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Kurzfassung: Gewinnung alternativer Fungizide aus Traubentrester als

Kupferersatz fiir den 6kologischen Landbau

Dr. Christoph Singer, RLP AgroScience GmbH, IfA, Breitenweg 71, 67435
Neustadt/Weinstr., christoph.singer@agriscience.rlp.de

Sylvia Cergel, Trifolio-M GmbH, Dr. Hans-Wilhelmi-Weg 1, 35633 Lahnau,

sylvia.cergel@trifolio-m.de

Die einzige derzeit bestehende, voll wirksame und zugelassene
PflanzenschutzmaBnahme gegen verschiedene Schadpilze im Okologischen Landbau sind
Zubereitungen auf der Grundlage von Kupferverbindungen. Dies filihrt jedoch zur
Anreicherung dieses Schwermetalls im Boden, was ab gewissen Konzentrationen zu
toxischen Effekten fuhren kann.

Eine Herangehensweise im Okologischen Landbau ist es, die natiirlichen
Widerstandskrafte der Pflanzen gegen Pilzinfektionen zu unterstlitzen und zu starken. Das
Ziel dieser Studie war es, das Potenzial von Traubenkernextrakten zu untersuchen, um die
Pflanzen im 6kologischen Weinbau gegen den Falschen Mehltau (Plasmopara viticola) und
im Okologischen Landbau gegen weitere Schaderreger, wie den Erreger der Kraut- und
Braunfédule (Phytophthora infestans) bei Tomaten zu schiitzen oder zu starken.

Im Projekt wurde zundchst die Gewinnung von Extrakten, deren Zusammensetzung und
Lagerfahigkeit untersucht. AnschlieRend wurden die verschiedenen selbst produzierten und
zusatzlich erworbene Extrakte aus Traubenkernen im Gewadchshaus und Freiland unter
kiinstlichen oder natirlichen Infektionsbedingungen untersucht. Im Gewdachshaus zeigten
die mit einigen Extrakt-Mischungen behandelten Pflanzen dhnliche niedrige Infektionsraten
wie Pflanzen, die mit konventionellen Pestiziden geschiitzt wurden. Diese Ergebnisse
konnten in den folgenden Freilanduntersuchungen bestatigt werden. Unter natlirlichen
Infektionsbedingungen, bei rechtzeitiger und ausreichend haufiger Anwendung der Extrakte,
wurden die Reben ausreichend gestarkt, um adhnlich niedrige Infektionsraten wie beim
Einsatz herkémmlicher Pflanzenschutzmittel zu haben. Auch bei den Tomaten konnten
positive Effekte beobachtet werden. In Laborversuchen konnte dagegen keine direkte
Wirkung der Extrakte gegen Schadpilze gemessen werden.

Traubenkernextrakte sind als VitoVin-Pflanzenstdarkung beim Bundesministerium fir

Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit registriert und als Marke eingetragen.
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Abstract: Alternative fungicides from grape pomace for organic farming

Dr. Christoph Singer, RLP AgroScience GmbH, IfA, Breitenweg 71, 67435
Neustadt/Weinstr., christoph.singer@agriscience.rlp.de

Sylvia Cergel, Trifolio-M GmbH, Dr. Hans-Wilhelmi-Weg 1, 35633 Lahnau,

sylvia.cergel@trifolio-m.de

The only currently existing fully effective and approved plant protective measures in
organic agriculture are preparations based on copper compounds, which leads to
accumulation of this heavy metal in the soil, with toxic effects at certain levels. One
approach in organic agriculture is to support and strengthen the natural defenses of plants
against fungal infections. The aim of this study was to investigate the potential of grape seed
extracts to strengthen the plants in organic viticulture against downy mildew (Plasmopara
viticola) and other pathogens such as Phytophthora infestans as cause of blight.

At first, the extraction process, composition of the extracts and their storage stability
were investigated. Subsequently, various self-produced and purchased extracts from grape
seeds were investigated in the greenhouse and field under artificial or natural infection
conditions. In the greenhouse, the plants treated with some extract-mixtures showed similar
low infection rates as plants that were protected with conventional pesticides. With a
natural infection regime and accurately timed and more frequent extract applications, the
vines were strengthened enough to have similar low infection rates as it was the case with
conventional plant protection products. Positive effects could also be observed with
tomatoes.

Grape seed extracts are registered as VitoVin -Plant Strengthener at the Federal Office of

Consumer Protection and Food Safety and are registered as a trademark.
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1 Einfilhrung
1.1 Gegenstand des Vorhabens

Im Okologischen Weinbau und Landbau sind Praparate auf Kupferbasis die einzigen voll
wirksamen Pflanzenschutzmittel gegen eine Reihe pilzlicher Pflanzenkrankheiten,
insbesondere den Falschen Mehltau der Weinrebe (Plasmopara viticola) und den Erreger der
Kraut- und Braunfaule bei Tomaten (Phytophthora infestans). Diese konnen bei starkem
Befall zu hohen Ertragsverlusten bis hin zu Totalausfallen fiihren (Jermini et al., 1997; Miiller
& Sleumer, 1934). Ein Hauptproblem bei der Anwendung von kupferhaltigen
Pflanzenschutzmitteln ist die Anreicherung dieses Schwermetalls im Boden und die daraus
resultierenden Auswirkungen auf das Bodendkosystem (KOSSLER, 2006). Kupfer stellt zwar
ein essentielles Spurenelement dar, ab einer gewissen Konzentration wirkt es jedoch auch
toxisch (CLAUS, 1979).

Da Kupfer als elementares Schwermetall nicht abgebaut wird, sondern sich im Boden
anreichert, werden dringend Alternativen gesucht. In einem Vorlauferprojekt (Pro Inno
KF0135207MD7) wurden erste Untersuchungen zur Eignung von Traubentresterextrakten im
Okologischen Weinbau durchgefiihrt. Im Weinbau fallen bei der Ernte groRe Mengen
Traubentrester an, die fir eine weitere stoffliche Nutzung pradestiniert sind.
Traubenkernextrakte enthalten primare und sekundare Pflanzenstoffe, wie z.B. phenolische
Verbindungen (Richter, 1998), organische Sduren, Spurenelemente und Mineralien, die die
pflanzeneigene Abwehr stirken konnen (Kubo et al., 1985; Soler-Rivas et al., 2000).
Besonders die Gruppe der polyphenolischen Verbindungen ist hierbei sehr interessant und
vielfach beschrieben (Bisignano et al. 1999, Friedman 2007; Hirasawa & Takada 2004;
Kirasch et al. 2009; Satisha et al. 2008)

Aufbauend aus den Ergebnissen dieses Vorlauferprojekts war das Ziel des Projektes die
Herstellung und Optimierung eines alternativen Mittels aus Traubentrester zur Kontrolle von
Pilzschadlingen fiir den 0&kologischen Landbau. Hierdurch sollte die Menge an
ausgebrachtem Kupfer moglichst reduziert, im Idealfall die Ausbringung komplett vermieden
werden. Der Fokus der Untersuchungen lag dabei auf P. viticola und P. infestans.

Hierzu wurden Untersuchungen zur Optimierung der Extraktgewinnung und
Gewadchshaus und Freilandversuche an Weinreben und Tomaten nach kiinstlicher oder
natirlicher Infektion durchgefiihrt. Am Ende sollte moglichst ein Mittel stehen, mit dem der
Befall durch diese Erreger gesenkt und gleichzeitig die Menge der ausgebrachten

Kupferpraparate reduziert werden kann.
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1.2 Ziele und Aufgaben des Projekts, Bezug zu Zielen und
Bekanntmachungen des BOLN

Das Forschungsvorhaben nimmt Bezug auf die Bekanntmachung 02/09/51 , Erforschung
und Entwicklung von Verfahren zur Reduzierung oder zum Ersatz kupferhaltiger
Pflanzenschutzmittel im 6kologischen Landbau“ vom 20.05.2009.

Ziel des Projektes war es dementsprechend, aus Reststoffen des Weinbaus
(Traubentrester) Inhaltsstoffe zu gewinnen, die im 6kologischen Landbau und hier speziell im
okologischen Weinbau bzw. Tomatenanbau, helfen sollten, die bisher ausgebrachte
Kupfermenge in diesen Bereichen zu reduzieren oder wenn moglich zu ersetzen. Dies sollte
durch die Extraktion verschiedener Inhaltsstoffe aus dem Trester erreicht werden, die auf lhr

Potential zur Reduktion von Pilzinfektionen untersucht werden sollten.
1.3 Planung und Ablauf des Projekts

Als ersten Schritt stellte sich die Beschaffung ausreichender Mengen Traubentresters,
auch verschiedener Rebsorten, dar. Hierbei wurde darauf geachtet, Trester aus
okologischem Anbau zu nutzen, wobei auch Trester aus konventionellem Anbau nach
Ausschluss von Riickstanden synthetischer Pflanzenschutzmittel verwendet werden kann.
Der Trester wurde charakterisiert und es wurden unterschiedliche Lagermoglichkeiten
untersucht. Aus dem Trester bzw. aus Teilen davon (Kerne) wurden im nachsten Schritt
Extrakte gewonnen. Hierbei wurde eine Vielzahl von Lésungsmitteln/Gemischen untersucht,
um die optimale Kombination zu erreichen.

Die gewonnenen, sowie einige zusatzlich kauflich erworbene Extrakte wurden
anschlielend, teilweise mit Zusatzen (z.B. Netzmittel, Haftmittel) im Gewdachshaus an
Topfreben bzw. Tomaten getestet. Hierzu wurden die Pflanzen entsprechend mit den
Extrakten/Gemischen bespriiht und spéater kinstlich infiziert. Nach einer gewissen
Wachstumszeit konnte (iberprift werden, ob die Extrakte einen Effekt auf die Infektionsrate
haben.

Aus den Ergebnissen der Gewdchshausversuche konnten einige vielversprechende
Extrakte fiir Freilandversuche ausgewdhlt werden. Diese wurden in verschiedenen
Konzentrationen und mit unterschiedlichen Zusadtzen ausgebracht und regelmalig die
Befallsstarke bonitiert. Am Ende des Projekts wurde der Extrakt ausgewahlt, der die groRten
Effekte im Freiland aufwies. Der Extrakt wurde als Pflanzenstarkungsmittel VitoVin-
Pflanzenstarkung in die entsprechende Liste des Bundesamtes fiir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit (BVL) aufgenommen und eine entsprechende Marke angemeldet.

VitoVin-Pflanzenstarkung wird ab Februar 2015 erhaltlich sein.

11



2 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angekniipft

wurde

Der Falsche Rebmehltau (Plasmopara viticola) stellt einen der grofRten Pathogene im
Weinbau dar (Ferrari et al. 2000; Heibertshausen et al. 2007). Gleiches gilt fir den Erreger
der Kraut und Braunfaule (Phytophthora infestans) bei Tomaten. Die Bekdampfung dieser
Erregers spielt daher eine groRRe Rolle, sowohl im konventionellen, als auch im 6kologischen
Landbau. Letzterer ist bei der Pilzbekdmpfung auf den Einsatz von Kupfer angewiesen,
kupferhaltige Praparate werden schon seit langerer Zeit zur Kontrolle des Falschen Mehltaus
eingesetzt (Heibertshausen et al. 2007). Bekannte Spritzmittel sind Cuprozin®, Cueva® und
das Kombinationspraparat Myco-Sin® VIN. Als Inhaltsstoffe werden meist Kupferhydroxid,
Kupferoxychlorid oder Kupferoxalat eingesetzt. Die freigesetzten Kupferionen hemmen
dabei die Sporenkeimung und die Zoosporen, weshalb ein praventiver Einsatz notig ist.
Zusatzlich wird auch der EiweiRaufbau in den Pflanzen geférdert, um so die Abwehrkrafte zu
starken (Hofmann 2000). Gegen den Einsatz von Kupfer sprechen jedoch sein
Anreicherungspotential im Boden und die negative Auswirkung auf die Umwelt.

Die Suche nach Alternativen hat demnach eine groRe okologische und wirtschaftliche
Bedeutung. Einige Forschungsprojekte beschaftigen sich mit der Suche nach Alternativen zu
Kupfer-Praparaten im Weinbau. Schwerpunkte dieser Projekte waren die Testung von
bereits marktreifen Produkten, das Erarbeiten von Strategien zur Optimierung des
Kupfereinsatzes (s. BOL, FKZO60OE324, Zimmer 2010, FKZ020E371, Mohr 2003), die
Gewinnung von Pflanzen- und Algenextrakten aus verschiedenen Rohstoffen als Fungizide (s.
BOL FKZ020OE109, Kollar 2003), der Einsatz von bakteriellen Antagonisten (Athai, 2013; BOL,
FKZ020E190 Berkelmann-Loehnertz 2003), Prognosemodelle und die Ziichtung resistenter
Rebsorten. Als alternative Fungizide und Pflanzenstarkungsmittel sind Algenextrakte,
Aminosaduren, Kaliseifen verschiedener Fettsauren, Kaliumverbindungen, Kieselsduren,
Schwefelverbindungen, Tonerden und verschiedenste Pflanzen-Extrakte in Tests untersucht
worden (Carabet et al. 2007; Hofmann 2000; Kast 2000a, Kast 2000b; Robotic et al. 2000;
van Zwieten et al. 2007).

