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| Kurze Darstellung — SYNergie (HSOS)

l. Kurze Darstellung

1. Aufgabenstellung sowie wissenschaftlicher und technischer Stand

Das Verbundprojekt SYNergie hatte das Ziel, durch neue Inaktivierungs- und Nachweisverfah-
ren die Verbreitung des Kartoffelkrebses einzudammen. Dabei stand die Verbreitung in Form
des duRerst robusten Uberdauerungsstadium (Dauersori) in festen und fliissigen Reststoffen
der Kartoffelindustrie im Fokus.

Der Kartoffelkrebs, hervorgerufen durch den pilzlichen Erreger Synchytrium endobioticum, gilt
als eine der bedeutungsvollsten Quarantanekrankheiten der Kartoffel. Bei Befall bilden sich
blumenkohlartige Wucherungen. Dadurch kommt es nicht nur unmittelbar zu Ernteeinbuf3en,
sondern es sind aufgrund der widerstandsfahigen Dauersori (DS) weitere Auflagen fur den
Anbau zu beachten, z. B. Kartoffelanbauverbot befallener Felder und ausschlie3lich Anbau
resistenter Sorten im Umkreis (begrenzte Sortenauswahl). Fir die verarbeitende Industrie
stellt die an den infizierten Kartoffeln haftende Resterde ein Verschleppungsrisiko dar. Dauer-
sori gelangen ebenfalls ins Prozesswasser, sodass dieses sowie die Resterden nicht ressour-
censchonend in den Kreislauf gebracht werden durfen. Bisher erprobte Verfahren waren ent-
weder nicht praktikabel, da die Toxizitat der Chemikalie eine weitere Nutzung der Reststoffe
ausschloss oder die Inaktivierung der DS war nicht ausreichend (ubliche Verfahren fur z.B.
Kartoffelzystennematoden wie Inundation/Uberflutung, Kompostierung oder anaerobe Boden-
desinfektion) (Langerfeld, 1984; Steinmdller, Miller, & Buttner, 2007; Steinmdller, Bandte,
Buttner, & Miller, 2012). Um Dauersori in Resterden und Prozesswasser zu inaktivieren, soll-
ten praktikable Verfahren entwickelt werden, die kosteneffizient sind und eine Ruckfuhrung der
Reststoffe erlauben. Dabei wurde der Einsatz von Branntkalk, von Chemikalien wie Wasser-
stoffperoxid und Chlordioxid, von physikalischen Verfahren wie Ultraschall und Pulsed Electric
Fields (PEF) sowie eines Trommeltrockners untersucht. Um den Erfolg eines Inaktivierungs-
verfahrens zur Dekontamination von befallenen Erden zu bewerten, ist ein praktikabler Vitali-
tatsnachweis von S. endobioticum unerlasslich. Der bisherige Standard sind zeitaufwendige
Biotests (mind. 4 bis zu 12 Wochen), die nur saisonabhangig durchgefuhrt werden kénnen. Im
Rahmen des Projekts liegt also ein weiterer Fokus darauf, (zeitlich) effizientere Nachweisme-
thoden zu entwickeln bzw. optimieren. Dies umfasste auch die automatisierte, mikroskopische
Auswertung. Fir einen schnellen Nachweis des (lebendigen) Erregers und den resultierenden
Wucherungen bereits auf der Anbauflache, aber auch bei der Anlieferung der Ernte oder eben
den Reststoffen, sollten charakteristische volatile organische Komponenten (VOCs) heraus-
gearbeitet und differenziert werden. Die beteiligten Partner dieses anspruchsvollen Projekts
waren die Julius Kihn-Institute (JKI) Institut fir Pflanzenschutz in Ackerbau und Grinland (JKI-

AK), AG Flath, sowie Institut fUr nationale und internationale Angelegenheiten der Pflanzenge-
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sundheit (JKI-AG), AG Kdnig, die Hochschule Osnabrick (HSOS) mit dem Unterauftragneh-
mer INOPUR (Hygienetechnologie und Dienstleistung GmbH) und die Hochschule Bonn-
Rhein-Sieg (HBRS).

2. Ablauf des Vorhabens

Die Durchfuhrung des Verbundprojektes zur Inaktivierung und zum Nachweis von S. endobio-

ticum teilte sich in folgende vier Arbeitspakete auf:

e AP1: Verfahren zur Behandlung von festen und flissigen Reststoffen

e AP2: Analyse von Dauersori

o AP3: Direkter Nachweis des Kartoffelkrebses in fliissigen und festen Reststoffen

o AP4: Information und Beratung von Betrieben und PSD zur Praxistiberfihrung von Be-
handlungsverfahren und Tests zur Lebensfahigkeit

Die HSOS bearbeitete hauptsachlich das Arbeitspaket AP 1. Dabei wurde insbesondere der

Einsatz von Branntkalk (pH u. thermisch), einem Trommeltrockner (thermisch), Chemikalien

(H202, CIO2) sowie physikalischer Verfahren (PEF, Ultraschall) zur Inaktivierung von DS in

festen und flissigen Medien untersucht. Dauersori (isoliert oder in Boden/Wucherungen) wur-

den vom JKI bereitgestellt und im Verlauf auch an der HSOS herangezuchtet. Die Analyse von

Dauersori (AP 2/2.1) in Form von Biotests sowie auf mikroskopischer Basis standen in engem

Zusammenhang mit der Gewinnung von DS und den Inaktivierungsverfahren, sodass diese

anteilig an der HSOS durchgefihrt wurden. Die (Weiter-)Entwicklung bestehender Analyse-

verfahren wurde vom JKI durchgefiihrt (u.a. gPCR, LSM, Meristemkeimtests). Direkte Nach-

weismethoden in Reststoffen (AP 3) stellten TD/GC-MS und PTR-TOF dar und wurden maf-

geblich von der HRBS untersucht. Im AP 4 wurde die Kartoffelproduktion von Anbau bis Ver-

arbeitung hinsichtlich des Verbreitungsrisikos von DS analysiert (INOPUR)

3. Wesentliche Ergebnisse sowie Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Die Projektpartner konnten die Fragestellung nach Inaktivierungs- und Nachweisverfahren von
Kartoffelkrebs in wesentlichen Punkten voranbringen. Es stellte sich heraus, dass die an Kar-
toffeln anhaftende Resterde mengenmaliig am bedeutsamsten ist (AP 4.1). Um Dauersori in
Resterden zu inaktivieren, stellte sich die Behandlung mit Branntkalk oder in einem Trommel-
trockner am vielversprechendsten dar. Die mittels Lichtmikroskopie vermerkte Inaktivierung
konnte durch den im Projekt am JKI etablierten qPCR-Test bestatigt werden. Weitere Behand-
lungsverfahren (Chemikalien, PEF, Ultraschall) lieRen lichtmikroskopisch keine ausreichende
Inaktivierung feststellen.Die intensive Zusammenarbeit der beteiligten Projektpartner stitzte
sich auf regelmaRige Projekttreffen (online und Prasenz). Neben der Berichterstattung von
Ergebnissen wurde der Austausch von Untersuchungsmaterial koordiniert. Weitere Stellen wa-
ren nicht beteiligt.
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Eingehende Darstellung

Verwendung der Zuwendung und des erzielten Ergebnisses im Einzelnen

und Gegeniiberstellung der vorgegebenen Ziele

Im Folgenden werden die Hauptergebnisse tabellarisch zusammengefasst (Tabelle 11-1) und

je Arbeitspaket ausflihrlicher dargelegt.

Tabelle 11-1: Ubersicht der Teilarbeitspakete mit Beteiligung der HSOS, vor allem die Behandlungsmethoden und
deren Erfolgsbewertung

AP

Arbeiten und Ergebnisse Projektpartner

1.1

Gewinnung von Dauersporangien fur Behandlungsversuche unter Einweisung des
JKI erfolgreich an HSOS etabliert (z.B. Erzeugung Wucherungen, Isolierung durch
Nasssiebverfahren). HSOS; JKI

1.2

1.3

Behandlungsverfahren:

Branntkalk

= 50 g Ca0 auf 1 kg feuchte Erde: Vollstandige Inaktivierung der DS nach mikrosko-
pischer sowie RNA-basierter Auswertung

= Verringerung auf bis zu 25 g CaO auf 1 kg feuchte Erde denkbar

Trommeltrockner

= 265 1+ 5 °C, 60 s: Vollstandige Inaktivierung der DS nach mikroskopischer Auswer-
tung

= 190 £ 5 °C: Zunehmende Dunkelfarbung der Sporen als Hinweis auf Pyrolyse und
strukturelle Schadigung

= 140-150 °C, 120 s: Keine RNA von Dauersporangien mehr nachweisbar mittels
gPCR

Chemikalien / Ultraschall / PEF

= Wirkung nach mikroskopischer Auswertung bzw. bei angewendeter Konfiguration
nicht in ausreichendem Mal3e; gPCR war zum jeweiligen Zeitpunkt noch nicht
etabliert HSOS;(INOPUR)

2.1

Expertise fur lichtmikroskopische Beurteilung von DS anhand der JKI-Referenzbild-
sammlung erarbeitet; Etablierung des Topftests nach PotoCek sowie weiteren Bio-
tests schwierig; keine statistisch zuverlassigen Ergebnisse erzeugbar; im Projektver-
lauf Biotests (+qPCR) ausschliellich vom JKI JKI; HSOS

