es zeigte sich, dass vor allem die
beiden Spezies F. avenaceum und F. tricinc-
tum fur die rote Symptomatik der Braumalze
verantwortlich sind. Korrelationsanalysen der
Daten zeigten den Einfluss von Fusarienkon-
taminationen auf Qualitdtsmerkmale, den
DNA-Gehalt und die Toxingehalte sowohl in
Praxismustern als auch in Mustern der Inoku-
lationsversuche.

Durch gezieltes Inokulieren von Getreide mit
Fusariumsporen in Feld- und in Gewachshaus-
versuchen konnte Kornmaterial gewonnen
werden, mit dem die Auswirkungen verschie-
dener Fusarium spp. auf die Getreidequalitat
untersucht wurden. Mit diesen Mustern wurde
die Veradnderung des Proteinspektrums auf-
grund von Fusarien untersucht. Hier zeigte
sich, dass vor allem der Proteinbereich tber
60 kDa malRgeblich verringert wird. Des Wei-
teren wurden mit diesen Mustern Genexpres-
sionsanalysen durchgefidhrt. Hier konnte der
Einfluss der Pilze auf Transkriptomebene an-
hand von Genexpressionsstudien nachgewie-
sen werden. Es wurde deutlich, dass Fusarium
die Expression amylolytischer und zytolyti-
scher Enzyme signifikant erhéht. Im Rahmen
des Projektes wurde aulRerdem eine Multimy-
kotoxinmethode entwickelt, mit der es mog-
lich ist, neben Mykotoxinen auch deren modi-
fizierte Metaboliten analytisch zu erfassen.

Die Forschungsergebnisse leisten einen wert-
vollen Beitrag fur zukiinftige Arbeiten im Be-
reich der Resistenzzichtung, der Produktsi-
cherung im Malzerei- und Brauereibereich
(Aussagekraft der Handbonitur) und der Evalu-
ierung der Qualitat von Braugerstenmalz.
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