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass der Einsatz von Kupfer durch Kombination
verschiedener Prdparate und Anwendungstechniken verringert werden kann. Ein Verzicht
auf Kupfer in der Praxis ist bisher jedoch noch nicht moglich.

Als vielversprechende Inhaltsstoffe verschiedener organischer Reststoffe wurden
polyphenolische Verbindungen identifiziert. Polyphenole sind vielfach als Substanzen
beschrieben, die in der natilrlichen Resistenz von Pflanzen gegen Krankheitserreger eine
wichtige Rolle spielen (Friedman 2007; Hirasawa & Takada 2004; Kirasch et al. 2009; Satisha
et al. 2008). Auch die hohere Resistenz von Vitis-Arten mit hohen Polyphenolgehalten
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gegenilber Plasmopara viticola ist beschrieben (Satisha et al. 2008). Im vorliegenden Projekt
soll deshalb die Mdoglichkeit untersucht werden, ob die Applikation polyphenolhaltiger
Extrakte die behandelten Pflanzen so weit starken kann, dass diese besser gegen den Angriff
von Schwacheparasiten gewappnet sind.

Als mogliche Rohstoffe fiir die Gewinnung von polyphenolhaltigen Extrakten sind
verschiedene Obsttrester (Athai, 2014; Corrales & Moreno 2008; Garnweidner 2006;
Kammerer et al. 2004; Larrauri et al. 1996; Laufenberg 2003, Negro et al. 2003) denkbar. Die
Trester besitzen hohe Gehalte an Verbindungen mit antioxidativer Wirkung (Flavonoide,
Hydroxyzimtsdurederivate, Stilbene, Terpene), die eine nachgewiesene positive Wirkung auf
die Gesundheit von Pflanzen haben (Baydar et al. 2004; Maier et al. 2009; Romero-Perez et
al. 2001). Dabei sind die groften Mengen Polyphenole in den festen Bestandteilen, wie
Kernen und Hauten, zu finden (Bisboaca & Purcarea 2008; Ruberto et al. 2007).

Aufgrund der geringen Fettloslichkeit sind in Kerndlen nur geringe Mengen zu finden, die
besten Extraktionserfolge von Kernen und Hauten wurden mit Methanol, Wasser-
Methanol/Wasser-Ethanol- oder Wasser-Aceton-Gemischen gefunden (Bisboaca & Purcarea
2008; Corrales & Moreno 2008; Baydar et al. 2007; Nikfardjam 2001; Satisha et al. 2008;
Spigno et al. 2007), eine leichte Temperaturerhéhung verkirzte die Extraktionszeit.

Auf Basis dieser Ergebnisse sollte im vorliegenden Projekt ein Mittel entwickelt werden,
welches die Infektionszahl von Weinreben und moglichst auch weiteren Kulturen mit
Schwachepilzen reduziert und damit moglichst den Einsatz kupferhaltiger Praparate

verringert oder im Idealfall vermeidet.
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3 Material und Methoden

3.1 Traubentrester

3.1.1 Beschaffung

Als Ausgangsmaterial fiir die Versuche wurde vom Weingut Pflliiger, Bad Dirkheim,
einem nach oOkologischen Richtlinien arbeitenden Winzer, ausreichende Mengen Trester
beschafft. Hierbei wurde sehr frischer Trester (siehe Abbildung 1) verschiedener Rebsorten,
(Schwarzriesling, Cabernet Sauvignon, Riesling) meist jedoch Riesling, genutzt. Dieser wurde
direkt nach der Pressung gesammelt und zur RLP AgroScience transportiert. Dort wurde er
zur weiteren Verwendung vorbereitet. Zu Beginn des Projekts wurde jeweils der komplette
Trester (Haute, Kerne, Rappen) verwendet, spater wurden, um die Menge unerwinschter
Inhaltsstoffe zu reduzieren, nur noch die im frischen Trester enthaltenen Kerne ausgesiebt

und nur diese weiterverwendet.

a) b)

Abbildung 1: Rieslingtrester beim Weingut Pfliger, Bad Durkheim. a) direkt nach dem Pressvorgang; b)
Nahaufnahme des Tresters mit Hauten, Kernen und Rappen

3.1.2 Untersuchungen zur Konservierung

Teile des Tresters wurden fiir Konservierungsversuche siliert, getrocknet bzw.
eingefroren.

Far die Silierung wurde der frische Trester in 60l Kunststofffasser eingebracht, verdichtet
und diese luftdicht mit einem Garréhrchen verschlossen. Nach einem Jahr Lagerzeit bei
Raumtemperatur wurde der Trester entnommen und nach der Trocknung (siehe
Folgeabsatz) fur die weiteren Versuche verwendet.

Die Trocknung des Tresters erfolgte bei 60°C im Warmeschrank tGber mehrere Tage bis
zu einer Restfeuchte von ca. 10%. Der getrocknete Trester wurde bis zur weiteren

Verwendung in luftdicht schlieRenden Behaltern aufbewahrt.
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Die Gefrierlagerung erfolgte in luftdichten GefalRen bei -21°C in Gefriertruhen bis zur
spateren Verwendung. Auch der gefrorene Trester wurde nach dem Auftauen wie oben
beschrieben getrocknet und erst dann weiter verwendet.

Alle Trester wurden spater auf die gleiche Weise weiterverarbeitet und fir die Extraktion
vorbereitet. Die Bewertung der Qualitdt eines Lagerungsverfahrens wurde (iber die
Extraktausbeute, die Messung der Polyphenolgehalte bzw. die beobachteten Effekte im

Gewadchshaus getroffen.

3.1.3 Vorbereitung zur Extraktion

In allen Fallen wurde das Material bei maximal 60°C auf ca. 10% Restfeuchte getrocknet,
um die Schimmelbildung zu unterdriicken, verbliebene Verunreinigungen wie Beerenhdaute,
Stiele usw. wurden per Windsichtung ausgeblasen. Die Trocknung nur der Kerne im
Gegensatz zum gesamten Trester bedeutet dabei eine erhebliche Energieeinsparung.

Die getrockneten Trester(bestandteile) wurden anschlieBRen mit einer Getreidemihle
zerkleinert, um die Oberflache zu erhohen und die Kerne zu o6ffnen. Dadurch kann das
Extraktionsmittel leichter eindringen und es ist eine vollstandigere Extraktion mdglich. Das
so vorbereitete Material konnte dann fiir die verschiedenen Extraktionsversuche eingesetzt

werden.
3.2 Extrakte

3.2.1 Herstellung

Ausgehend von den Erkenntnissen des Vorgangerprojekts wurde die dort erarbeitete
Extraktionsmethode weiter verfeinert. Dabei wurden vor allem folgende Fragestellungen

untersucht:

e Einfluss des Mahlgrads der Kerne
e Einfluss des Losungsmittel(gemischs), optimales Losungsmittel
e Einfluss der Losungsmittelmenge auf die Ausbeute

e Einfluss des Extraktionsverfahrens

Es wurden zwei verschiedene KorngroRen getestet: 1-4mm und O-1Imm. Als
Losungsmittel kamen Methanol bzw. Ethanol zum Einsatz, jeweils in verschiedenen
Mischungsverhaltnissen mit Wasser bzw. reines Wasser. Diese Losungsmittel hatten sich im
Vorgangerprojekt als am Vielversprechendsten herausgestellt. Die Mischungen reichten von
unverdiinntem Alkohol bis 50% Wasseranteil bzw. reinem Wasser. Es wurden verschiedene
Losungsmittelvolumina eingesetzt, die vom zweifachen bis zum vierfachen des Volumens des
zu extrahierenden Tresters reichten.
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Zwei Extraktionsverfahren wurden getestet: Ein Perkolationsverfahren, bei dem die
zerkleinerten Kerne in einer Sdule vom Losungsmittel durchstromt werden und ein
Verfahren, bei dem die Kerne zusammen mit dem Losungsmittel in einem Kolben flir 12
Stunden geschiittelt wurden, wobei das Losungsmittel mehrmals gewechselt wurde.

Das eingesetzte Losungsmittel wurde durch Vakuumdestillation anschlieRend wieder
zuriickgewonnen. Die gewonnen Extrakte wurden dadurch konzentriert und anschliefend
teilweise mittels Gefriertrocknung vollstandig getrocknet. Dadurch war die Darstellung von
flissigen (gelosten) sowie pulvrigen Extrakten moglich. Die Extraktion in der Sdule und die

Riickgewinnung der Losungsmittel im Vakuum-Rotationsverdampfer sind in Abbildung 2

dargestellt.

Abbildung 2: a) Extraktion von geschroteten Rieslingkernen im Perkolationsverfahren. Diese befinden sich in
einer Glas-Chromatographiesdule mit eingeschmolzener Glasfritte. Von oben wird das Losungsmittel
zugegeben, welches den Kernschrot nach unten durchstrémt, dabei die Inhaltsstoffe herauslést und unten als
konzentriertes Perkolat aufgefangen wird. b) Rotationsverdampfer zur Riickgewinnung der Lésungsmittel im
TechnikumsmaRstab

3.2.2 Aufreinigung der Extrakte

Da die unerwiinschten Stoffe moglicherweise einen negativen Einfluss auf die
Effektivitdat haben kdnnen, wurden Versuche unternommen, diese so weit wie moglich aus
den Extraktlosungen zu entfernen. Hierzu wurden die Extraktpulver zunachst in reinem
Wasser gelost und anschlieRend in eine Glassaule aufgegeben, die mit Kunstharz (Amberlite
XD7) gefillt war. An diesem Kunstharz adsorbierten die Polyphenole, wahrend organische
Sauren, Zucker usw. gelost bleiben und mit dem ablaufenden Wasser entfernt wurden.
AnschlieBend wurde die Saule mit Wasser gesplilt, um noch verbliebene Zucker usw. zu
entfernen. Danach konnten die adsorbierten Polyphenole mit reinem Methanol von der
Saule gelost und aufgefangen werden, das Methanol wurde wiederum im
Rotationsverdampfer entfernt. Die Ergebnisse der Aufreinigung werden bei den

Gewachshausversuchen behandelt.
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3.2.3 Untersuchung der Inhaltsstoffe

Zur Charakterisierung der Extrakte wurden jeweils 1g/l Extrakt in Modellwein
(bestehend aus 12 % Ethanol, 0,5 % Weinsaure, pH 3,6) eingewogen. Als Interner Standard
diente die Zugabe von 1 mg/L Cyanidin-3-rutinosid. Fir die Messungen mittels LC-QToF-MS

wurden die unten dargestellten Gerateparameter (Tabelle 1) eingesetzt.

Tabelle 1: Gerateparameter der LC-QToF-MS zur Charakterisierung der Extrakte
Gerateparameter LC-QToF-MS

Pumpe Agilent 1260 Infinity Binary Pump

Degaser Agilent 1260 Infinity HiP Degasser

Autosampler Agilent 1260 Infinity HiP ALS

Sdulenofen Agilent 1260 Infinity TCC

DAD Agilent 1260 Infinity DAD

Ssule Phengomenex Kinetex C18, 150x2,10, 2,6um,
100 A

Massenspektrometer 6530 Accurate-Mass QToF LC/MS

Software Agilent Mass Hunter Workstation Software

Version B.05.00

Messparameter Massenspektrometer

lonisierung ESI-Positiv
Massenbereich 100 - 1700 Da
Kapillarspannung 3000
Fragmentorspannung 170V
Skimmer 65V
Nebulizer 35 psig
Gas Temp. 320°C
Gas Flow 8 L/min
Sheath Gas 380°C
Sheath Gas Flow 11 L/min
3*m/z

Kollisionsenergie MS/MS (CID) ———+5eV

variabel:

FlieBmittelsystem Gradientenprogramm:

Eluent A: 93 % Reinstwasser / 5 % Acetonitril Zeit / min Eluent A / EluentB/%
/ 2 % Ameisensiure %
Eluent B: 5 % Reinstwasser / 93 % Acetonitril / 0 100 0
2 % Ameisensdure 2 100 0
FlieRgeschwindigkeit: 0,4 ml / min 18 30 70
Siulentemperatur: 40 °C 22 0 100

23 0 100

3.2.4 Polyphenolmessung

Der Gesamtphenolgehalt der Extrakte wurde als Leitparameter eingesetzt, an diesem
wurde bei den Applikationsversuchen auch die Anwendungskonzentration festgelegt. Die
Bestimmung des Gesamtphenolgehalts erfolgte mittels Folin-Ciocalteu- Test, einer Mischung
aus Phospho-Molybdat und Phospho-Wolframat. Die Messung erfolgte liber die Reaktion

des Folin-Reagenzes im alkalischen Milieu zu einem blauen Farbstoff, dessen Konzentration
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bei einer Wellenlange von 735,8nm vermessen wurde. Als Standard diente Gallussdure-
Monohydrat, die Ergebnisse werden in Gallussdure-Aquivalenten angegeben (GAE).