41

die an den Kartoffeln anhaftenden Erden der kritischste und mengenmalig bedeut-
samste Stoff > Malknahmen: 1. Reduktion von Erdanhang durch Preisgestaltung,
Erntezeitpunkt, etc.; 2. Merkblatt zur einheitlichen Bewertung von Erden; 3. Locke-
rung der DUMV flr Ruckfihrung der Erden auf flr Kartoffelanbau ungeeignete Fla-
chen INOPUR (HSOS; JKI-AG, HBRS)

4.2

Protokolle zur Durchfuhrung von Behandlungsverfahren nicht abschlieRend erstellt
HSOS; JKI-A/AG; INOPUR

4.3

Vorstellung von Zwischenergebnissen auf Fachtagungen der Kartoffelwirtschaft
JKI; HSOS; HBRS; INOPUR
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AP1: Verfahren zur Behandlung von festen und fliissigen Reststoffen

AP1.1: Gewinnung von Dauersporangien

Die Basis fur grundlegende Versuche zu Inaktivierungsverfahren von Dauersporangien stellen
isolierte Dauersporangien (DS) bzw. Kompost- und Felderden mit definiertem DS-Gehalt dar,
um kontaminiertes Untersuchungsmaterial herstellen zu kénnen. Insbesondere bei Inaktivie-
rungsverfahren wie der Einsatz von Branntkalk, trockener Hitze (Trommeltrockner) und PEF
stellte sich nach ersten Versuchen heraus, dass eine enorme Menge an DS erforderlich ist,
um nach der Behandlung ausreichend Material fiir die Mikroskopie und Biotests zur Ver-
figung zu haben. Zum einen ist die Isolierung mit Nasssiebverfahren ohnehin aufierst zeitauf-
wendig und hat nur eine geringe Kapazitat von max. 100 g (Erd-)Material pro Durchgang. Au-
Rerdem ist die Wiederfindungsrate mit ca. 40 % der eingesetzten DS nicht optimal. Zum an-
deren hat sich herausgestellt, dass die Qualitat der isolierten DS z.B. aus Krebskompost un-
terschiedlich ausfiel (z.T. bis zu 80 % visuell beschadigt). Im Verlauf wurden DS dann direkt
aus getrockneten Wucherungen isoliert. Diese Methode musste zunachst etabliert werden.
Bei dieser Methode kann eine sehr grof3e Anzahl sehr sauberer DS isoliert werden. Auch wenn
dabei ein Anteil an weniger ausgereiften DS vorliegt (welche unter Umstanden nicht so wider-
standsfahig sind), wurde somit die zeitlich aufwendige Herstellung von Krebskompost umgan-
gen.

Um die schwankende Qualitat der DS vor Behandlung abzufangen, wurde bei der mikroskopi-
schen Auswertung zumeist der Wirkungsgrad nach Abbott (Abbott, 1925) bzw. eine Modifika-
tion dessen verwendet (Moll, 1979). Abbott hat eine Formel zur Berechnung der Wirksamkeit
von Insektiziden entwickelt, die die Mortalitatsraten der Ausgangsproben korrigiert, um die Ef-
fekte von Kontrollgruppen mit geringer Mortalitat zu bertcksichtigen, und somit die Genauig-

keit der Testergebnisse zu erhdhen.

AP1.2: Ermittlung der letalen Dosis flr die verschiedenen Behandlungsverfahren

Die verschiedenen Behandlungsverfahren werden im Folgenden nacheinander betrachtet.

a) Branntkalk-Behandlung

Es gilt zu untersuchen, ob das Einbringen von Branntkalk (BK, CaO) in Resterden der kartof-
felverarbeitenden Industrie ein kosteneffizientes Dekontaminationsverfahren darstellen kann.
Neben der frei werden Warmeenergie durch die exotherme Reaktion mit Wasser soll vor allem
der hohe pH-Wert eine Schadigung der DS hervorrufen. Ein geeigneter Branntkalk wurde an-
hand von Vorversuchen ermittelt. In Anlehnung an DIN EN 459-2 wurde ein vereinfachtes
Testsystem entwickelt, um den Loschprozess verschiedener Branntkalke hinsichtlich der Ki-
netik zu vergleichen (pH-Wert- und Temperaturverlauf). Zur Unterstitzung der Deutung der
erhobenen Nassloschkurven (NLK) wurden die Branntkalke mittels Rasterelektronenmikrosko-

pie (REM) untersucht, um vollstandige Wirkungsprofile erstellen zu kénnen. Es wurden drei
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Branntkalke verschiedener Hersteller mit unterschiedlichen Eigenschaften getestet (s. Abbil-
dung II-1).

BK1 BK2 BK3

" “ »
w s o . . T
- - —NLK von BK2 " -
E® w g
* wg| Fm —pH-Werte von BK2 1 g”
Fs —NLK von BK1 . - ’ m —NLK von BK3
» —pH-Werte von BK1 L] " "
. . . . = —pH-Werte von BK3
f ,, . -
o s " u » » -
N  femin) o ) 0 s E
. + in}
b ! R

Abbildung 11-1: Vergleich von drei verschiedenen Branntkalken (BK) durch Aufnahme der Wirkungsprofile
(NLK->Temperatur, schwarz; pH, rot) sowie im Rasterelektronenmikroskop (REM, 5000x) zur Auswahl eines geeig-
neten fiir Behandlungsversuche. BK1 = CL 90-Q, Spenner GmbH & Co AG; BK2 = Oxitfertil® Mix 70 S 3, Lhosit
Germany; BK3 = Oxifertil® 95, Lhosit Germany

Bei allen BKs wurde nach kurzer Zeit ein hoher pH-Wert von Uber 12,5 erreicht. BK2 zeigte
anhand des langsamen Temperaturanstiegs und unter Einbeziehung der Zusammensetzung
eine geringe Reaktivitat auf. Die maximalen Temperaturen von BK1 und BK3 von ca. 55 °C
sind vergleichbar, jedoch weist BK1 eine hohere Reaktivitat aufgrund des steileren Tempera-
turanstiegs auf. Dies kann durch die REM-Aufnahme gestutzt werden, auf der bei BK1 eine
.rauere” Oberflache zu erkennen ist. Die Tatsache, dass BK3 bereits eine Dingemittel-Zulas-
sung hat und die Annahme, dass eine ,mittelmaRige“ Reaktionsgeschwindigkeit zu einer lang-
anhaltend hoheren Temperatur in der behandelten Erde flihren kann, lie3 die Auswahl auf BK3
fur weitere Versuche fallen. AnschlieRend wurde der Effekt von BK3 in modellierter Resterde
(Pseudogley-Braunerde, 2 mm gesiebt, 10 % FM) hinsichtlich Mischverhalten (Kichenma-
schine), Temperaturverlauf unter annahernd adiabaten Bedingungen (1 h, Styroporbox) und
pH-Wert-Verlauf untersucht. Es wurden zwischen 0 und 150 g CaO (25 g-Schritte) zu 1 kg
feuchter Erde gegeben. Je mehr CaO hinzugegeben wurde, desto héhere Temperaturen ent-
wickelten sich (bis zu 72 °C im Gemisch, 95 °C an Auflienwand). Es ist jedoch davon auszu-
gehen, dass die Vorgaben der BioAbfV (70 °C und 1 h, (BioAbfV, 1998)) im untersuchten Set-
ting nicht erreicht wurden (> 50 °C bei > 125 g BK). Der pH-Wert (VDLUFA-Methode) in den
behandelten Resterden blieb Uber 7 d Gber einem Wert von 12,5. Im ersten Inaktivierungs-
versuch wurde simulierte Resterde (gesiebt, luftgetrocknet) mit gereiftem Krebskompost (ca.
15.000 DS/kg) sowie Wasser vermengt und anschlieflend fir 7 Tage bei 20 °C im Dunkeln
gelagert. AnschlieBend wurden den modelliert-infizierten Resterden Mengen zwischen
0 — 150 g CaO pro Kilogramm in einem Labormischer (Kichenmaschine) mittels Flachschla-
gel auf Stufe 3 vermengt. Bei der mikroskopischen Auswertung (s. Abbildung II-2) waren viele
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als ,beschadigt‘ deklarierte DS optisch entleert, sodass der wirksame Effekt auf den pH-Wert

und weniger auf die Temperatur zurtickgefiihrt wird.
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Abbildung II-2: Mikroskopische Auswertung des Inaktivierungsversuchs von DS mittels Branntkalks in infizierter,
modellierter Resterde; Zugabe zu 1kg feuchte Resterde: 0, 25, 50, 75, 100, 125, 150 g CaO; Einteilung in % intakt
und beschadigt, bezogen auf Anzahl riickisolierte DS in Referenzprobe (0 g CaO, 15.000 DS); Wirkungsgrad nach
Abbott 1925

Es stellte sich heraus, dass CaO eine signifikante Wirksamkeit auf die DS hat. Bereits 100 —
150 g CaO/kg Modellerde erreichten Uber 90 %-Inaktivierungsraten (LD90). Auf Grundlage
dieser Ergebnisse wurde dieser Versuch wiederholt und die Methodik verbessert (suspendierte
DS statt aus Wucherungen, héhere DS-Konzentration, Basis 200 g Resterde). Es erfolgte zu-
satzlich eine Auswertung mittels der wahrend des Projekts etablierten gPCR am JKI (s. Abbil-
dung I1-3). Nach mikroskopischer Auswertung war in diesem Setting bereits die geringste Zu-
gabemenge im Verhaltnis von 25 g CaO zu 1 kg Feuchtboden ausreichend, um samtliche rick-
isolierten DS zu inaktivieren. Die gPCR konnte in allen Proben DNA von S. endobioticum nach-
weisen. RNA, welche auf intakte DS riickschlieen lasst, konnten sowohl in der Kontrolle als
auch in der geringsten Stufe gefunden werden. Ab einer Zugabe von CaO im Verhaltnis von
50 g zu 1 kg Feuchterde konnte keine RNA mehr nachgewiesen werden.