Far die Messungen wurde eine wassrige Natriumhydroxid Lésung (0,5molar) und eine
Gallussdure-Stammloésung (c= 2,643g/L) hergestellt. Aus der Stammlésung wurde
anschlieBend eine Arbeitslésung (c= 528ug/ml) hergestellt. Die zusammenpipettierten
Losungen wurden geschittelt, in ein Wasserbad (T=37°C) gestellt und genau 15 Minuten
reagieren gelassen. Anschlieend wurde fiir eine Minute unter kaltem Wasser abgekiihlt und
bei 735,8nm in einer Quarzkiivette gemessen. Die Quantifizierung erfolgte (iber die
Kalibriergerade.

In Tabelle 2 sind die erforderlichen Loésungen fiir die Kalibrierung und Probenmessungen

dargestellt.

Tabelle 2: Losungen und Ansatzmengen fir die Kalibrierung und Probenmessungen der Gesamtphenole
Reagenz Wasser (ml)  NaOH (ml)  Gallussdure Arbeitslosung  Folinreagenz (ml)
Kalibrierung 0 | 2,9 1 0 0,1
Kalibrierung 1 | 2,8 1 0,1 0,1
Kalibrierung 2 | 2,7 1 0,2 0,1
Kalibrierung 3 | 2,5 1 0,4 0,1
Kalibrierung 4 | 2,4 1 0,5 0,1
Kalibrierung 5 | 2,2 1 0,7 0,1
Probe 2,4 1 Probe 0,5 0,1

Der Gehalt an phenolischen Substanzen wurde mit folgender Formel berechnet:

GAE R4

Hgml_ %

R: durch lineare Regression erhaltener Wert in ug GAE/ml

4: Volumen der Messlésung in ml
V: eingesetztes Probevolumen

Hohe GAE-Werte zeigen hohe Gesamtgehalte an Polyphenolen in den Probeldsungen an.
3.2.5 Riickstandsanalytik

Um Rickstande von Pflanzenschutzmitteln und eine daraus ableitbare Wirksamkeit
ausschlieBen zu kénnen, wurden alle verwendeten Extrakte einer Riickstandsanalytik mittels

HPLC-ESI-QToF unterzogen. Die eingesetzten Parameter sind in Tabelle 3 dargestellt.
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Tabelle 3: Parameter sowie eingesetzte Hard- und Software fiir die Rickstandsanalytik der Extrakte mittels
HPLC-ESI-QToF

LC Conditions

Column: Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18, 2.1 mm x 100 mm, 1.8 um
(p/n 959764-902)
Column temperature: 40°C
Mobile phase:  A:94,8% H20, 5% ACN, 0,2% HCOOH
B: 94,8% ACN, 5% H20, 0,2% HCOOH
Flow-rate: 0.3 mL/min
Gradient: Time0=0%B
Time 12 =100% B
Time 16 = 100% B
Time 17 =0% B
Post-time: 3 min
Injection volume:5 puL

MS Conditions

Mode: Positive ESI using Agilent G6530A
Q-ToF, Auto MS/MS

Nebulizer: 35 psi

Drying gas flow: 7 L/min

Drying gas temp: 250°C

Sheath gas flow: 10 L/min

Sheath gas temp:300°C

V capillary: 3500V
Fragmentor voltage: 125V
Mass range: MS: 100 — 1000 m/z, Acquisition rate 1 spectra/sec

MS/MS: 50 — 500 m/z, Acquisition rate 4 spectra/sec
Collision energy: 10, 20,30V
Mode: Negative ESI using Agilent G6530A
Q-ToF, Auto MS/MS
Nebulizer: 40 psi
Drying gas flow: 7 L/min
Drying gas temp: 250°C
Sheath gas flow: 10 L/min
Sheath gas temp:300°C

V capillary: 2500V

Nozzle voltage: 1500V

Fragmentor voltage: 125V

Mass range: MS: 100 — 1000 m/z, Acquisition rate 1 spectra/sec

MS/MS: 50 — 500 m/z, Acquisition rate 6 spectra/sec
Collision energy: 10, 20,30V

Software
Acquisition: Agilent MassHunter Workstation Software B.05.00
Qualitative analysis: Agilent MassHunter Qual Analysis B.06.00
Pesticide database: Agilent G6854AA Agilent MassHunter Pesticides PCD Version

B.04.00 (Mar-2011), 1609 compounds, actually 1642 compounds

Die Ergebnisse wurden mit den Angaben einer Pestiziddatenbank (erhéltlich von Agilent

Technologies) verglichen. Die Datenbank enthdlt 1609 Pestizide mit CAS-Nummern und
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Daten zur ldentifikation. Ca. 1400 Pestizide aus dieser Datenbank sind mit dem gewahlten
HPLC-Verfahren nachweisbar.

Zudem wurde der Kupfergehalt der Extrakte mittels Flammen-
Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) untersucht. Hierzu wurden Extraktlosungen in
bidestilliertem Wasser mit der Konzentration hergestellt, wie sie auch fiir die Spritzungen

verwendet wurden (1g/I GAE) und diese vermessen.
3.2.6 Haltbarkeit der Extrakte

Da fir einen spateren Vertrieb die Lagerfahigkeit bei gleichzeitiger Erhaltung der
positiven Eigenschaften eine groRe Rolle spielt, wurden Untersuchungen zur Haltbarkeit
durchgefiihrt. Hierbei wurde eine groBere Anzahl an Extrakten fiir ca. 6 Monate bei
unterschiedlichen Temperaturen (+ 54°C, +20°C, +4°C bzw. -21°C) gelagert und in
regelmaligen Abstdnden die Gesamtphenolgehalte als Leitparameter untersucht. Laut GIFAP
Technical Monograph No. 17 ist eine Probe, deren Inhaltsstoffe sich bei 54°C
Lagertemperatur in zwei Wochen zu weniger als 5% abbauen, zwei Jahre bei
Raumtemperatur lagerfahig. Auf diese Weise kann relativ schnell die Haltbarkeit Gberprift
werden.

Zudem wurden drei Extrakte (zwei zugekaufte und ein selbst hergestellter) fur zwei
Jahre bei Raumtemperatur gelagert und ebenfalls regelmaRig die Gesamtphenolgehalte
gemessen. Durch den Vergleich der Ausgangs- mit den nach einer gewissen Lagerdauer

gemessenen Gehalten wurde die Haltbarkeit bestimmt.
3.2.7 Herstellung der Formulierungen

3.2.7.1 Herstellung fliissiger Formulierungen

Fir die Herstellung von EC-Formulierungen (EC = Emulsifiable Concentrate) wurde der
Extrakt in geeigneten Losungsmitteln geldst und mit den jeweiligen Formulierungs-
Hilfsstoffen (Emulgatoren, Netzmittel, UV-Stabilisatoren, etc.) versetzt. Teilweise wurde die
Losung des Extraktes mit Hilfe von Warme- oder Ultraschallbehandlung forciert. Die so
hergestellten  Formulierungen wurden anschlieBend beziglich  Loslichkeit  bzw.
Suspendierbarkeit in Wasser untersucht. Durch Applikation auf Versuchs-Pflanzen wurden

die Bildung von Spritzflecken und die Benetzung der Blatter untersucht.
3.2.7.2 Herstellung fester Formulierungen

Fir die Herstellung von WP-Formulierungen (WP = Wettable Powder) wurde der Extrakt
und ggf. Netzschwefel mit fein vermahlenen Zusatzstoffen gemischt. Falls notwendig,

wurden die Pulver anschlieBend nochmals vermahlen oder gemdrsert. Die so hergestellten
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Pulver wurden in der entsprechenden Aufwandmenge in Wasser geldst bzw. suspendiert
und anschlieBend die Loslichkeit und das Sedimentationsverhalten untersucht.

Fir die Herstellung der WDG- und SG-Formulierungen (WDG = Waterdispersable
Granule; SG = Soluble Granule) wurden ebenfalls alle Inhaltsstoffe gemischt und ggf.
nochmals vermahlen. AnschlieRend wurde durch Zugabe von Wasser ein extrudierbarer Teig
hergestellt. Da Trifolio M nicht Gber einen Laborextruder verfiigt, wurde die Extrusion in
einer Spritze mit integrierter Siebplatte durchgefiihrt. Alternativ hierzu wurde der Teig auf
einem grob strukturierten Baumwolltuch verstrichen und Trocknen gelassen. Nach der
Ablosung der getrockneten Formulierung vom Baumwolltuch entstanden Granulate mit
einem Durchmesser von ca. 1 mm. Die so hergestellten Formulierungen wurden ebenfalls
beziiglich Loslichkeit bzw. Suspendierbarkeit, sowie auf Bildung von Blattflecken und der

Benetzung unterschiedlicher Blattoberflachen (Wein, Tomate) untersucht.
3.3 Gewichshausversuche

3.3.1 RLP AgroScience

Es wurden Extrakte aus unterschiedlichen Herstellungsverfahren in verschiedenen
Konzentrationen, Formulierungen und mit diversen Zusatzen getestet.

Neben den reinen Extrakten in verschiedenen Konzentrationen wurden auch Zusatze wie
Cocana-Seife, Salicylsdure und Netzschwefel untersucht. Cocana-Seife dient dabei als
Netzmittel und hat Wirkung gegen den Echten Rebmehltau, Salicylsdure hat
resisteninduzierende Wirkung und Netzschwefel dient ebenfalls als Wirkstoff gegen den
Echten Mehltau. Durch die Zumischung der Zusatze sollte einerseits ein moglicher positiver
Effekt, andererseits die Verwendbarkeit dieser teilweise etablierten Zusatzstoffe zusammen
mit Extrakt Gberprift werden.

Bei den eingesetzten Reben handelte es sich um Pfropfreben der Sorte Miiller-Thurgau,
Klon AF1 auf der Unterlage 5BB, Klon We48. Sie wurden in einem Gemisch aus Floraton 1
und Perlite (80/20) in 2L-Rosentdpfe gepflanzt. Die Sorte Miller-Thurgau wurde aufgrund
deren relativ hoher Empfindlichkeit fir den Falschen Mehltau ausgewahlt. Die Versuche
wurden nach der im Folgenden beschriebenen Vorgehensweise durchgefihrt. In Abbildung 3

sind die frisch getopften bzw. versuchsfertigen Reben im Gewachshaus gezeigt.
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Abbildung 3: a) Frisch getopfte Pfropfreben der Sorte Miller Thurgau; b) Reben nach ca. 6 Wochen. In dieser
GrolRe wurden sie fuir Versuche eingesetzt.
Aufbringen der Pflanzenschutzmittel und Extrakte

Sobald die Reben wenigstens zwolf Blatter entwickelt hatten, wurden Sie fiir die
Versuche eingesetzt. Jeweils acht Rebstdocke wurden dabei zu einer Versuchsgruppe
zusammengefasst, die die gleiche Extraktbehandlung erfuhr. Je eine Versuchsgruppe blieb
unbehandelt (Kontrolle), bzw. wurde mit Cuprozin flissig oder Delan WG in den
vorgeschriebenen Konzentrationen eingespriiht. Jede Versuchsgruppe wurde mindestens
zwei Mal zu unterschiedlichen Terminen getestet. Weitere Versuchsgruppen wurden
entsprechend mit den Extraktlésungen in verschiedenen Konzentrationen und Zusatzen
behandelt. Alle Lésungen wurden mit einem Druckluft-Pumpspriihsystem auf die
Blattunterseiten aufgebracht, bis ein flachiger Flissigkeitsfilm vorhanden war. Dieser wurde
vor der kinstlichen Infektion 24 Stunden antrocknen gelassen. So hatte die Pflanze Zeit, auf

die aufgebrachten Stoffe zu reagieren.
3.3.1.1 Kiinstliche Infektion

Fiir die kinstliche Infektion wurde eine Sporangiensuspension des Falschen
Rebmehltaus hergestellt. Hierzu wurden entweder stark befallene, sporulierte Blatter aus
einem vorangegangenen Versuch oder eingefrorenes Sporangienpulver eingesetzt. Die
Blatter mit Sporangienrasen wurden in ein Kunstoffgefd® mit ca. 100ml Leitungswasser
gegeben und das verschlossene Gefa eine Minute kraftig geschittelt, um die Sporangien
von den Blattern zu I6sen. AnschlieRend wurden die Blatter entfernt und die entstandene
Sporangiensuspension in einer Fuchs-Rosenthal-Kammer unter dem Mikroskop ausgezahlt.
Die Suspension wurde dann mit Wasser auf eine Sporangienkonzentration von 40.000/ml
eingestellt. Da bei Kontakt mit Wasser der ,Schlupf” der Zoosporen in relativ kurzer Zeit
(<1h) erfolgt, mussten diese Arbeiten moglichst zligig durchgefiihrt werden. Fir die
kiinstliche Infektion wurden die Blattunterseiten der bereits tags zuvor behandelten Reben
mit dieser Suspension sofort nach Herstellung gleichmaBig eingespriiht. Um eine geniigend

lange Periode mit fliissigem Wasser auf den Blattern zu erreichen, welches die Zoosporen
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des Falschen Mehltaus fiir eine Infektion bendétigen, wurden die Pflanzen nach dem
Einsprihen mit Kunststoffbeuteln iberzogen, um so die Verdunstung zu verhindern. Die
Beutel blieben tber Nacht auf den Reben und wurden am nachsten Morgen entfernt. Nach
der Infektion konnte der Pilz die Rebblatter eine Woche durchwachsen, bevor die Infektions-

und Befallsrate ermittelt wurde.

3.3.1.2 Bonitur

Um den Befall durch die kinstliche Infektion und den Effekt der Extrakte bzw.
Pflanzenschutzmittel zu bonitieren, wurde zunachst die Sporulation des Pilzes in den
befallenen Blattern ausgel6st. Dadurch ist die befallene Blattflache leichter zu identifizieren.
Hierzu wurden die Reben mit einer Brause griindlich befeuchtet und wiederum mit
Kunststoffbeuteln Uberzogen. Durch die unter den Beuteln herrschende hohe
Luftfeuchtigkeit wurde der Pilz Gber Nacht zur Sporulation angeregt. Am nachsten Morgen
wurden die Beutel entfernt und die sporulierte Blattfliche im Verhdltnis zur
Gesamtblattfliche jedes einzelnen Blattes optisch ausgewertet. In Abbildung 4 sind
beispielhaft einige Blatter mit unterschiedlich starkem Befall/Sporulation und den
zugeordneten prozentualen Befallszahlen dargestellt. Die Befallsrate jedes einzelnen Blatts
wurde dabei optisch in 10%-Schritten bewertet. Aus allen Werten der Blatter einer Pflanze
wurde ein Mittelwert der Infektion gebildet. Aus allen acht Pflanzen einer Gruppe wurden
schliefRlich die mittlere Infektion und die Standardabweichung dieser Gruppe berechnet.

AnschlieBend wurde aus den mittleren Infektionsraten der Kontrolle und der Extrakte

der Wirkungsgrad nach Abbott mit folgender Formel berechnet:

B, — B
we =—=%_"Ex100
By

WG: Wirkungsgrad nach Abbott
BK: Befall der Kontrollpflanzen
BE: Befall der mit Extrakt behandelten Pflanzen
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c) d)

Abbildung 4: Unterschiedlich stark befallene Rebblatter nach kinstlicher Infektion mit 40.000 Sporangien/ml
und sieben Tagen Inkubationszeit. a) 0%, b) 20%, c) 60%, d) 80%

3.3.2 Trifolio-M

Durchfiihrung von Versuchen im Klimaraum in den Pathosystemen Tomate-

/Phytophthora infestans und Botrytis cinerea
3.3.2.1 Phytophthora infestans

Etwa 3-5 Wochen vor Versuchsbeginn erfolgt die Aussaat von Tomatensamen der Sorte
»Minibell“ in 55er oder 77er Anzuchtschalen. Als Substrat wird Fruhstorfer Erde Typ T,
Struktur fein verwendet. Im 2-3 Blattstadium werden die Tomatenpflanzen in 11x11x11
Topfe mit Fruhstorfer Erde Typ T, Struktur 1lb getopft. Eine Variante besteht aus 5
Wiederholungen mit je einer Pflanze pro Wiederholung. Als interne Standards laufen in allen
Versuchen eine wasserbehandelte Kontrolle sowie ein Kupferstandard (Atempo;
Kupferoktanoat-Praparat, 1,5%, entspricht 0,027 % Reinkupfer) mit.

Die Versuchsdurchfiihrung findet in den firmeneigenen Klimardaumen statt. Die zu
testenden Formulierungen werden protektiv einen Tag vor der Inokulation mit Hilfe eines
Handpumpsprihers tropfnass auf die Pflanzen appliziert. Dies entspricht etwa einer
Aufwandmenge von ca. 4 ml/Pflanze. Die Pflanzen befinden sich im 3- 4 Blattstadium.

Einen Tag nach der Behandlung werden die Pflanzen mit einer Sporangiensuspension
von P. infestans infiziert. Dazu wird das Mycel von stark bewachsenen Agarplatten mit je 10
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ml Leitungswasser (bzw. Sporangiensuspension) abgeschwemmt, gerihrt und durch ein
grobes Sieb gefiltert. Flr die Bestimmung der Sporangiendichte wird eine 1:10 Verdiinnung
der Sporangiensuspension angesetzt und diese mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer
unter dem Mikroskop ausgewertet. Zur Verbesserung des Zoosporenschlupfes wird die
Sporangiensuspension fir 3,5 Stunden bei 5 °C in den Kiihlschrank gestellt.

Die Applikation erfolgt mit Hilfe einer Lackierpistole und eines Kompressors (GUDE, Typ
AL 210/8/249). Die Pflanzen werden tropfnass gespritzt und anschlieBend bei ca. 16 °C und
100 % rLF ohne Beleuchtung in dem Inkubator aufgestellt. Nach 24 Stunden wird ein
Beleuchtungsrhythmus von 16:8 Stunden Tag/Nacht bei 18°C eingestellt und die Pflanzen bis
zur Bonitur, die je nach Befallsstarke 5 bis 7 Tage nach Inokulation erfolgt, kultiviert.

Der Befall der Pflanzen wird durch Vvisuelle Erfassung des Anteils (%)
erkrankter/nekrotischer Veranderungen an Blattern/Stangeln an der Gesamtmasse einer
Pflanze/Wiederholung (100%) angegeben und fotografisch dokumentiert. Boniturskala: 1, 5,
10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, .., 90, 100 %. Mit den Boniturwerten der einzelnen
Wiederholungen werden Mittelwerte und Standardabweichung des Befalls (%) errechnet
und der Wirkungsgrad [ABBOTT] fir jede Variante ermittelt. Die Ergebnisse werden
tabellarisch und graphisch dargestellt.

3.3.2.2 Botrytis cinerea

Die Anzucht der Versuchspflanzen und Durchfiihrung der protektiven Behandlung
geschieht analog zu den wie fiir P. infestans beschriebenen Arbeiten.

Die Inokulation mit Botrytis cinerea erfolgt einen Tag nach der Applikation der
Testsubstanzen. Das Mycel von stark bewachsenen Agarplatten wird mit je 10 ml
Leitungswasser mit Zusatz von 1 Spatelspitze Tween 85 abgeschwemmt, geriihrt und durch
ein grobes Sieb gefiltert. Fiir die Bestimmung der Sporendichte wird eine 1:100 Verdlinnung
der Sporensuspension angesetzt und diese mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Zdhlkammer
unter dem Mikroskop ausgewertet. Zur Verbesserung der Sporenkeimung wird der
Sporensuspension Fructose und Gamborgs B5 Mineralsalz Mix hinzugegeben und alles fir
etwa eine Stunde auf dem Magnetrihrer geriihrt.

Die Applikation des Inokulums, Inkubation, Bonitur und Auswertung siehe Beschreibung

wie flur P. infestans.
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3.4 Freilandversuche

3.4.1 RLP AgroScience

Die Extrakte/Mischungen, die im Gewachshaus vielversprechende Effekte zeigten,
wurden anschlieend im Freiland Gberprift. Dies erfolgte Uber drei Vegetationsperioden von
2012-2014. 2012 wurden zunachst eine grofle Anzahl an Extraktkonzentrationen und -
Mischungen mit verschiedenen Zusatzen, dhnlich wie im Gewachshaus, untersucht. Dabei
sollten moglichst geeignete Formulierungen gefunden wund die Ergebnisse der
Gewadchshausversuche Uberprift werden. Die Mischungen wurden mittels Handspritzen
manuell ausgebracht. Die vielversprechenden Extrakte aus der ersten Freilandepisode 2012
wurden 2013 nochmals, teilweise in abgewandelter Mischung an einer weiteren Rebsorte
untersucht. 2014 wurde schlielRlich der Extrakt in groBerem Stil bei drei Winzern an

verschiedenen Rebsorten unter praxisnahen Bedingungen untersucht.
3.4.1.1 Handspritzen (2012/2013)

Das nach 6kologischen Richtlinien arbeitende Weingut Pflliger (Bad Diirkheim) stellte fiir
die Versuche Rebflachen zur Verfiigung, auf dem die verschiedenen Extrakte/Mischungen
getestet werden konnten. Es handelte sich dabei zum einen um ca. 6ar Flache, bestanden
mit ca. 350 Rebstdcke der Sorte ,,Schwarzriesling” (Flache 1). Die Reben waren in fiinf Reihen
a ca. 70 Pflanzen angeordnet. Die Lage der Versuchsflache ist in den Abbildung 5 und
Abbildung 6 dargestellt.

Abbildung 5: Lage der Versuchsflache fiir die Freilandversuche 2012 inmitten des Weinbaugebietes Pfalz
zwischen Bad Diirkheim (links oben) und Friedelsheim bzw. Génnheim (rechts unten)
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Abbildung 6: Lage der Versuchsflache fir die Freilandversuche 2012 im Detail. Die Flache besteht aus finf
Rebzeilen a ca. 70 Rebstécken und grenzt im Osten an ein Privatgrundstick, im Stiden an einen Feldweg und
weitere Weinberge, im Norden an eine Hecke/Bahnlinie und im Westen ebenfalls an weitere Weinberge

Im Jahr 2013 wurde zusatzlich eine weitere Rebflache, bestanden mit Riesling, in den
Versuch aufgenommen (Flache 2). Es handelte es sich dabei um eine fiir den Falschen
Mehltau anféllige Lage am Bad Dirkheimer Michelsberg von ca. 30ar Gesamtflache, wovon
ca. 6 ar fur den Versuch verwendet wurden. Die genaue Lage ist den Abbildung 7 und

Abbildung 8 zu entnehmen.

Abbildung 7: Lage der Versuchsflache mit Riesling fiir die Freilandversuche 2013 inmitten des Weinbaugebietes
Pfalz sudlich von Bad Duirkheim (links oben) am Michelsberg. Die 2012 genutzte Flache mit Schwarzriesling ist
am rechten Bildrand markiert.
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Abbildung 8: Lage der Riesling-Versuchsflache fiir die Freilandversuche 2013 im Detail. Die Flache besteht aus
zehn Rebzeilen mit durch die Dreiecksform bedingten unterschiedlichen Rebstockzahlen.

Fir die Versuche wurden die in Tabelle 4 (2012) bzw.
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Tabelle 5 (2013) aufgelisteten Extrakte/Mischungen eingesetzt. Als Basis dienten dabei
einerseits selbst hergestellte Extrakte (Eigenextrakt, EE) sowie andererseits zugekaufte
Traubenkernextrakte (Fremdextrakt, FE), da diese im Gewdachshaus ebenfalls sehr
vielversprechende Ergebnisse lieferten. Neben diesen beiden Extrakten und den daraus
hergestellten Mischungen mit verschiedenen Zusatzstoffen wurde Cuprozin fllssig als
Kupfer-Standardmittel eingesetzt, zusatzlich gab es eine unbehandelte Kontrolle. Cocana-
Seife wurde als Netzmittel eingesetzt. Es handelte sich dabei um ein im 6kologischen
Landbau zugelassenes Mittel auf Basis von Kokosfettsauren. In alle Mischungen wurde bei
jeder Behandlung Netzschwefel ,Stulln“ gegen den Echten Mehltau zugemischt. Ab Ende
Juni wurde zusatzlich Salucarb (Kaliumhydrogencarbonat) in der empfohlenen Konzentration

zugemischt.