Als die gPCR-Auswertung vom vorherigen Versuch noch nicht vorlag, wurde in einem weiteren
Versuch die zudosierte Menge an CaO reduziert (7,5 — 20 g). Hier wurde festgestellt, dass der
mechanische Einfluss beim Herstellen der modellierten Resterde schon zu einer erheblichen
Inaktivierung der DS gefihrt hat (36,4 auf 5,6 %) und die mikroskopisch scheinbar erfolgrei-

chen geringeren Dosierungen aulRer Acht gelassen werden sollten.
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Abbildung 11-3: Mikroskopische sowie molekularbiologische (qPCR) Auswertung des Wiederholungsversuchs zur
Inaktivierung von DS mittels Branntkalks in infizierter, modellierter Resterde; Zugabe zu 1kg feuchte Resterde: 0,
25, 50, 75, 100, 125, 150 g CaO; Einteilung in % intakt und beschadigt, bezogen auf Anzahl riickisolierte DS in
Referenzprobe (0 g CaO, 15.000 DS); Wirkungsgrad nach Abbott; DNA+: DNA nachweisbar, DNA-: DNA nicht
nachweisbar, RNA+: RNA nachweisbar, RNA-: RNA nicht nachweisbar,

Die Einordnung, dass ein Effekt erst bei 25 g CaO vorliegt, wurde durch einen Nebenversuch
gestutzt. Es wurde der pH-Wert der Erden nach Einbringung einer reduzierten Menge an CaO
(0 — 25 g/kg Erde) gemessen. Erst ab einer Menge von 25 g/kg Erde konnte ein pH-Wert von

Uber 12 festgestellt werden.

b) Thermische Behandlung (Trommeltrockner)

Im Dezember 2022 wurde der Trommeltrockner mit knapp einem Jahr Verzégerung installiert,
um die thermische Behandlung von Bodenproben im Hinblick auf die Inaktivierung infektidser
DS von S. endobioticum zu untersuchen. Trotz der anfanglichen Planung traten an der Pilot-
anlage technische Schwierigkeiten auf, die den Beginn der Inaktivierungsversuche um meh-

rere Monate verzdgerten (s. Tabelle 11-2).

Tabelle II-2: Auflistung der Probleme nach Inbetriebnahme des Trommeltrockners und die Ldsungsmaflnahmen

Problem Lésungen

ungenaue Temperatur-Messwerte, da lose in-
stalliert und oft im Luftraum anstatt der Trommel-
wand.

Schleifthermometer an TrommelauBenwand
unterhalb der Isolierung; Korrekturfaktor fur In-
nenwand (aufgrund der Warmeleitfahigkeit)

deutliche Schwankungen bei den Zieltempe-
raturen (thermische Tragheit)

manuelles Regulieren der Volllast und Toleran-
zen, um die Zieltemperaturen schnell und genau
Zu erreichen

Agglutination von Sand, Wasser und Carbona-
ten an der Drehachse, Einschrankung der Be-
weglichkeit des Trommeldeckels

mechanische Entfernung und kleine Bohrung
zur Abfiihrung liberschiissige Feuchtigkeit
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keine Mdglichkeit, die Temperatur direkt in den
Proben wahrend der Trommelbehandlung zu
messen.

Dummy-Tests mit nicht-kontaminierte Erdpro-
ben, um die Erwarmungszeit exakt zu bestim-
men, wobei die Temperaturen nach der Behand-

lung durch ein Loch im Deckel gemessen wur-
den.

nach jeder Verwendung auf 300 °C erhitzen und
mechanische Reinigung mit Spielsand und Split

Dekontaminieren der Trommel nach Behand-
lung

Zur Behandlung von DS im Trommeltrockner wurden Erdproben verwendet, die reprasentativ

fUr kontaminierte Anbauflachen sind. Die Proben setzten sich zusammen aus:

e 655 g Boden: Braunerde-Pseudogley, hauptsachlich dunkelgraubrauner, humoser, stark
schluffiger Sand, auf 2 mm gesiebt, Feuchtigkeitsgehalt < 1 Gew.-% luftgetrocknet,

o 20 g Krebs-Kompost: Mix aus Sand und gehackselten Wucherungen mit DS (fertige Pro-
ben enthielten 30 DS/g feuchter Erde, Mischung in Kiichenmaschine Stufe 4, 60 s)

e 75 g VE-Wasser: Boden-Kompost-Gemisch mit 10 Gew.-% Wasser

Fur die Versuchsreihe wurden die Proben verschiedenen Temperaturstufen (955 °C,
145+5°C, 190 £ 5 °C, 230+ 5 °C und 265 + 5 °C) sowie variierenden Behandlungszeiten
von 60, 120 und 180 s (plus Aufheizzeit tvomeiz) unterzogen. Zur umfassenden Beurteilung der
Behandlungswirkung wurden durch eine Kombination aus Mikroskopie, Biotests (SASA) und

molekularbiologischen Analysen entscheidende Einblicke in die Lebensfahigkeit und Anfallig-

P41 P42 P43 P51 P52 PA3

P31 P32 P33
Behandlung

keit der DS gewonnen.

K P11 P12 P13 P21 P22 P23

Abbildung 11-4: Mikroskopische Auswertung von Trommeltrockner-Behandlungen. (P11 =90-100 °C flir60 s, P12 =
90-100 °C fur 120 s, P13 = 90-100 °C fir 180 s, P21 = 140-150 °C fir 60 s, P22 = 140-150 °C fir 120 s, P23 =
140-150 °C fir 180 s, P31 = 185-195 °C fiir 60 s, P32 = 185-195 °C fiir 120 s, P33 = 185-195 °C fiir 180 s, P41 =
225-235 °C fiir 60 s, P42 = 225-235 °C fiir 120 s, P43 = 225-235 °C flr 180 s, P51 = 260-270 °C fir 60 s, P52 =
260-270 °C fiir 120 s, P53 = 260-270 °C fiir 180 s)
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Die mikroskopische Untersuchung der behandelten Bodenproben zeigte, dass eine vollstan-
dige Inaktivierung der DS von S. endobioticum bei Temperaturen von 265 * 5 °C und einer
Behandlungsdauer von mindestens 60 s (P51) erreicht wurde (s. Abbildung 1I-4). Bei niedri-
geren Temperaturen und kiirzeren Behandlungszeiten konnten zwar signifikante Reduktionen

der lebensfahigen DS beobachtet werden, jedoch keine vollstandige Inaktivierung.
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Ein zusatzliches Beobachtungskriterium war die Verbradunung der Sporen als Indikator fur ther-
mische Schadigung (s. Abbildung 1I-5). Bereits ab etwa 190 °C trat eine zunehmende Dunkel-
farbung des Zellwandkomplexes und des Inneren der Sporen auf, was auf eine Pyrolyse hin-
deutet. Diese thermochemische Umwandlung flihrt zur Verbraunung und ist ein visueller Indi-
kator fir strukturelle Schadigungen der DS. Die Pyrolyse wirkt als zusatzliche Verifizierung der
Inaktivierung, da sie oft mit der Zerstérung funktionaler Strukturen innerhalb der DS verbunden
ist, und somit deren Infektiositat beeintrachtigt. Diese Verfarbung und die damit verbundene

Materialdegradation bestatigen die mikroskopischen Beobachtungen, dass es sich um voll-
standige Inaktivierung der Sori handelt.

P11 P21 I P31 I‘I P41 l P51
Abbildung II-5: Verfarbung des Zellwandkomplexes und des Inneren der Dauersori fiir die Behandlungen P11 = 90-

100 °C fir 60 s, P21 = 140-150 °C fiir 60 s, P31 = 185-195 °C fiir 60 s, P41 = 225-235 °C fiir 60 s und P51 = 260-
270 °C fur 60 s.