Tabelle 4: Versuchsgruppen, GruppengréRe und Mischungszusammensetzung der Freilandversuche 2012 an
Schwarzriesling in Bad Dlrkheim

Konzentration Anzahl Cocana-
Gruppe GAE/I Pflanzen Seife Salicylsaure Netzschwefel Salucarb
Cu (Cuprozin) 50 - - 0,5% 1%
FE 0,5 0,5g/I 19 - - 0,5% 1%
FE 0,5 + Cocana 0,5g/I 14 0,5% - 0,5% 1%
FE 0,5 + Cocana + Salicylsaure 0,5g/I 20 0,5% 0,1% 0,5% 1%
FE 1 1g/l 20 - - 0,5% 1%
FE 1 + Cocana 1g/l 20 0,5% - 0,5% 1%
FE 1,5 1,5g/I 15 - - 0,5% 1%
FE 1,5 + Cocana 1,5g/I 20 0,5% - 0,5% 1%
EE 1 1g/| 16 - - 0,5% 1%
EE 1 + Cocana 1g/I 20 0,5% - 0,5% 1%
EE 1 + Cocana + Salicylsdure 1g/l 20 0,5% 0,1% 0,5% 1%
EE 1,5 1,5g/I 20 - - 0,5% 1%
EE 1,5 + Cocana 1,5g/I 20 0,5% - 0,5% 1%
EE 1,5 + Cocana +Salicylsdure 1,5g/I 17 0,5% 0,1% 0,5% 1%
Kontrolle - 19 - - 0,5% 1%
Kontrolle + Cocana - 16 0,5% - 0,5% 1%

Auf diese Weise konnte auch die Mischbarkeit der Extrakte mit etablierten und vielfach
eingesetzten Mitteln des 6kologischen Weinbaus Uberpriift werden. Die Aufteilung der
Reben und Versuchsgruppen auf den Flachen ist in den Abbildung 9 bis Abbildung 11
dargestellt.
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Abbildung 9: Anordnung der Versuchsgruppen bei den Freilandversuchen mit Schwarzriesling 2012.



Tabelle 5: Versuchsgruppen, Gruppengréfe (Zahl der Pflanzen) und Mischungszusammensetzung der
Freilandversuche 2013 an Schwarzriesling und Riesling in Bad Dirkheim

Extraktkonzentration Cocana- Netzschwefel Salucarb
Gruppe GAE/I Riesling Schwarzriesling Seife
Kontrolle 31 41 0,5% 1%
Cu (Cuprozin) 34 39 0,5% 1%
FE 1 +0,01% Cuprozin  1g/I 32 40 0,5% 1%
FE 0,5 + Cocana 0,5g/I 34 42 0,5% 0,5% 1%
FE1 1g/I 30 40 0,5% 1%
FE 1 + Cocana 1g/I 33 40 0,5% 0,5% 1%
EE 1,5 1,5g/1 32 41 0,5% 1%
EE 1,5 + Cocnana 1,5g/1 32 40 0,5% 0,5% 1%
Zeile 1 FE1 EE 15 +Cocana FE 1+0,01% Cuprozin Kontrolle Cu (Cuprozin) EE15
Zeile 2 Cu (Cuprozin) FE 1+Cocana FE1 EE 15 EE 15 +Cocana FEO05 +Cocana
Zeile3 EE 15 Kontrolle EE 15 +Cocana FE0,5+Cocana FE1 FE 1#0,01% Cuprozin |
Zeile 4 FE 1+Cocana | FE 05 +Cocana | Cu (Cuprozin) EE 15 +Cocana |
Zeile5 | FE100BCuprozin | EE15+Cocana | FE1 | FE1+Cocana Kontrolle |
Zeile 6 FE 1+Cocana EE 15 FE 10,01 Cuprozin
Zeile 7 Cu (Cuprozin) Kontrolle FEO0,5+Cocana
Zeile 8 FE1 FE 10,0%Cuprozin | FE1+Cocana |
Zeile 9 EE 15 Cu (Cuprozin) |
Zeile10 [ FEO,5+Cocana | Kontrolle |

Abbildung 10: Anordnung der Versuchsgruppen bei den Freilandversuchen mit Riesling 2013.

2012 wurde die Versuchsflache in 16 Gruppen aufgeteilt, um moglichst viele Mischungen
testen zu konnen, jede Gruppe bestand aus 15-20 Pflanzen. 2013 wurden nur noch
vielversprechende Extrakte in den Versuchsaufbau Gbernommen, daraus ergaben sich 8
Gruppen mit jeweils 30-40 Reben je Sorte. Um standortspezifische Einflisse (wie sie 2012
vorkamen) auszuschlieflen, wurde jeder Extrakt auf jeder Versuchsflaiche mehrfach an einem
Teil der Reben getestet, die jeweiligen Gruppen waren gleichmaBig tber die Flache verteilt.

Wahrend der Vegetationsperiode erfolgten zehn (2012) bzw. 13 (2013) Spritzgange,
wobei als Termine jeweils das Datum gewdhlt wurde, an dem aufgrund der
Witterungsbedingungen eine regulare Spritzung mit einem Kupferpraparat durchgefiihrt
worden ware. Die Daten fir Applikation, Bonituren und Ernte sind in Abbildung 12

zusammengefasst dargestellt.
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Anordnung der Versuchsgruppen bei den Freilandversuchen mit Schwarzriesling 2013.

Abbildung 11
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Abbildung 12: Applikations, Bonitur und Erntedatum der Versuchsflachen a) 2012 und b) 2013

3.4.1.1.1 Ansetzen der Losungen

Die fur die Spritzmischungen benétigten Zutaten (Cuprozin flissig, Extrakt,
Netzschwefel, Cocana, Salucarb) wurden am Tag zuvor abgemessen und bereitgestellt. Auch
die bendtigte Wassermenge (Leitungswasser) wurde in entsprechend beschriftete 10L-
Kanister abgefullt. Am Applikationstag wurden die jeweiligen Zutaten in die entsprechenden
Kanister gefillt und alles unter starkem Schitteln aufgelost und gemischt. Dann erfolgte
sofort die Fahrt zur Testflaiche. Zwischen dem Ansetzen der Mischungen und dem

Ausbringen lagen maximal drei Stunden.
3.4.1.1.2 Applikation

Vor der Applikation wurde jeder Kanister nochmals kraftig geschiittelt und die Mischung
dann in den Hand-Applikator (Gloria prima 5, Gloria Haus- und Gartengerate, Witten))
umgefillt. Die Reben wurden zunachst auf der Blattunterseite und dann auf der —Oberseite
so eingespriiht, dass sich moglichst ein flachiger, gleichmaRiger Flissigkeitsfilm ausbildete,
ohne dass die Spritzbriihe herunter tropfte. Reste der Spritzbriihe wurden auf dem
Randstreifen ausgebracht. Danach wurde der Applikator mit Leitungswasser ausgespiilt,
bevor die nachste Mischung eingefillt wurde. In Abbildung 13 wird die Vorgehensweise

beim Applizieren gezeigt sowie frisch eingespriihte Blatter.
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Abbildung 13: a) Einspriihen der noch jungen Austriebe (Gruppe P: Kontrolle + Cocana) b) frisch applizierte,
schon etwas altere Blatter

Bei jeder Applikation wurde die gesamte Blattfliche benetzt, also neben dem
Neuzuwachs auch &ltere Blatter, die bereits bei vorangegangenen Applikationen bespriiht
wurden. Da die genaue Grenze zwischen alten Blattern und Neuzuwachs nicht erkennbar
war und bei der maschinellen Spritzung ebenfalls immer der ganze Stock eingespriiht wird,

wurde fir die Versuche diese Vorgehensweise gewahlt.

3.4.1.1.3 Bonitur

Zur Auswertung des Befalls wurden die sichtbaren Olflecken bzw. ausgebrochenen
Infektionen aller Reben einer Gruppe gezihlt und addiert. Dabei wurde jeder Olfleck als eine
Infektion gewertet, groBere Flecken bzw. ineinanderlaufende Flecken entsprechend als
mehrere Infektionen. In Abbildung 14 ist ein relativ stark mit dem Falschen Mehltau
befallenes Blatt dargestellt, die ,Olflecken” auf dem Blatt sind deutlich zu erkennen. Bei der
Bonitur wurde jeder dieser Flecken als eine Infektion gezahlt. GroBere und ineinander

laufende Flecken (hier z.B. untere Blattspitze) wurden entsprechend als mehrere Infektionen

gewertet.

Abbildung 14: Beispiel eines relativ stark mit dem Falschen Mehltau infizierten Blatts, deutlich sind die
gelblichen ,Olflecken” zu erkennen, in denen der Pilz das Blattgewebe befallen hat.
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3.4.1.1.4 Ernte und Kelter

Bei der Ernte wurden zunachst alle Trauben eines Rebstocks abgeschnitten und
gemeinsam gewogen. Hieraus ergab sich der Ertrag pro Rebstock. Aus der Summe der
Ertrage einer Versuchsgruppe wurden der Gesamtertrag der Gruppe und daraus der
durchschnittliche Ertrag pro Rebstock berechnet. Die frisch geernteten Trauben wurden
dann im Weingut Pfliger mit einer kleinen Hydropresse ausgepresst, der Most aufgefangen
und in Glasballons gefiillt (siehe Abbildung 15 und Abbildung 16). Kam nach einigen Minuten
kein weiterer Most, wurden die teilweise ausgepressten Trauben per Hand durchmischt und
anschliefend nochmals gepresst. Auf diese Weise wurde eine vollstandigere Pressung
erreicht. Der gekelterte Most wurde in Glasballons gefillt und zu Wein verarbeitet.

L - . -
G ' E’ : - -

Abbildung 16: Geoffnete Hydropresse mit ausgepressten Versuchstrauben und einige fertig befiillte
Glasballons.

3.4.1.2 Maschinelles Spritzen (2014)

Um moglichst praxisnahe Ergebnisse zu erzielen, wurde 2014 ein Extrakt, der aus den

vorangegangenen Versuchen als vielversprechend bewertet wurde, bei drei Winzern unter
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praxisiblichen Bedingungen an verschiedenen
Rebsorten eingesetzt und die Effekte Gberprift. In
Abbildung 17 sind die Lagen der Versuchsflachen in
einer Ubersichtskarte der Weinstrasse eingetragen.
Winzer 1 und 3 hatten Lagen nordostlich bzw.
nordlich von Bad Dirkheim (oberer Bildrand),
Winzer zwei arbeitete mit Lagen zwischen
Deidesheim und Ruppertsberg.

Alle drei Winzer arbeiten nach den Prinzipien
des Okologischen Weinbaus. Eingesetzt wurden die
sonst auch Ublicherweise von ihnen verwendeten
maschinellen Weinbergsspritzen (Abbildung 18). Der
Extrakt wurde in der Konzentration 2g/l (entspricht
1g/l GAE) eingesetzt. Winzer 1 und 3 verwendeten
den reinen Extrakt, Winzer 2 setzte Extrakt,
gemischt mit einem Kupferprdparat (80% der sonst

regular verwendeten Menge) ein.

Abbildung 17: Lage der Versuchsflachen der drei Winzer. Winzer 1 und 3 haben Lagen norddstlich bzw. nérdlich
von Bad Dirkheim (Oben), Winzer 2 bearbeitet Lagen zwischen Deidesheim und Ruppertsberg (Mitte). Die RLP
AgroScience befindet sich in MuRbach, nérdlich von Neustadt/Weinstrasse

Abbildung 18: Winzer 1 bei der Applikation der Extrakte am 13.6.2014
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Die Termine flr Spritzungen, Bonituren und Ernte bei den verschiedenen Winzern sind in

Abbildung 19 zusammengefasst.
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Abbildung 19: Applikations, Bonitur und Erntedatum der Versuchsflachen bei a) Winzer 1, b) Winzer 2 und c)
Winzer 3

3.4.1.3 Versuche mit kiinstlicher Infektion (2012)

Zusatzlich zu den Freilandversuchen beim Weingut Pfliger wurden ebenfalls
Versuchsreihnen beim DLR Rheinpfalz in Neustadt im Rahmen der reguldren
Spritzmittelprifung durchgefiihrt.

Untersucht wurden selbst hergestellter Extrakt mit 1g/L GAE bzw. zugekaufter Extrakt,
ebenfalls mit 1g/L GAE, jeweils mit 0,5% Cocana-Seife-Zumischung. Jede Versuchsgruppe
bestand aus je 15 Miller-Thurgau-Reben. Die verschiedenen Arbeitsschritte und Termine
sind in Abbildung 20 zusammengefasst. Je Gruppe wurde ein Trieb am 23.5.2012 kinstlich
mit Falschem Mehltau infiziert. Nach einer Woche (30.5.2012) konnten an diesen Trieben
massiv Olflecken beobachtet werden. In der folgenden Nacht wurde mit einer kiinstlichen
Uberkronenberegnung begonnen, SO dass optimale Sporulations- und
Infektionsbedingungen herrschten. Jeweils nach erneutem Ablauf der Inkubationszeiten

bzw. beim erneuten Auftreten von Olflecken wurde die Uberkronenberegnung wiederholt,
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um eine neue starke Reinfektion zu gewadhrleisten. Am 4.7. und 14.7. kam es zu
Hagelschlagen, weshalb es bei der Abschlussbonitur nicht moglich war, zwischen

Hagelschaden und Schaden durch Peronosporabefall zu unterscheiden.

@ Applikation
M Bonitur
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a0 0D TN 00 TN D X Infektion
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Abbildung 20: Infektions-, Applikations-, Beregnungs- und Boniturdatum beim Freilandversuch des DLR
Rheinpfalz

3.4.2 Trifolio-M

Versuche zur Untersuchung von Trester-Formulierungen gegen P. infestans an Tomaten

der Sorte Harzfeuer unter Freilandbedingungen 2013 und 2014.
3.4.2.1 Durchfiihrung

Die Versuchsdurchfiihrung findet auf der Versuchsflache ,Alter Steinbacher Weg“ der
Universitat Giel3en statt.

Tomaten der Sorte ,Harzfeuer” wurden am 25.04.13 bzw. 22.04.2014 als
Einzelkornablage in 77er Multiplatten ausgesdt und in den Klimakabinen der Trifolio-M
GmbH aufgestellt. Als Substrat wird Fruhstorfer Erde Typ T, Struktur fein verwendet.

Dafiir wurden fiir ca. 150 bendtigte Pflanzen ca. 200 Samen gesat. Die Jungpflanzen
wurden Mitte Mai umgetopft und gestabt. Anfang Juni wurden die Pflanzen in das
freistehende Gehege im Anschluss an die Gewachshauszelle aufgestellt, um sie fir das
Auspflanzen ins Freiland abzuharten. Diese Anpassungsphase erfolgte 7 Tage lang, wobei die
Pflanzen in dieser Zeit mit einem Vlies bzw. Plane, welche direkt UGber den Pflanzen
aufgespannt wurden, vor der starken Sonneneinstrahlung um die Mittagszeit geschiitzt
waren. Die Pflanzen wurden zu diesem Zeitpunkt mit Wuxal N gediingt (ca. 1 | Diingerwasser
mit 15 ml Dinger). Am 12.06.2013 bzw. 01.07.2014 wurden die Pflanzen auf die
Versuchsflache der Universitat GieBen im Alten Steinbacher Weg gepflanzt. Abstand in der
Reihe: zwischen den Wiederholungen 0,5 m, zwischen den Varianten 1 m, zu den
Seitenrandern 0,75 m. Zwischen den Reihen: 1,5 m. Im Juni wurden die Pflanzen regelmaRig
ausgegeizt. Bis zum Versuchsstart (Beginn der Spritzungen 02.07.2013 bzw. 22.07.2014)
wurden die Pflanzen bei Phytophthora-Warnung mit einer Kupferschutzbehandlung
behandelt.
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3.4.2.2 Applikation der Extraktformulierungen/Standards

Am 02.07.2013 bzw. 28.07.2014 erfolgte die erste Bonitur und es wurde mit den
Behandlungen begonnen. Das vorgesehene Spritzintervall war 7- 10 Tage, je nach Witterung
und Befallsdruck. Insgesamt wurde in 2013 zwolf Mal behandelt mit einer
Abschlussspritzung am 24.09.2013. In 2014 wurde insgesamt sechsmal behandelt mit einer
Abschlussspritzung am 25.08.2014. Die Pflanzen wurden mit Hilfe einer handelsiiblichen
Rickenspritze (5 1), auf Blattober- und Unterseite tropfnass gespritzt. Dies entspricht etwa
einer Aufwandmenge von 800 ml/Variante (15 Pflanzen) < 50 cm bis 1,3 L/Variante > 1,0 m.
Ab Juli wurde mit einer Ublichen Menge von 1,5L Spritzbriihe/Variante gerechnet.

Einmal wochentlich vor der nachsten Behandlung wird der Befall der Pflanzen mit
Phytophthora infestans (Pi) festgestellt. Dazu wird visuell der Anteil (%) der
symptomaufweisenden Blattflachen in Relation zur Gesamtblattflache/Pflanze geschatzt. Die
Anzahl gesunder und befallener Friichte wird bestimmt und danach nicht entfernt. Aus den
Boniturwerten der einzelnen Pflanzen werden Mittelwerte fiir jede Variante gebildet, die
Standardabweichung berechnet und der Wirkungsgrad nach Abbott ermittelt. Die Werte
werden tabellarisch und graphisch dargestellt.

Seitentriebe und Unkrautbewuchs werden regelmalig entfernt und die Pflanzen an
Tomatenstdben hochgebunden. Alle 4 Wochen wurden die Pflanzen gediingt (1,3 L/Pflanze

Neudorf organischer Tomatendiinger).
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4 Darstellung der wichtigsten Ergebnisse
4.1 Verarbeitung und Konservierung des Tresters, Extraktionsverfahren

Die Restfeuchte der verwendeten Trester betrug jeweils ca. 70%. Aufgrund der
Erfahrungen im ersten Versuchsjahr wurde der Trester in den folgenden Jahren nicht erst
getrocknet und danach ausgesiebt, sondern direkt im frisch gepressten Zustand gesiebt, um
die Kerne zu erhalten. Die dabei erzielten Ausbeuten der verschiedenen Lagerformen bzw.

Extraktionsverfahren sind in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Rebsorten und die jeweils daraus gewinnbaren Mengen an trockenen Kernen, bezogen auf 1000kg
frischen Trester. Die prozentuale Ausbeute der Kerne bezieht sich auf die Menge trockener Kerne, die aus einer
Tonne frischen Tresters gewonnen werden, die prozentuale Ausbeute des Extrakts bezieht sich auf die Menge
gewinnbaren Extraktpulvers bezogen auf die trockenen Kerne.

Sorte trockene Kerne (kg) Ausbeute (%) Kerne  Extrakt (kg) Ausbeute (%) Extrakt
Riesling 2010 46 4,6 9,2 20,0

Riesling 2010 siliert 46,6 4,7 3,3 7,1

Cabernet Sauvignon 2010 | 55,2 5,5 4 7,2

Riesling 2011 "kalt" 60,8 6,1 8,1 13,3

Riesling 2011 "60°C" 60,8 6,1 12,8 21,1

Beim Siebvorgang per Hand konnten nicht samtliche Kerne des Tresters ausgesiebt
werden, sondern es wurden nur die relativ freien, nicht in Beerenhiillen eingeschlossenen
Kerne erfasst. Sollen alle Kerne erfasst werden, ist eine intensivere mechanische
Bearbeitung notig, die eingeschlossene Kerne aus den Hauten befreit und sie damit
zuganglich macht.

Dabei wurde zwischen frischem und siliertem Rieslingtrester und Cabernet Sauvignon
aus 2010, sowie Rieslingtrester aus 2011 unterschieden. Es konnte ein deutlicher
Unterschied zwischen den Kernanteilen der beiden Jahrgange festgestellt werden, wahrend
der Riesling und der silierte Riesling des gleichen Jahres nur einen geringen Unterschied im
Kernanteil aufwiesen. Deutlich hoher war der Kernanteil bei Cabernet Sauvignon.

Die Extraktausbeute aus Rieslingkernen war mehr als doppelt so hoch, wie bei Cabernet
Sauvignon. Ein Erwarmen des Losungsmittels brachte nochmals deutlich hohere
Extraktmengen.

Der Vergleich zwischen dem Batch-Verfahren und der Perkolation ergab bei geringerem
Arbeitsaufwand und niedrigerem Losungsmitteleinsatz bei Letzterem ahnliche Ausbeuten
bei beiden Verfahren. Aus diesem Grund wurden alle weiteren Extraktionsversuche nur mit
dem Perkolationsverfahren durchgefiihrt.

In Tabelle 7 sind einige der hergestellten Extrakte, deren Ausgangsstoffe, die Ausbeute

und eingesetzte Losungsmittel dargestellt.

40



Tabelle 7: Auswahl einiger Ausgangsstoffe mit Menge, eingesetztem Losungsmittel (Mischung und Volumen),
gewonnener Extrakt (Menge, Ausbeute, Aussehen) und Bemerkungen zur Herstellung

Kerne Losungsmittel Losungs Extrakt Ausbeute
Rebsorte (g) (Art) mittel(L) (g) (mg/g) Aussehen Sonstiges
Riesling Kerne 2010 500 MeOH 100% 2,4 40,6 81,1 rotbraun
Riesling Kerne 2010 333,3 MeOH/H2050% 1 58,8 176,3 rotbraun
Riesling Kerne 2010 500 EtOH 100% 1 41,6 83,2 rotbraun
Riesling Kerne 2010 400 EtOH 96% 2 56,3 140,7 rotbraun
Riesling Kerne 2010 500 EtOH/H2050% 1,9 94,3 188,6 rotbraun  vorbefeuchtet
Riesling Kerne 2010 500 EtOH/H2050% 1,5 89,6 179,3 rotbraun  vorbefeuchtet
Riesl. Kerne 2010, siliert | 1000 EtOH/H2050% 2 71,2 71,2 gelblich vorbefeuchtet
Kerndlpresslinge 2006 1000 EtOH/H2050% 2 92,3 92,3 rotviolett vorbefeuchtet
Riesling Kerne 2011 1000 EtOH/H2050% 2 133,3 133,3 rotbraun  vorbefeuchtet
Riesling Kerne 2011 2120 EtOH/H2050% 4 284,8 134,4 rotbraun  vorbefeuchtet
Riesling Kerne 2011 400 EtOH/H2050% 2 84,61 211,5 rotbraun  grob, 60°C
Riesling Kerne 2011 400 EtOH/ H2050% 2 84,22 210,5 rotbraun  fein, 60°C

Die hochsten Ausbeuten konnten mit Losemittelgemischen aus je 50% Alkohol und
Wasser erreicht werden. Hierbei gab es keinen Unterschied zwischen Ethanol und Methanol.
Es wurden verschiedene Extraktionsmittelvolumina getestet, um die richtige Menge fir
bei

Rickgewinnungskosten zu erreichen. Hierzu wurden mehrere Fraktionen aufgefangen und

eine  optimale  Extraktion gleichzeitig  geringsten  Losungsmittel- und
jeweils der Gesamtphenolgehalt bestimmt. Unter einer bestimmten Konzentration wurde
der Schrot als vollstandig extrahiert angesehen. Die optimale Losemittelmenge betrug das
drei- bis vierfache der eingesetzten Menge Extraktionsgut. Als optimales Losungsmittel im
Hinblick auf Ausbeute, Preis, Unbedenklichkeit und Handhabung wurde deshalb fir weitere
Extraktionen eine 50%ige Mischung aus Ethanol und Wasser verwendet.

Der Einfluss des Mahlgrades auf die Extraktmengen war dabei vernachlassigbar, feinere
Mahlgrade ergaben keine erhéhte Ausbeute. Ein Erwarmen des Losungsmittels auf ca. 60°C
brachte jedoch eine Steigerung der Ausbeute, erforderte jedoch besondere
VorsichtsmaBnahmen wegen der Verdampfung des Ethanols (Giftigkeit, Brennbarkeit) und
bedingt einen erhohten Energieaufwand. Im industriellen MaRstab kann und sollte dieser
Effekt mit entsprechend konzipierten Anlagen produktionssteigernd eingesetzt werden.

Es ist jedoch darauf zu achten, dass das Losungsmittel nicht zu schnell durch den Schrot
flieBt, um eine optimale Extraktion zu erreichen. In den Versuchen stellte sich eine
Stromungsgeschwindigkeit von ca. 50 ml/min fiir die eingesetzte SaulengroRe als guter
Kompromiss heraus. Reines Wasser sorgte fiir eine starke Quellung der Kerne, was zu einer
starken Volumenzunahme fiihrte, welche gerade in der Extraktionssaule problematisch war.
Deshalb wurden die geschroteten Kerne in spateren Versuchen zunachst mit einem Teil des
Losungsmittels vorgequollen und erst danach in die Saule gefillt. Zudem ist Wasser spater
nur mit deutlich hherem Energieaufwand aus den flissigen Extrakten zu entfernen und es
werden viele Eiweillstoffe gelost, die beim Riickgewinnen des Lésungsmittels koagulieren

und im Anschluss nicht wieder in Losung gehen. Reiner Alkohol I6ste im Gegensatz dazu
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neben den Polyphenolen auch groRere Mengen der Kerndle, die spater ebenfalls zu
Loslichkeitsproblemen fiihrten.