Der SASA-Test zur Uberpriifung der Infektiositat der behandelten Proben waren eingeschrankt
aussagekraftig, da die Kontrollgruppen nicht ausreichend infiziert waren. Ohne eine verlassli-
che Infektion der Positivkontrolle war die Bewertung der Behandlungsvarianten begrenzt. Die
quantitative PCR-Analyse (QPCR, s. Abbildung 1I-6) bestatigte, dass die RNA von infektiésen
DS ab einer Behandlungstemperatur von 140 — 150 °C fiir 120 s nicht mehr nachweisbar war.
Das Fehlen von RNA legt eine erfolgreiche Inaktivierung unter diesen Bedingungen nahe, da
die intakte RNA auf Sporenaktivitat hindeutet. Die qPCR, die spezifische Sequenzen der
Sporen nachwies, zeigte hohe CT-Werte (> 35) oder manchmal das voéllige Fehlen eines CT-

Wertes, was darauf hinweist, dass kaum oder keine RNA vorhanden ist.

qPCR Smith {DNA} aRT-PCR EF1 (RNA}
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Abbildung 11-6: gPCR-Analyse der Trommeltrockner-Behandlungen (P1x = 90-100 °C, P2x = 140-150 °C, P3x =
185-195 °C, P4x = 225-235 °C, P5x = 260-270 °C, x=1:60s,x=2: 120 s, x = 3: 180 s)
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Die Stromverbrauchsmessungen zur Kostenermittlung zeigten, dass fiir die thermische Be-
handlung der Bodenarten bei pessimistisch angenommenen Behandlungsparametern
(19015 °C, 120 s, P32) Stromkosten von ca. 40 € pro Tonne anfallen. Bei P32 zeigten sich
klare Anzeichen von Pyrolyse und mittels gPCR lief3 sich auch bei darunter liegenden Tempe-
raturstufe (14515 °C, 120 s, P22) keine RNA nachweisen (=Inaktivierung).

Die Untersuchung identifizierte spezifische Temperatur- und Zeitparameter fir eine effektive
Inaktivierung von Kartoffelkrebs-Dauersporangien in Bodenproben. In zuklinftigen Untersu-
chungen sollten niedrigere Temperaturen mit verlangerten Behandlungszeiten getestet wer-
den, um eine energieeffizientere Behandlung zu erreichen. Die Einflihrung neuer in-situ Mess-
methoden zur Temperaturbestimmung sind ebenfalls von Interesse. Des Weiteren erscheint
es naheliegend, die thermische Behandlung Uber heilRe Luft (konvektiv) durchzufihren und
nicht Uber Kontakt wie bei der Pilotanlage, da so die Boden- und DS-Partikel besser von der
Hitze erreicht werden durften. Kombinierte Behandlungen mit Kalk kénnten die Wirksamkeit
der Probenaufbereitung steigern, indem sie sowohl die Struktur verbessern als auch die

Feuchtigkeit reduzieren, und daraus resultierend die Behandlungskosten reduzieren durften.

c) Chemische und enzymatische Behandlungen (CIO,, H20,, Chitinase)

In dieser Versuchsreihe wurde der Einsatz der Chemikalien ClO2 sowie H.02 sowie von Chi-
tinasen zur Schwachung bzw. vollstandigen Zerstérung der DS-Wand untersucht. Anstatt
kommerziell erhaltlicher Chitinase mit einer vergleichbar geringen Halbwertszeit (Kumar, Brar,
Vivekanand, & Pareek, 2018) wurde Trichoderma harzianum als kontinuierlicher Chitinase-
Produzent (sowie weiterer Enzyme wie Cellulasen) eingesetzt. Nach vielversprechenden Vor-
versuchen wurde aus Zulassungsgrunden zu Trichoderma atroviride gewechselt, da dieser Or-
ganismus als Trichostar® bereits eingesetzt wird (Erdbeerkrankheiten, siehe (Julius Kihn-
Institut, Darmstadt, 2014)).

Zunachst wurden Untersuchungen mit mehreren Proben an drei verschiedenen Tagen in ei-
nem gereinigten System durchgefihrt. Dabei wurden die Auswirkungen einzelner Chemikalien
oder Enzyme in unterschiedlichen Konzentrationen und Inkubationszeiten auf die DS unter-
sucht. Anschlie®end erfolgte eine Analyse der synergistischen und antagonistischen Wirkun-
gen der getesteten Substanzen in kombiniertem Format. DarUber hinaus wurden die Ergeb-
nisse sowohl auf festen als auch auf fllissigen Substraten iberpriift, um die Stabilitat und Uber-
tragbarkeit der Methode zu gewahrleisten.

Um die Auswirkung der Enzyme von T. harzianum auf DS zu ermitteln, wurden zwei Methoden
der Inkubation angewandt. DS wurden im Uberstand einer Kultivierung und in einer Sub-
merskultivierung von T. harzianum inkubiert (Potato-Dextrose-Medium, 5 Tage Vorkultur). Zur
Inkubation der DS im Uberstand (zweimal 1,4 ml, 7000 rcf fiir 5 min) wurde dieser zu 5.000 DS
gegeben und fur 24 bzw. 48 h rotierend inkubiert. Zur Unterbrechung der Inkubation wurden

die Sori dreimal mit Wasser gewaschen (3000 rcf, 3 min).
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In der Submerskultivierung wurden die oben genannten 20 ml der funftagigen T. harzianum-
Kultur auf zwei Schittelkolben verteilt und mit 5.000 DS versetzt (100 rpm bei 28 °C fir 24
bzw. 48 h). Danach wurden die Kulturen durch ein grobmaschiges Sieb filtriert, die Rlickstande
mehrmals mit VE-Wasser gespult und im Sieb ausgepresst. Als Negativkontrollen wurden DS
in Potato-Dextrose-Medium fur 24 bzw. 48 h inkubiert.

120%

100% a . I I Ig

100 100
40%

Prozentuale Verdnderung
3
R

20%

0% 9 9
24h 48h 24h a8h 24h 48h

Positivkontrolle Fliissigkultur Uberstand

m Beschadigt Intakt

Abbildung II-7: Mikroskopische Auswertung der Anzahl beschéadigter und intakter Dauersori nach Inkubationen in
zwei verschiedenen Kultivierungsbedingungen von T. harzianum (Enzyme): Submers-Flissigkultur und Uberstand
einer Kultur; Positiv-Kontrolle mit Abbott-Modifikation jeweils auf 100 % gesetzt

Die mikroskopische Auswertung deuten darauf hin, dass der maximale Schaden im Uberstand
der Zellkulturen bis zu 80 % betragen kénnte. Die Verlangerung der Inkubationszeiten im Uber-
stand von 24 auf 48 h hatte keinen wesentlichen Einfluss auf die Inaktivierung der DS. Die
Inaktivierung der DS bei der Submers-Flissigkultur von T. harzianum war unerwartet in gerin-
gerem Malde mit gréReren Abweichungen verbunden. Ob die Anwesenheit der T. harzianum-
Zellen die geringere Inaktivierung der DS verursachen kann, konnte nicht bestatigt werden.
Unverdéffentlichte mikroskopische Untersuchungen von Matthias Becker legen nahe, dass die
Inaktivierung der DS durch T. harzianum innerhalb von 72 h erfolgen kann. Basierend auf die-
sen Erkenntnissen wurden die Inkubationszeiten in den Hauptuntersuchungen mit flussigen

und Feststoffproben entsprechend verlangert.

Bei der Inkubation mit H202 und CIO2 waren die Parameter Inkubationszeit und Konzentration
der jeweiligen Chemikalie maf3geblich. Die Chemikalien wurden nach Zubereitung in den ge-
winschten Konzentrationen in Reagenzgefale mit 1.000 getrockneten DS pipettiert. Zur Un-
terbrechung der Reaktionen wurden Proben zentrifugiert (3.000 rcf fir 3 min) und dreimal mit

1 ml Wasser gewaschen.
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Abbildung I1-8: Mikroskopische Auswertung der Versuchsreihe mit variierender Inkubationszeit und unter-
schiedlichen Konzentrationen von CIOz (oben) und H202 (unten) im gereinigten System.

Die Ergebnisse zeigen (Abbildung 1I-8), dass die Verlangerung der Inkubationszeiten fur CIO,
von 6 h auf 24 h keine signifikante Erhdhung der Inaktivierung der DS bewirken konnte. Die
optimale Konzentration fir CIO; liegt demnach bei 0,03 %, und die Inkubationszeit sollte 6 h
betragen, da bei einer zehnfach héheren Konzentration keine verstarkte Inaktivierung beo-
bachtet wurde. Die verlangerte Inkubationszeit mit H.O, von 6 auf 24 h kann eine Erhéhung
des Zellschadens verursachen, wahrend eine Erh6hung der Konzentration von 0,5 % auf 1 %
keine verstarkte Inaktivierung bewirkt. FUr diese Chemikalie fihrt eine Konzentration von
0,5 % zu einer Inaktivierung, die mit der bei 1 %igen vergleichbar ist. Daher kénnte die opti-
male H>O,-Konzentration bei 0,5 % und die Inkubationszeit bei 24 h liegen, wodurch eine In-
aktivierung der DS von rund 50 % erzielt werden kann. Die Verlangerung der Inkubationszeit

auf 48 h fuhrte jedoch nicht zu einer verstarkten Inaktivierung.