Alle Extrakte waren tief dunkelrot gefarbt, auBer der Extrakt aus silierten Kernen, dieser
war hellgelb und besal} einen sduerlichen Geruch (Essig), erst in hoher Konzentration war er
ebenfalls dunkelrot.

Sinnvoller Weise sollten die Kerne deshalb direkt aus dem frischen Trester gesiebt und
sofort getrocknet werden. Der Einsatz von Kernpresslingen aus der Traubenkernol-
Gewinnung brachte nur eine recht geringe Ausbeute, moglicherweise ist dies jedoch auch
auf die bereits einige Jahre alten Presslinge zuriick zu fiihren.

Fiir eine zukilnftige Extrakt-Produktion wurden die folgenden Parameter als optimal

festgestellt:

e Losungsmittel-Mischung aus 50% Ethanol/Wasser

e Nur Kerne verwenden, um moglichst wenig Zucker/Sauren zu extrahieren

e Schroten/Aufbrechen der Kerne, um eine bessere Extraktion zu erreichen

e Vorquellen des Kernschrots fiir ca. 30 min im Extraktionsmittel

e Einsetzen von ca. der drei- bis vierfachen Menge Losungsmittel pro kg Kerne
e Einsetzen des Perkolationsverfahrens, da einfachere, schnellere Extraktion

e Erwdrmen des Losungsmittels auf max. 60°C
4.2 Untersuchung der Inhaltsstoffe

Bei der Charakterisierung der Extrakte wurden die in Tabelle 8 dargestellten Parameter
gemessen.

Wie aus der Tabelle zu entnehmen ist, sind zwischen den untersuchten Extrakten
deutliche Unterschiede in der Zusammensetzung zu erkennen. Beim Fremdextrakt sind die
Summe der (Epi)Catechine und die Summen der Di-, Tri- und Tetramere bei den Typ-B
Proanthocyanidinen sowie die Monomere und die Polymere der galloylierten
Proanthocyanidinen im Vergleich zu den selbst hergestellten Extrakten relativ niedrig bzw.
nicht vorhanden. Allerdings sind die Werte bei den Typ-A-Proanthocyanidinen beim
Fremdextrakt sehr hoch, wahren dort bei den Eigenextrakten nichts gefunden wurde. Die
Eigenextrakte unterscheiden sich deutlich bei den verschiedenen Jahrgdangen in Bezug auf

die Monomeren Catechinen, die Typ-B- und die galloylierten Proanthocyanidine.
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Tabelle 8: Charakterisierung verschiedener Extrakte auf typische Inhaltsstoffe. Alle Ergebnisse sind als
Peakflachenverhaltnis (Peakflache Analyt/Peakflache ISTD) dargestellt.
Monomere Catechine*  B-Typ-Proanthocyanidine*

Summe (Epi)Catechin Summe Dimere  Summe Trimere Summe Tetramere
Eigenextrakt 2010 2,975 2,524 0,469 0,033
Eigenextrakt 2012 0,768 1,145 0,145 0,012
Eigenextrakt 2013 1,243 1,985 0,288 0,025
Fremdextrakt 0,315 0,705 0,161 0,003

A-Typ-Proanthocyanidine*

Summe Dimere Summe Trimere Summe Tetramere Summe Pentamere
Eigenextrakt 2010 0,000 0,000 0,000 0,000
Eigenextrakt 2012 0,000 0,000 0,000 0,000
Eigenextrakt 2013 0,000 0,000 0,000 0,000
Fremdextrakt 3,412 1,837 1,078 0,142

Galloylierte Proanthocyanidine*

Monomere Summe Dimere Summe Trimere Summe Tetramere
Eigenextrakt 2010 0,054 0,564 0,070 0,006
Eigenextrakt 2012 0,034 0,251 0,029 0,001
Eigenextrakt 2013 0,039 0,422 0,049 0,002
Fremdextrakt 0,000 0,000 0,000 0,000

4.2.1 Bestimmung der Gesamtphenole

Die gemessenen Gesamtphenolgehalte der verschiedenen Extrakte werden in den

entsprechenden Kapiteln (4.2.3; 4.4.1) behandelt.
4.2.2 Riickstandsanalytik

In keinem der Extrakte konnten Rickstdnde oberhalb der Nachweisgrenze fiir die im
angewandten Verfahren detektierbaren ca. 1400 Pestizide gefunden werden. Auch der

Kupfergehalt der Extrakte lag unterhalb der Nachweisgrenze der AAS (0,2mg/I).

4.2.3 Haltbarkeit der Extrakte

Die bei unterschiedlichen Bedingungen gelagerten Extrakte wurden in regelmaRigen
Abstdanden auf ihre Gesamtphenolgehalte untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 9
dargestellt. Wie aus der Tabelle zu entnehmen ist, existieren keine grofen Unterschiede
zwischen den Aufbewahrungsmethoden. Tendenziell scheint die Aufbewahrung bei
Raumtemperatur eher zu einer Abnahme der GAE zu fiihren, als im Gefrierfach, trotzdem ist

vermutlich eine ausreichend lange Haltbarkeit gewahrleistet.
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Tabelle 9: Messwerte (als GAE in mg/g)) und daraus berechnete Zu/Abnahme des Gesamtphenolgehalts
verschiedener Extrakte im Warmeschrank (54°C), bei Raumtemperatur (20°C), im Kihlschrank (4°C) bzw. im
Gefrierfach (-20°C). Hellgrau unterlegt sind die prozentualen Zu/Abnahmen in % bei den im Warmeschrank
aufbewahrten Extrakten nach zwei Wochen.

Ab/Zunahme Ab/Zunahme
17. 24. 10. 10. 08. (%) nach 2 (%) nach 6

Probe Feb. Feb. Mrz. Mai Aug. Wochen Monaten
Warmeschrank Riesling gereinigt 544 551 492 430 533 -11 -2
Raumtemperatur Riesling gereinigt 544 548 452 425 558 -20 3
Kuhlschrank Riesling gereinigt 559 542 486 429 545 -15 -3
Gefrierfach Riesling gereinigt 517 530 486 431 535 -6 3
Warmeschrank Riesling ungereinigt 308 375 365 330 388 16 21
Raumtemperatur Riesling ungereinigt 295 354 337 326 372 13 21
Kahlschrank Riesling ungereinigt 302 371 340 369 382 11 21
Gefrierfach Riesling ungereinigt 289 346 353 355 494 18 42
Warmeschrank Cabernet gereinigt 446 396 456 446 471 2 5
Raumtemperatur Cabernet gereinigt 474 417 457 483 340 -4 -39
Kihlschrank Cabernet gereinigt 408 427 438 456 486 7 16
Gefrierfach Cabernet gereinigt 473 473 450 358 503 -5 6
Warmeschrank Cabernet ungereinigt 330 444 356 387 330 7 0
Raumtemperatur Cabernet ungereinigt 327 364 327 198 425 O 23
Kihlschrank Cabernet ungereinigt 311 349 305 386 504 -2 38
Gefrierfach Cabernet ungereinigt 294 342 295 371 49 O 41

Die langer gelagerten Extrakte wurden ebenfalls auf ihre GAE-Gehalte untersucht, die
Resultate sind in Tabelle 10 und

Tabelle 11 zusammengestellt. Fremdextrakt ist hierbei ein von einem kommerziellen
Hersteller bezogener Extrakt, Eigenextrakt wurde im Labor nach dem oben beschriebenen

Verfahren selbst hergestellt.

Tabelle 10: Gesamtphenolgehalte verschiedener Extrakte nach unterschiedlicher Lagerdauer in
Gallussaureaquivalenten (GAE)

GAE in mg/I
Extrakt 2/2012 12/2012 2/2014
Fremdextrakt 520 498 457
Eigenextrakt fliissig 159 149 173

Tabelle 11: Gesamtphenolgehalte verschiedener Extrakte nach unterschiedlicher Lagerdauer in % der
urspringlich (2/2012) vorhandenen Menge

Gehaltin %
Extrakt 2/2012 12/2012 2/2014
Fremdextrakt 100 96 88
Eigenextrakt fliissig 100 93 109

Auch nach zwei Jahren Lagerung sind vom Fremdextrakt noch ca. 88% des urspriinglich
gemessenen Polyphenolgehalts vorhanden. Dies entspricht, unter Hinzuziehung des Wertes
vom Dezember 2012, dass pro Jahr ca. 5-6% des urspriinglich vorhandenen

Polyphenolgehaltes abgebaut werden.
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Beim selbst hergestellten, flissigen Extrakt konnte im ersten Lagerungsjahr ein Abbau
von ca. 7% festgestellt werden, wahrend im zweiten Lagerjahr wieder eine leichte Zunahme
stattfand.

4.3 Formulierungen

Ein Ziel bei der Entwicklung war, die durch die Behandlung mit Fremdextrakt und
Netzschwefel entstehenden Spritzflecken zu reduzieren. Fir den Einsatz im Freilandversuch
sollten die aktiven Inhaltsstoffe durch Zugabe geeigneter UV-Stabilisatoren gegen einen
moglichen Abbau durch Sonnenlicht geschiitzt werden. Die im Projekt hergestellten
Formulierungen sind in Tabelle 12 aufgelistet. Die Kriterien flir die Untersuchung der
Formulierungen in Pflanzentests waren eine gute, stabile Loslichkeit und eine gute

Applizierbarkeit (Disengangigkeit, Spreitung).

Tabelle 12: Ubersicht der in der Projektzeit hergestellten Formulierungen

Lfd. Zusammensetzung fur .
Nr Name 1 L Spritzbriihe Art der Formulierung  Aufwandmenge Bemerkungen
Fremdextrakt — 2,0 g -
! W I K fur Pl
1 CT-001 | Netzschwefel — 6,0 g ettable 10g/L riterien flr anzentest

Powder (WP) nicht erfillt

Tensid1-2,0g

Fremdextrakt — 2,0 g
2 CT-002 | Netzschwefel — 6,0 g WP 10 g/L
Tensid2-2,0g

Kriterien fur Pflanzentest
nicht erfullt

Fremdextrakt — 2,0 g

Netzschwefel — 6,0 g Kriterien fiur Pflanzentest
3 €T-003 Tensid 1 - 10 g we 10g/L nicht erfallt
Tensid2-1,0g
Fremdextrakt — 2,0 g
Netzschwefel — 6,0 g
Tensid A - 04 g L ..
4 CT-004 |Tensid B - 04 g WP 10g/L Elr:het”eer?u”:”r Pllanzentest
UV-Schutz 1 - 04 g
UV-Schutz 2 - 04 g
UV-Schutz3-0,4¢g
e 205 enusian
5 CT-005 & ~8  Concentrate 6,8 g/L Sieht ganz gut aus.
Emulgator1-0,4g (EQ)

UV-Schutz4-0,4¢g

Fremdextrakt—2,0 g

6 CT-006 | Emulgator 1-2,0 g EC 5,08/l Kriterien fur Pflanzentest

UV-Schutz 4— 1.0 g nicht erfillt.

Fremdextrakt— 2,0 g

Netzschwefel — 6,0 g Kriterien fir Pflanzentest
U SO Tensid 1 - 3,0 g wP 12,0g/L nicht erfullt

Flllstoff 1-1,0g
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Lfd. Zusammensetzung fir .
Nr Name LS e Art der Formulierung  Aufwandmenge Bemerkungen
Fremdextrakt— 2,0 g
Netzschwefel — 6,0 g
Tensid 1 - 3,0 g .
8  CT-008 |Fillstoff1-1,0g WP 15,0 g/L '”;tesiz"a”d"ersum 2013
UV-Schutz 1 — 1,0 g g
UV-Schutz 2 - 10 g
UV-Schutz3-1,0g
Fremdextrakt—2,0 g - .
9  CT-009 |Zusatzstoffmix 1 - 4,0 EC 6,0g/L Kriterien flr Pflanzentest
nicht erfllt
8
o crom |Temdemiagg S pelnern 201
Zusatzstoffmix2-4,0g 8 g
(sC)
EC
Fremdextrakt—2,0 g
11 CT-011 | Zusatzstoffmix1-6,0g 8,0g/L
5 E Fremdextrakt—2,0 g EC 8.0 g/L
Zusatzstoffmix2-6,0 g e
Fremdextrakt— 2,0 g
Netzschwefel — 4,0 g
Tensid 1 - 20 g
13 CT-013 | Fillstoff1-0,5¢g WP 10g/L
UV-Schutz 1 - 0,5 g
UV-Schutz 2 - 0,5 ¢
UV-Schutz3-0,5g
Fremdextrakt— 2,0 g
Netzschwefel — 2,0 g
Tensid 1 - 20 g
14 CT-014 |Fillstoff1-0,5¢g WP 8g/L
UV-Schutz 1- 0,5 g
UV-Schutz 2 — 0,5 g
UV-Schutz3-0,5¢g
Fremdextrakt— 2,0 g
Tensid 1 - 20 g
Flllstoff 1-0,5g
15 CT-015 | (o o7 05 g WP 6g/L
UV-Schutz 2 — 0,5 g
UV-Schutz3-0,5¢g
Fremdextrakt— 2,0 g
Netzschwefel — 6,0 g
Tensid 1 - 20 g
16 CT-016 | Fillstoff1-0,5¢g WP 12 g/L
UV-Schutz 1 — 0,5 g
UV-Schutz 2 — 0,5 g
UV-Schutz3-0,5¢g
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Lfd.