Um die kombinierte Auswirkung enzymatischer und chemischer Inkubationen auf DS zu
untersuchen, wurden Versuchsreihen durchgefuhrt. Die enzymatische Inkubation erfolgte im
Uberstand einer Kultivierung (5 Tage) von T. harzianum in Potato-Dextrose-Medium. Bei die-
sen Untersuchungen wurden die DS entweder zuerst mit Chemikalien und anschlieend mit
Enzymen oder gleichzeitig mit beiden behandelt. Die Reihenfolge der Behandlungen ist in den
Abbildungen (Abbildung 1I-9, Abbildung 11-10) durch die Nummerierungen 1 und 2 gekenn-

zeichnet.
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Abbildung 1I-9: Mikroskopische Auswertung der mit drei unterschiedlichen Konzentrationen von ClO2 und Enzymen
behandelten DS im gereinigten System. Links: zunachst chemische, danach enzymatische Inkubation. Mitte: zu-
nachst enzymatische, dann chemische Inkubation. Rechts: gleichzeitige chemische und enzymatische Inkubation.
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Abbildung 11-10: Mikroskopische Auswertung der mit drei unterschiedlichen Konzentrationen von H202 und Enzy-
men behandelten DS. Links: zunachst chemische, danach enzymatische Inkubation. Mitte: zunachst enzymatische,
dann chemische Inkubation. Rechts: gleichzeitige chemische und enzymatische Inkubation.

Die Ergebnisse zeigen, dass die maximale Inaktivierung durch die primare Zugabe der En-
zyme und die sekundare Zugabe der Chemikalien erreicht werden kann. In dieser Versuchs-
reihe wurde eine maximale Inaktivierung von 50 % bei der Behandlung mit Chitinasen gefolgt
von H2O: erreicht. In friiheren Untersuchungen konnte jedoch eine bessere Inaktivierung (ca.
80 %) durch den alleinigen Einsatz der Enzyme bzw. die Verwendung des Uberstands erzielt
werden. Es ist nicht auszuschlieRen, dass unterschiedliche Chargen an DS im Verlauf des
Projekts unterschiedliche Empfindlichkeiten aufwiesen. Die Verwendung der Abbott-Berech-
nung ermdglicht eine objektive Darstellung, was zu einer Abweichung von ca. 30 % in den

Ergebnissen fuhren kann.

Tabelle 11-3: Ubersichtstabelle zur Benennung der Proben fiir die Abbildungen Abbildung 11-11
und Abbildung 11-12

Proben P1 P2 P3 P4 P5

Behandlung | H-O (Posi- GQDs GQDs (2 %) | H202 (0,5 %) | CIO:
tivkontrolle) | (0,2 %) (0,03 %)

Proben P6 P7 P8 P9

Behandlung | T. atroviride | Mix (P2+P4) | Mix (P2+P5) | Mix (P2+P6)
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Fir die Untersuchung der letalen Dosis in fliissigen Reststoffen wurden 80 g Krebskompost
in 400 ml verschiedener Loésungen aufgenommen, darunter ClO,, H2O-, eine Kultur von Tricho-
derma atroviride sowie Graphene Quantum Dots (GQDs, antimikrobielle Wirkung zufallig ent-
deckt) und fiir 1 bzw. 3 Wochen inkubiert (Schdttler, s. Tabelle 11-3).

Nach einer Woche konnten die eingesetzten Losungen P2, P3, P5 und P6 eine Inaktivierung
von 9 bis 12 % erreicht werden (Ergebnisse nicht dargestellt). Mit H2O2 (P4) wurde die héchste
Inaktivierung von 24 % erzielt. Eine ahnliche Verbesserung der Inaktivierung wurde bei der
Mischung aus GQDs und T. atroviride (P7) beobachtet, wahrend die Kombination von GQDs
mit CIO2 (P8) nur eine Inaktivierung von ca. 12 % bewirkte. Dies zeigt, dass die maximale
Inaktivierung entweder durch 0,5 %iges H>O- oder durch eine Mischung aus H>O2 und T. atro-
viride (P9) erreicht werden kann.

Bei einer Wiederholung mit dreiwdchiger Inkubation (s. Abbildung 1I-11) konnte eine starkere
Inaktivierung beobachtet werden. Wahrend die eingesetzte Losung P2 nur eine geringe Erhé-
hung der Inaktivierung um 3 % zeigte, wurde bei P3, P5 und P6 eine Verdopplung des Inakti-
vierungseffekts festgestellt. Die Inaktivierung durch H>O; wies grofte Abweichungen auf und
zeigte keine signifikante Veranderung durch die verlangerte Inkubationszeit. Die Inaktivierung
durch die kombinierten Losungen P7, P8 und P9 nahm hingegen mit langerer Inkubations-
dauer zu. Eine leichte Erhéhung wurde bei P9 um ca. 28 %, bei P8 um ca. 40 % und bei P7

um bis zu 65 % dokumentiert.
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Abbildung 11-11: Mikroskopische Auswertung nach dreiwdchiger Inkubation von Dauersori in kleiner Menge Krebs-
kompost (= flissiger Reststoff) mit verschiedenen Losungen.

Far die Untersuchungen der letalen Dosis in festen Reststoffen wurde die infizierte Erde
(Bayernerde, 12.000 DS/100 g) mit nicht infizierter Felderde vermischt (Verhaltnis 1:1), um
ausreichend Material zu haben. Die gemischte Erde wurde mit ca. 700 ml Lésungen (s. Tabelle
11-3) versetzt (1 Woche, 25 °C, 80 rpm, P6 + P9 bellftet). Bei den Proben P1 bis P7 wurde
eine maximale Inaktivierung von 10 bis 12 % beobachtet (s. Abbildung 1I-12). Die Inaktivierung
bei den Mischungen war deutlich geringer. Ein mdglicher Grund dafir kdnnte die komplexe
Matrix der Erde sein, die Chemikalien und Enzymaktivitaten neutralisieren kann. Aus zeitlichen

Grunden konnte die Verlangerung der Inkubationszeiten nicht mehrfach wiederholt werden,
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um Ergebnisse mit Standardabweichungen zu generieren (nicht dargestellt). Allerdings weisen
die Teilergebnisse darauf hin, dass eine verlangerte Inkubationszeit im Gegensatz zu flissigen

Medien keinen wesentlichen Einfluss auf die Inaktivierung der DS hat.
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Abbildung 11-12: Mikroskopische Auswertung nach einer einwdchigen Inkubation der DS in Erde in verschiedenen
Lésungen

Die Untersuchungen zeigten, dass die mikroskopisch festgestellte Inaktivierung der DS stark
von der gewahlten Methode und den eingesetzten Substanzen abhangt. Der maximale Zell-
schaden durch den Uberstand der Zellkulturen von T. harzianum betragt bis zu 80 % (s. Abbil-
dung II-7).

Die Kombination von Chemikalien und biologischen Agenzien, insbesondere T. atroviride mit
H.O,, erwies sich als vielversprechend, jedoch nur in flissigen Medien. In festen Matrices wie
Erde scheint die komplexe Zusammensetzung die Wirkung von Chemikalien und Enzymen
abzuschwachen, sodass hier alternative Methoden oder langere Behandlungszeiten erforder-

lich sein konnten.

d) Ultraschall-Behandlung

Versuche zur Inaktivierung der DS mittels Ultraschall-Behandlung erfolgten zunachst im klei-
nen Mafistab mit isolierten DS, welche in Zentrifugrenréhrchen mit 2 ml Leitungswasser re-
suspendiert wurden. Um eine zu starke Hitzeentwicklung der Sonotrode zu verhindern, wurden
die Proben in Zentrifugrenréhrchen in Eis gekuhlt. Die Behandlung erfolgte (Amplitude 60 %,
Pulsabstand 0,5 s) mit unterschiedlich langen Gesamtzeiten. Nach der Behandlung unter-
schieden sich die Proben bereits sichtbar von den Unbehandelten durch eine dunklere Far-
bung der Flussigkeit (s. Abbildung 1I-13 a)).
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Abbildung 11-13: a) Augenscheinliche Verfarbung der behandelten Flissigkeit und b) Beispielfotos von durch Ultra-
schall-Behandlung beschéadigter DS (lichtmikroskopische Aufnahmen)

In der mikroskopischen Auswertung zeigten sich deutlich sichtbare Schadigungen der
Soriwande, aber auch viele (teil-) entleerte Sori als auch z.T. eingedriickte Hillen, die auf eine
erfolgreiche Inaktivierung hindeuten (s. Abbildung 11-13 b). Die Ergebnisse der Vorversuche
(Abbildung 1l-14) zeigen, dass eine Behandlungszeit ab 5 min eine deutliche Zerstérung der
DS bringt. Mehr als 5 min Behandlungszeit hat auf Basis der mikroskopischen Auswertung

keine zusatzliche Inaktivierung von DS zur Folge.
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Abbildung II-14: Mikroskopische Auswertung der Vorversuche: aus Erde isolierte Dauersori, Ultraschallhomogeni-
sator mit Sonotrode MS73, 60 % Amplitude, Behandlungszeit: 0, 1, 2, 3, 5, 10, 15 min.

Des Weiteren wurden DS bei mehreren Versuchsreihen fir eine kombinierte Ultraschallbe-
handlungen mit verschiedenen Chemikalien vorbehandelt, um den Effekt zu erhdhen. Die
Kontrollprobe mit Wasser zeigte schon einen hohen Anteil beschadigter DS wie bei den Vor-
versuchen (vgl. Abbildung 1l-14, Abbildung 1I-15). Bei einer Vorbehandlung mit 0,03 % CIO-
(P4) konnten mikroskopisch nur noch ein Anteil von 4,4 % intakten DS ausgemacht werden.
Als weitere Vorbehandlungsvariante wurden die DS mit geléschtem Branntkalk (2,5 %-ige
Ca(OH),-Ldsung, 7 h Inkubation) behandelt. Aufgrund der gewonnenen Erfahrungen, dass DS
mit Vorbehandlung schon deutlich beschadigt wurden, wurde die US-Behandlungszeit nun auf
3 min festgelegt. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zeigte der geléschte Branntkalk
nach der womdglich zu geringen Inkubationszeit von 7 h keine Wirkung. Durch die Ultraschall-

Behandlung wurde mikroskopisch jeweils eine Reduktion um 70 bzw. 50 % erreicht.
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Abbildung 11-15: Mikroskopische Auswertung nach Ultraschallbehandlung mit chemischer Vorbehandlung; aus Wu-
cherungen isolierte DS; Ultraschall-Behandlung: Sonotrode MS73; Bedingungen: 60% Amplitude, Puls 0,5s; 5 min
Behandlung; je Probe Kontrolle und Behandlung

Alle Proben wurden nach der Ultraschall-Behandlung nur mikroskopisch ausgewertet. Bio-

bzw. gPCR-Tests liegen fir diese Behandlung nicht vor.

e) Pulsed-Electric-Field-Behandlung (PEF)

Zur Behandlung von fliissigen Reststoffen mittels Pulsed-Electric-Field-Technologie wurden
zunéchst isolierte DS in 0,9 % Ringerlosung in der 10 ml-Kammer (Batch) behandelt. Die Salz-
I6sung war notig, da die Leitfahigkeit von Leitungswasser fur die Technologie nicht ausreichend
ist. Um einem Absinken der DS entgegenzuwirken, wurde die Suspension unmittelbar vor dem
Behandlungsimpuls durch Auf- und Abpipettieren durchmischt. In ersten Versuchen (Energie-
eintrag: 2x115 kJ/I bzw. 1x230 kJ/I) konnte mikroskopisch kaum ein Effekt festgestellt werden.
Fir Biotests reichte das Material nicht aus. In einer kontinuierlichen Durchflusszelle konnte
trotz anschlieender Suspension in Chemikalien (H202, Chitinase) mikroskopisch keine aus-
reichende Inaktivierung festgestellt werden. Uberspannungen fiihrten zum Abbruch des
Durchflusses und somit zu Verlusten an DS durch Sedimentation in der Heizspirale. In folgen-
den Versuch wurden vier Konfigurationen in Dreifachbestimmung im Batch (10 ml) untersucht.
Es ist zu erkennen (s. Abbildung II-16), dass eine héhere Spannung mehr DS beschadigt hat,
jedoch eine hdhere spezifische Energie kaum einen Unterschied ausmachte. Bei einer Span-
nung von 3 kV war die mikroskopische Analyse durch DS-Aggregate erschwert. Die Reprodu-
zierbarkeit der Konfigurationen ist gering. Dies kdnnte an der Sedimentation von DS wahrend
der Behandlung liegen oder auch den z.T. hohen Verlusten, welche in Zusammenhang mit den
vielen Arbeitsschritten (Pipettieren, Filtern) stehen konnten. Auf Basis dieses Aufbaus mit be-
grenztem Energie-Eintrag war die Behandlung nicht ausreichend effektiv. Bei einer grélieren
Kammer lasst sich mehr Energie eintragen, jedoch wird auch dementsprechend mehr Material

(aufgereinigte DS) benétigt.
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Abbildung 1l-16: Mikroskopische sowie qPCR-Auswertung von PEF-Behandlungen und Wirkungsgrad nach Abbott
(1925), 3x je Konfiguration; gPCR-Proben je Konfiguration gepoolt: ,DNA+“ - DNA bei gPCR vorhanden; ,RNA+*
- RNA bei gPCR vorhanden; ,tbd“ > to be determined, keine qPCR durchgefiihrt; DS aus Wucherungen

AP1.3: Durchfiihrung der Behandlungsverfahren in festen und fliissigen Rohstoffen im Labor-

malfdstab (Mesokosmen)

Als Bindeglied zwischen den Versuchen im kleinen Mafstab (AP 1.2) und der Implementierung
in den Betrieben, erfolgen Versuche im groReren Maf3stab (Mesokosmen, M5). Aufgrund der
unter AP 1.1/1.2 genannten Ergebnisrickstdnde sowie den begrenzten Ressourcen (v.a.
Menge an Dauersporangien) konnten in diesem Arbeitspaket Uberwiegend Vorarbeiten erle-
digt werden. Es wurden Versuchsreihen mit dem Trommeltrockner durchgefuhrt, die Auswer-
tung der Behandlung erfolgte mikroskopisch sowie mit gPCR (s. AP1.2 b)). Aullerdem wurde
fur die Behandlung mit Branntkalk ein Mischer beschafft, und die Optimierung des Gerats
wurde geplant (Antrieb mittels Akkuschrauber, Mischorgan).

In der Projektphase blieb leider keine Zeit mehr, umfangreiche Wiederholungen fur eine sta-
tistische Sicherheit durchzufiihren, sowie den Einfluss von verschiedenen Bodenmatrices (Zu-
sammensetzung, Kérnung, Feuchtigkeit) und realen Resterden zu berticksichtigen. Die Be-
handlung von Prozesswasser bzw. Resterden mit PEF bzw. Ohmic Heating im groRen Mal3-
stab sollte bei vielversprechenden Ergebnissen aus AP 1.2 in Kooperation mit ELEA und dem
Deutschen Institut fur Lebensmitteltechnik e. V. (DIL) durchgeflhrt werden. Dies konnte im
Projektzeitraum nicht mehr ausreichend definiert werden. Dementsprechend ist die Bewertung
der verschiedenen Verfahren hinsichtlich der Praktikabilitat im Industriemalistab nur teilweise

erfolgt.
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AP2: Analyse von Dauersori

AP2.1: Durchfiihrung von Biotests im Verfahren nach Potodek

Zur Auswertung der Behandlungsverfahren miissen die zeitlich aufwendigen Verfahren der
Lichtmikroskopie sowie Biotests durchgeflihrt werden.

Fur die lichtmikroskopische Analyse (Anzahl, Vitalitat) von isolierten (vgl. AP1.1) bzw. nach
Behandlung rickisolierten DS wurde anhand der Referenzbildsammlung des JKI, welche im
Projekt INNOKA anhand der Regeln des europaischen Pflanzenschutzdienstes (EPPO, 2017)
erstellt wurde, Expertise an der HSOS aufgebaut. Es erfolgte somit eine Quantifizierung als
auch Qualifizierung des Zustands der DS (,intakt* = lebensfahig; ,beschadigt® = nicht lebens-
fahig). Dadurch wurde gewahrleistet, dass erste Erkenntnisse zu den Behandlungsverfahren
und deren Wirkbereich eingegrenzt werden kdnnen, und somit die aufwendigeren Biotests ge-
zielter durchgefihrt werden. Im Verlauf des Projektes zeigte sich allerdings, dass die mikro-
skopische Auswertung die Ergebnisse der Inaktivierung pessimistischer darstellte, als die
nachfolgenden qPCR-Auswertung (mikroskopisch intakte DS hatten keine nachzuweisende
RNA mehr, vgl. auch (Hinrichs-Berger & Zegermacher, 2022)).

Die Etablierung von Biotests (Topftest nach PotoCek und weitere) stellte sich an der HSOS
als schwierig heraus. Durch die Abhangigkeit vom Biorhythmus der Kartoffel, durch die langen
Inkubationszeiten (bis zu 12 Wochen) und durch mehrfache Wiederholungsversuche, haben
sich Verzdgerungen bei der Auswertung von Versuchen aus AP1.2 ergeben. Gegen Ende der
Projektlaufzeit wurden die Biotests ausschlieRlich vom Projektpartner JKI durchgefihrt. Dabei
konnten auch schon einzelne Behandlungsversuche mittels des in Etablierung stehenden

gPCR-Test schnell und zuverlassig untersucht werden.

AP4: Information und Beratung von Betrieben und PSD zur Praxisiiberfilhrung von Be-

handlungsverfahren und Tests zur Lebensfahigkeit

AP4.1: Erstellung von Risikoanalysen flr innerbetriebliche Beratung zur Anwendung der Be-

handlungsverfahren

Im Rahmen des Projekts hatte INOPUR als Unterauftragnehmer der HSOS die Aufgabe, die
erarbeiteten Detektionsmethoden und Bekdmpfungstechniken, wenn sie durch das Projekt va-
lidiert sind, in Anwendungsempfehlungen fur die betroffenen Betriebe umzusetzen, die ggfs.
auch Eingang in behoérdliche Vorschriften oder Arbeitsblatter der betroffenen berufsstandi-

schen Organisationen finden sollen. INOPUR hat wahrend der Laufzeit des Projekts:

e bei Landwirten, aber v. a. bei kartoffelverarbeitenden Betrieben, eine Bestandsaufnahme
gemacht, wie diese Betriebe mit den kritischen Stoffen bisher umgehen,
¢ die im Projekt untersuchten Detektions- und Behandlungsmethoden unter praktischen und

Okonomischen Gesichtspunkten aus Sicht der betroffenen Betriebe bewertet,
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¢ die rechtlichen Rahmenbedingungen zusammengestellt, die z. Zt. fir verschiedene magli-
che Verwertungen der anfallenden Reststoffe gelten und diese Verwendungen ggfs. ein-
schranken.

¢ im Vorgriff auf eventuell zu findende Wirkstoffe zur Inaktivierung der Dauersporangien den

Weg zu deren Zulassung geklart.

Von der Ernte Gber den Umschlag bis hin zur Verarbeitung der Kartoffeln fallen Reststoffe und
Nebenprodukte an, die die sehr widerstandsfahigen DS des Kartoffelkrebses (S. endobioti-
cum) enthalten kdnnen. Deshalb geht von diesen Materialien potenziell eine Gefahr fur den
Kartoffelanbau aus, weshalb sie unter Beachtung der jeweiligen rechtlichen Vorgaben verwer-
tet, aufbereitet oder entsorgt werden missen. Mit diesen Stoffen haben sowohl die Landwirte
als auch die Kartoffelverarbeiter zu tun. Der kritischste und mengenmafig bedeutsamste Stoff
sind die an den Kartoffeln anhaftenden Erden.

In der Anfangsphase des Projekts hat INOPUR bundesweit stichprobenartig hauptsachlich
Uberregional tatige Handler und Verarbeiter von Kartoffeln besucht. Diese Unternehmen wer-
den aus einem weiteren Umkreis beliefert. Das Risiko der Verschleppung des Erregers des
Kartoffelkrebses ist unter diesen Bedingungen vermutlich erhoht.

Die Ernte an Kartoffeln betrug im Zeitraum von 2021 bis 2023 ca. 11 Mio. t/a (Statistisches
Bundesamt, 2024). Die gesamte Menge an anhangenden Erden wird bundesweit auf ca.
300 000 bis 500 000 t/a geschatzt. Die Menge und damit der prozentuale Anteil am gesamten
Gewicht der Anlieferungen hangen sehr stark von den Witterungsverhaltnissen ab, so berich-
ten einzelne Unternehmen von 2 — 4 %, andere von 1 — 5 % der angelieferten Menge, wobei
fur 2024 mit einem Anteil von ca. 2 % gerechnet wird. Die Kartoffeln werden zunachst trocken
gereinigt und anschliel’end gewaschen. Die abgereinigten Erden weisen eine unterschiedliche
Konsistenz und unterschiedliche Wassergehalte auf. Einige Unternehmen haben gegenlber
INOPUR nur die Differenz zwischen angelieferter und verguteter Menge angegeben. Dabei
werden Erden, Kluten, Steine, Kartoffelkraut und unbrauchbare oder verdorbene Kartoffeln
zusammen erfasst. Ferner muss zwischen Unternehmen, die die Kartoffeln nur saisonal wah-
rend der Erntesaison verarbeiten, und den ganzjahrig abnehmenden Betrieben unterschieden
werden. Tendenziell fallen bei den Unternehmen, die nur wahrend der Ernte Kartoffeln anneh-
men, mehr Resterden an. Bei der Lagerung von Kartoffeln bei den Erzeugern wird durch den
mehrfachen Umschlag bereits ein erheblicher Anteil der anhaftenden Erden mechanisch ab-
gereinigt. Die ganzjahrig produzierenden Unternehmen haben daher nur mit sehr viel geringe-
ren Mengen an Resterden zu tun. Sofern die Lagerung beim Erzeuger erfolgt, verbleiben die
Erden damit Gberwiegend im Anbaugebiet.

INOPUR hat sich gegenuber den besuchten Unternehmen verpflichtet, keine unternehmens-

spezifischen Informationen zu veréffentlichen oder Angaben zu machen, die Ruickschlisse auf
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einen konkreten Betrieb erlauben. Die Befunde sind in der nachfolgenden Tabelle den einzel-

nen Anbaugebieten zugeordnet (s. Tabelle 11-4).

Tabelle 1l-4:  Ubersicht der Befunde nach Anbaugebieten. Nordwest (Niedersachsen Nordrhein-Westfalen), Nord-
ost (Ostliches Niedersachsen, Neue Bundeslander) und Sid (Baden-Wirttemberg, Bayern)

Region Bodenverhaltnisse Erdanhang Verwertung
Nordwest |Uberwiegend leichte Bdden | Gering Landschaftsbau
Nordost leichte Boden Gering, aber Steine |Landschaftsbau, Grinland,
Schwerere Boden Schwankend, Rekultivierung
Kluten
Sud Sehr heterogene Bdden Stark schwankend, |Gelandegestaltung mit An-

Kluten und Steine  |bauauflagen, Landschafts-
bau, Sonderkulturen

Bei der Verarbeitung der Kartoffeln zu Starke und Lebensmitteln fallen neben den Erden, Stei-
nen und anderen Reinigungsrickstanden verschiedene weitere Nebenprodukte und Rest-
stoffe an. Die meisten dieser Nebenprodukte werden als Lebens-, Futter- und Diingemittel
verwertet und unterliegen den betreffenden rechtlichen Vorgaben. Steine, Kraut- und Pflan-
zen mussen deponiert oder entsorgt werden.

Die Erden fallen bei der Verarbeitung der Kartoffeln zu Starke, zu Vorprodukten, Convenience-

Lebensmitteln, Snacks und der Verpackung fir den Einzelhandel an.

¢ Die Erden kénnen in der Landwirtschaft im Rahmen der Dingemittelverordnung (DUMV,
2012) als Bodenhilfsstoffe und Kultursubstrat verwendet werden, wenn u. a. die Vorgaben
zur Phytohygiene eingehalten werden. Weil bisher der Nachweis des Erregers sehr unsi-
cher und zeitaufwendig ist, wird die Aufbringung der Erden geduldet, wenn anschlie?end
mehrjahrige Anbaueinschrankungen akzeptiert werden.

e Ferner kdnnen die Erden im Rahmen der Bundes-Bodenschutz- und Altlastenverordnung
(BBodSchV, 2021) angewendet werden, wenn beispielsweise technische Anlagen oder de-
vastierte Flachen begrint werden sollen, oder auch zum Ausgleich von Bodenverlusten
nach Erosionsereignissen. Allerdings sind die rechtlichen Bedingungen fir diese Gebiete
sehr komplex und zudem noch landesspezifisch geregelt. Zudem unterliegen etliche MaR3-
nahmen dem Baurecht und bedirfen der Zustimmung der Behdrden jeweiligen Landkrei-

ses. Gerade die Amter vor Ort sind jedoch haufig aus verschiedenen Griinden tberfordert.

Wasser aus der Nassreinigung wird durch Sedimentation und Filtration aufbereitet und wieder
verwendet. Prozesswasser wird soweit méglich recycelt. Uberschiissiges Wasser wird ge-
meinsam mit dem Niederschlagswasser von den Verkehrsflachen physikalisch vorgereinigt.
Das Abwasser wird entweder Uber kommunale Klaranlagen entsorgt oder in eigenen Anlagen

aufbereitet und in den Vorfluter eingeleitet (Direkteinleiter).
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Klaranlagen, die Abwasser industrieller Kartoffelverarbeiter reinigen, dirfen den Klarschlamm
nicht landwirtschaftlich als Diingemittel verwerten (§15 Abs. 4 (AbfKlarV, 2017)).

Beim Auftreten von Kartoffelkrebs stellt sich auch die Frage nach der Verantwortlichkeit.
Der Nachweis einer Verantwortlichkeit bei der Lieferung von Kartoffeln ist extrem schwierig,
weil die bisherigen Methoden zum Nachweis des Erregers zeitaufwendig und sehr unzuver-
Iassig sind.

Auf ca. 62 % der landwirtschaftlich genutzten Flachen (Statistisches Bundesamt, 2021) ist der
Landwirt nicht der Grundeigentiimer. Das Auftreten von Kartoffelkrebs flihrt aufgrund der
dann geltenden Anbaubeschrankungen zu wirtschaftlichen Verlusten und trifft damit indirekt
auch den Verpachter (Eigentiimer). Nach § 596 BGB (§ 596 BGB Ruckgabe der Pachtsache
in Absatz 1) muss der Pachter die Flachen in einem Zustand, wie er nach ,ordnungsgemaler*
Bewirtschaftung vorliegen sollte, zuriickgeben. Deshalb ist die Frage nach einer ,ordnungs-
gemdBen Bewirtschaftung“ entscheidend fir eine rechtlich sichere Verwertung von Erden
aus der Kartoffelverarbeitung auf landwirtschaftlichen Nutzflachen. Das Bundes-Bodenschutz-
gesetz (BBodSchG, 1998) definiert im § 17 die ,gute fachliche Praxis® in der Landwirtschaft:
“Grundsatze der guten fachlichen Praxis der landwirtschaftlichen Bodennutzung sind die nach-
haltige Sicherung der Bodenfruchtbarkeit und Leistungsfahigkeit des Bodens als naturlicher

Ressource (Gutter & Kollegen Sachverstandigensozietat, 2024):

e Laut Dungemittelverordnung (DUMV, 2012) ist die Ausbringung von Erden auf landwirt-
schaftlich genutzte Flachen als Bodenhilfsstoff zur Verbesserung der Eigenschaften des
Bodens gestattet.

o Dabei sind die Nahrstoffkonzentrationen und -frachten zu beachten.

¢ AuRerdem mussen die Erden frei von ,pilzlichen Erregern mit widerstandsfahigen Daueror-

ganen, insbesondere Synchytrium endobioticum, ... (§5 (DUMV, 2012)) sein.

Nach dem gegenwartigen Stand — auch des Forschungsprojekts SYNergie — ist der Nachweis
von lebensfahigen Dauersporangien von S. endobioticum nur mit hohem Aufwand mdglich und
mit groRen Unsicherheiten behaftet. Dadurch ist die Feststellung der Ursache einer Kontami-
nation mit den Dauersporangien von S. endobioticum extrem erschwert. Sofern keine zusatz-
lichen Stoffe zugesetzt werden oder gefahrliche Veranderungen in den Erden bewirkt werden,
sollte sich das Verfahren zur Zulassung eines Verfahrens auf die Prufung der Wirksamkeit
beschranken (physikalische Verfahren). Dies trifft z. B. fir Inaktivierung durch Erhitzen zu.
Verbindungen, die gegen Erreger von Pflanzenkrankheiten wirken, mussen als Pflanzen-
schutzmittel zugelassen werden (chemische Verfahren). Laut Schreiben des BVL (BVL,
2024) entscheidet allein die Zweckbestimmung daruber, ob ein Wirkstoff oder eine Zubereitung
als Pflanzenschutzmittel oder als Biozid einzustufen ist. Branntkalk (CaO), Calciumhydoxid

(Ca(OH)2) und Chlordioxid (ClO2) mussen als Pflanzenschutzmittel zugelassen werden, auch
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wenn sie, wie im Fall von Chlordioxid, evtl. nur zur Behandlung von Abwasser dienen sollen.

Unter geltenden rechtlichen Rahmen sind folgende MaRnahmen sinnvoll:

¢ Nahezu alle Unternehmen drangen lhre Lieferanten zur Reduktion des Erdanhangs:
v' Preisgestaltung in Abhangigkeit vom Anteil der anhaftenden Erden.
= Erdanteile Uberproportional bewerten, um Anreiz fir ,saubere* Ware zu erhéhen.
= Ricknahme d. Erden d. Lieferanten, kostenpflichtige Ubernahme d. Abnehmer
v' Beratung bei der Ausristung (bessere Reinigung auf dem Acker und beim Einlagern)
v" Optimierung des Rodetermins und des Ernteverfahrens
v' Lagerung beim Erzeuger
o Erstellung eines Merkblatts o. 4. mit dem Genehmigungsbehdrden ein Hilfsmittel zur bes-
seren und einheitlichen Bewertung der Verwertung von Erden an die Hand gegeben
wird. INOPUR hat angesichts extrem unterschiedlicher Handhabung der Verwertung von
Erden aulRerhalb der Landwirtschaft die Deutsche Vereinigung fur Wasserwirtschaft, Ab-
wasser und Abfall e.V. (DWA) angesprochen. Die DWA gibt Arbeits- und Merkblatter heraus,
die anerkannte Mal3stabe fur die Behandlung Reststoffen, Abwasser und Abfall setzen, so
z. B. fur die Aufbereitung von Abwasser aus der kartoffelverarbeitenden Industrie DWA-M
753. Weiteres Beispiel: Merkblatt DWA-M513 zum Umgang mit Sedimenten und Baggergut.
e Entgegen den sehr strikten Vorgaben der derzeit gliltigen DUMV wére auf vielen Ackern,
die sich ohnehin nicht fir den Anbau von Kartoffeln eignen, und Flachen mit anderen Kul-
turen (z. B. Weihnachtsbaume, Obst, usw.) die Aufbringung der eigentlich wertvollen Erden
sehr sinnvoll und risikoarm. Eine Anpassung der DUMV ware unter diesem Gesichtspunkt

angebracht.

AP4.2: Erstellung von Protokollen zur Durchfiihrung von behandlungsverfahren sowie zur Te-

stung der Lebensfahigkeit

Fir die Erstellung von Protokollen missen die Untersuchungen so nah wie méglich an der
Praxis sein (s. AP1.3). So kann die Zeit bis zur Implementierung in den verarbeitenden Firmen
erheblich verkurzt werden. Ohne das Vorliegen einer nachgewiesen zuverlassigen und prakti-
kablen Behandlungsmethode bzw. -methoden konnte dieses Arbeitspaket nicht bearbeitet

werden.

AP4.3: Erstellung von Informationsmaterial fiir Verarbeitungswirtschaft und PSD; Publikatio-

nen der Ergebnisse in Fachzeitschriften; Zuarbeit EPPO-Diagnosestandard PM //28(3); Pro-
jektbericht
Siehe Kapitel 6 Erfolgte und geplante Veroffentlichung

[1-21



Il Eingehende Darstellung — SYNergie (HSOS)

2. Die wichtigsten Punkte des zahlenmaRigen Nachweises

Das Teilvorhaben belief sich auf Gesamtkosten i. H. v. 667.453,48 €. Dabei machten die Kos-
ten flr die Einstellung von wissenschaftlichem Personal mit 444.410,10 € den grofiten Anteil
aus. Die Beschaffung von Gegenstianden und anderen Investitionen (> 800 €) umfassten
76.180,92 €, darunter z. B. die Sonderanfertigung des Trommeltrockners. Die einzelnen Posi-
tionen blieben nach Umwidmung in der Projektlaufzeit schlussendlich im Rahmen der ,Aus-

gleichsregel®, sodass die gesamten Ausgaben die geplanten Kosten nicht tberstiegen.

3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die Bearbeitung der Forschungsfragen ware ohne die Einstellung des wissenschaftlichen Per-
sonals nicht moglich gewesen. Sowohl die Einstellung von Personal als auch die Beschaffung
der bendtigten GroRRgerate zur Entwicklung praktikabler Behandlungsverfahren fir Reststoffe
aus der Kartoffelindustrie ware aus Mitteln der Hochschule Osnabrlick nicht mdglich gewesen.

Die geleistete Arbeit war den Zielen angemessen.

4, Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere die Verwertbarkeit der Ergebnisse

im Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans

Die im Rahmen des Projekts untersuchten Behandlungen mit Branntkalk und im Trommel-
trockner haben sich als erfolgsversprechend herausgestellt, konnten aber hinsichtlich der op-
timalen Wirksamkeitsparameter im gegebenen Zeitrahmen nicht abschlief3end untersucht wer-
den. Die zuverlassige Bewertung der Behandlungen mittels gPCR ergab sich erst am Ende
der Projektlaufzeit. Dadurch konnte die Ubertragung in die Praxis der verarbeitenden Industrie
noch nicht hinreichend untersucht werden. Um dies zeitnah nachzuholen, konnte ein indust-
riefinanziertes Anschlussprojekt fur SYNergie Uber den Einsatz von Branntkalk mit Beginn im
Jahr 2025 eingeworben werden. Die Auswertung der Behandlungen tbernimmt dabei das JKI
(Biotests/PCR). Beim jetzigen Bearbeitungsstand lagen die Kosten flir die Behandlung im
Trommeltrockner bei Temperaturen von 185-195 °C fir 120 s bei ca. 40€/t Resterde. Die
gPCR-Ergebnisse lassen vermuten, dass auch schon bei geringeren Temperaturen (140-

150 °C) eine Inaktivierung nachweisbar war.

5. Wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens dem Zuwendungsempfanger
bekannt gewordener Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei ande-

ren Stellen

In der Veréffentlichung von (Hinrichs-Berger & Zegermacher, 2022) wurden Untersuchungen
zur Inaktivierung von DS in kontaminierter Erde mittels Autoklavierens (121 °C, 20 min) be-
schrieben. Auf Basis von Biotests wurde in der Studie eine vollstandige Inaktivierung festge-

stellt. Die mikroskopische Auswertung liel3 diesen Ruickschluss nicht zu, d.h. mikroskopisch
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als intakt eingeordnete DS sind im Biotest nicht infektids gewesen. Das Autoklavieren scheint
fur die Behandlung von Resterden in der Praxis allerdings schwierig zu sein, zum einen durch
die apparativen Anforderungen (Druckbehalter), zum anderen die vollstandige Durchdringung

des Dampfes bei verklumpter Erde.

6. Erfolgte und geplante Veroffentlichung

Erzielte Zwischenergebnisse, vor allem zur Behandlung mit Branntkalk, wurden auf drei Fach-
tagungen vorgestellt (Poster bei 63. Deutsche Pflanzenschutztagung Goéttingen 09/23, Vortrag
bei Jahrestagung der Gemeinschaft zur Férderung von Pflanzeninnovation e.V. (GFPi) Bonn
11/23, Vortrag Bundesverband der Deutschen Starkekartoffelerzeuger e.V. (BVS) Hannover
02/24). AulRerdem wurden zwei Bachelorarbeiten im Rahmen des SYNergie-Projekts angefer-
tigt, wovon eine beim Food Future Day 2023 der Hochschule Osnabriick mit dem ersten Platz
des Campus Preis des Verbandes fur Ernahrungswissenschaften e.V. pramiert wurde. Eine
Veroffentlichung zum Nachweis der Wirksamkeit von Behandlungsmethoden (insbesondere

Branntkalk) mittels gPCR ist mit dem JKI in Planung.
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