Nr

Name

Zusammensetzung fir
1 L Spritzbriihe

Art der Formulierung

Aufwandmenge Bemerkungen

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

CT-017

CT-018

CT-019

CT-020

CT-021

CT-022

CT-023

CT-024

CT-025

CT-026

Fremdextrakt—2,0 g
Tensid1-2,0g

Fremdextrakt—2,0 g
Tensid1-3,0g

Fremdextrakt—2,0 g
Emulgator2-2,0g
(vorher ins  Wasser
geben)

Fremdextrakt—2,0 g
Emulgator 3 - 2,0 g
(vorher ins Wasser
geben)

Fremdextrakt—2,0 g
Emulgator1-2,0g
(vorher ins Wasser
geben)

Fremdextrakt—2,0 g
Tensid2-2,0g

Fremdextrakt—2,0 g
Emulgator4-2,0g
(vorher ins  Wasser
geben)

90% Fremdextrakt
5% UV-Schutz 1 bis 3
5% Dispergiermittel 1
bis 50% Wasser

80% Fremdextrakt

3% Netzmittel 1

7% UV-Schutz 1-3

10% Dispergiermittel 1
20% Wasser

50% Fremdextrakt
30% Fullstoff 2

3% Netzmittel 1

7% UV-Schutz 1 bis 3
10% Dispergiermittel 1
20% Wasser

WP

WP

WP

Waterdispersable
Granule
(WDG)

WDG

WDG

4g/L

5g/L

4g/L

4g/L

4g/L

4g/L

4g/L

2,22 g/L

2,5g/L

4,0g/L

Ergibt entweder nur nicht
benetztes Pulver, oder bei
Zugabe von mehr Wasser
einen klebrigen Brei, der
sich nicht weiter verarbeiten
lasst.

Kein verarbeitbarer Teig

Lasst sich ganz  gut
verarbeiten. Extrusion durch
Spritze ist ein ziemlicher
Kraftakt.

SB nach kurzem Trocknen
der Granulate ganz schon.
Clay schliert etwas in der
Spritzbriihe
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Lfd.

Zusammensetzung fir

Nr Name LS e Art der Formulierung  Aufwandmenge Bemerkungen
50% Fremdextrakt Erst ab ca. 30%
30% Fullstoff 3 Wasserzugabe so teigig, das
3% Netzmittel 1 SG = Soluble Granule) eine Extrusion moglich ist.
27 C1-027 7% UV-Schutz 1 bis 3 SG 408/t Vorher duBerst fest und zu
10% Dispergiermittel 1 hart, um durch die Lécher
30% Wasser gedrickt werden zu kdnnen.
66,66% Fremdextrakt
o/ L
6,66% Fullstoff 3 Recht zdhe Paste, die nicht
6,66% . . .
. . durch die Spritze geht. Bei
Konservierungsmittel 1
6.66% Herstellung auf Handtuch
28 CT-028 |’ . . 3,0g/L entstehen schone
Konservierungsmittel 2 Granulate. die sich nach
6,66% UV-Schutz 1 bis 3 kurzer Z’eit komplett in
6,66% Dispergiermittel .. P
1 Wasser l6sen.
20% Wasser
50% Fremdextrakt
10% Fullstoff 3
10%
Konservierungsmittel 1 .
29 CT-029 | 10% sG 4,0g/L Im Freilandversuch 2013
. . mitgetestet
Konservierungsmittel 2
10% UV-Schutz 1 bis 3
10% Dispergiermittel 1
20-25% Wasser
Wird direkt nach der
H Il h i
50% Fremdextrakt erstellung schon Zu. einem
. recht trockenen Teig. Auf
30% Fallstoff 2 .
5% Dispergiermittel 1 Handtuch keine
30 CT-030 5% UV-Schutz 1 bis 3 WDG 4,0g/L Granulatblld}Jng. ' N?ch
. . . Trocknen wird Teig sprode
10% Dispergiermittel 2 -
und zerfdllt zu Staub.
Ca 25% Wasser .o . . .
Moglicherweise ist eine
Spritzenextrusion mdoglich
50% Fremdextrakt
12,5% Fillstoff 3
12,5%
Konservierungsmittel 1
31 CT-031 4,0g/L
12,5% UV-Schutz 1 bis 3 08/
12,5% Dispergiermittel
1
20-25% Wasser
50% Fremdextrakt
25% Fallstoff 3
10; UL:/ sSchutz 1 bis 3 Handtuchherstellung nicht
0 = . .
32 CT-032 10% Dispergiermittel 1 SG 4,0g/L \c/)s:rlrr:'lill.icipr:'gel?chherstellung
5% Netzmittel 2 glien.
20-25% Wasser
0,
33 CT-033 50% Fremdextrakt SG/WP 4,08/l

30% Fullstoff 3
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Lfd.
Nr

Zusammensetzung fir

Name 1 L Spritzbriihe

Art der Formulierung  Aufwandmenge Bemerkungen

10% UV-Schutz 1 bis 3
10% Dispergiermittel 1
20-25% Wasser

4.4 Gewachshausversuche

4.4.1 RLP AgroScience

In Tabelle 13 sind die wichtigsten im Gewachshaus untersuchten Extrakte, Gemische und
Zusatzstoffe sowie berechneten Wirkungsgrade nach Abbott aufgelistet. In Abbildung 21
sind die entsprechenden Wirkungsgrade nochmals grafisch dargestellt. Als Fremdextrakte
sind Extrakte gekennzeichnet, die von kommerziellen Herstellern bezogen wurden.
Eigenextrakte wurden wahrend des Projekts selbst im Labor hergestellt. Wenn nicht naher
bezeichnet, wurden Eigenextrakte immer aus Rieslingtrester gewonnen. Als Vergleichsmittel
wurden einmal ein Kupferpraparat (Cuprozin flissig) und ein synthetisches Fungizid (Delan
WG) in den jeweils empfohlenen Konzentrationen unter den gleichen Bedingungen getestet.
Dies erlaubt eine Einschatzung des bei den Extrakten beobachteten Effekts. Die
angegebenen Einwaagen beziehen sich auf die gemessenen Gallussduredquivalente, die
tatsachliche Einwaage an Extrakt ist abhangig von der GAE-Konzentration im jeweiligen
Extrakt.

Der zugekaufte Extrakt zeigte bereits ohne weitere Zusatze starke Effekte, er erreichte
bereits einen Wirkungsgrad von ca. 80%. Der Zusatz von Netzschwefel, Netzschwefel und
Netzmittel sowie Netzschwefel und Salicylsaure steigerte den Wirkungsgrad auf fast 100%.
Allerdings zeigten diese Zusdtze auch ohne Extrakte bereits einen gewissen Effekt. Das
Netzmittel und die Salicylsdure alleine erreichten zwar nur Wirkungsgrade von 67 bzw. 64%,
wahrend Schwefel alleine und alle Mischungen die Schwefel enthielten Wirkungsgrade von
annahernd 100% aufwiesen.

Dieses Ergebnis ist auch beim selbst hergestellten Extrakt zu beobachten. Der Extrakt
alleine erreicht einen Wirkungsgrad von 63%, bei Zugabe von Netzschwefel steigt er auf
95%.

Die KorngrolRe spielt bei der Extraktion zwar scheinbar keine Rolle in Bezug auf die
Ausbeute, bei den Effekten im Gewachshaus sind jedoch Unterschiede erkennbar, wahrend
die Temperatur des Extraktionsmittels hier nebenséachlich zu sein scheint (im Gegensatz zur
Extraktion). Die Extrakte sollten demnach mit heiBem Losungsmittel (wegen der Ausbeute)
und moglichst fein gemahlenen Kernen (wegen der Effekte) hergestellt werden. In der Praxis

wird es einen Kompromiss aus diesen beiden Faktoren und der Handhabbarkeit geben.
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Tabelle 13: Auswahl der wichtigsten im Gewéachshaus untersuchten Extrakte, Mischungen, Zusatze und die dort

gemessenen Wirkungsgrade (nach Abbott).

Gruppe Wirkungsgrad(Abbott)
Kontrolle 0
Fremdextrakt (FE) 83
FE + Schwefel 98
FE + Schwefel + Netzmittel 98
FE + Schwefel + Salicylsdure 100
Eigenextrakt (EE) 2012 63
EE 2012 + Schwefel 95
EE grob, heil} extrahiert 48
EE fein heiR extrahiert 66
EE 2009 1g/L + Netzmittel 89
EE 2009 0,5g/L + Netzmittel 73
EE 2010 ungereinigt 1g/L 67
EE 2010 gereinigt 1g/I 60
Cabernet Sauvignon gereinigt 1g/L 43
Cabernet Sauvignon ungereinigt 1g/L 40
Trestersilage 1g/I -29
Trestersilage 3g/I 55
Oliventrester 59
Schwefel 100
Schwefel + Netzmittel 100
Schwefel + Netzmittel + Salicylsdure 100
Netzmittel 67
Salicylsdure 0,01g/L 26
Salicylsdure 0,05g/L 38
Salicylsdure 0,1g/I 64
Salicylsdure 0,2g/L -1
Delan WG 1ml/L 100
Cuprozin 0,5g/L 98

Niedrigere Extraktkonzentrationen

zeigten geringere Effekte, bei 1g/| GAE konnten ca.
90% Wirkungsgrad erreicht werden, bei 0,5g/| GAE nur noch bestenfalls 73%. Eine

Aufreinigung der Extrakte nach der durchgefiihrten Methode hat keinen Einfluss auf die

beobachtbaren Effekte, die Unterschiede waren nur gering und bei verschiedenen Extrakten

nicht eindeutig. Insgesamt scheint Extrakt aus Cabernet Sauvignon-Trester deutlich

geringere Effekte zu haben als solcher aus Rieslingtrester.
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Abbildung 21: Grafische Darstellung der wichtigsten im Gewachshaus untersuchten Extrakte, Mischungen,
Zuséatze und die dort gemessenen Wirkungsgrade (nach Abbott)

Die Silierung des Tresters flihrt zu massiv geringeren Effekten der Extrakte bei der
Standardkonzentration von 1g/| GAE. Selbst bei einer Erhohung der GAE-Konzentration auf
das dreifache kdonnen noch nicht ganz die Effekte von Extrakten aus frischem bzw.
gefrorenem Trester erreicht werden. Es scheint also neben einer Reduktion der absoluten
Ausbeute auch eine Umwandlung der vorhandenen Stoffe zu geben, die sich nachteilig auf
die pflanzenstarkenden Effekte auswirkt.

Die als Vergleich mitgefiihrten Pflanzenschutzmittel Cuprozin flissig und Delan WG

erreichten erwartungsgemaR extrem hohe Wirkungsgrade von beinahe 100%.

4.4.2 Trifolio-M

Im Projektzeitraum wurden 72 Varianten in Tests hauptsachlich im System an Solanum
lycopersicum/Phytophthora  infestans und  ausgewdhlte Proben an  Solanum
lycopersicum/Botrytis cinerea an getopften Pflanzen unter kontrollierten Bedingungen
durchgefiihrt.

Die von RLP-AgroScience hergestellten, zundchst ungereinigten, Extrakte (Eigenextrakte)
wie Kerne, Riesling, Cabernet, flUssiger Trester-Extrakt (Charge Frihjahr 2012), sowie
weitere Rieslingextrakt-Proben fest/fliissig aus 2012 und 2013. etc., zeigten keine
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ausreichenden Effekte beziiglich der Infektionsstarke von Tomaten mit P. infestans. Zum Teil
war der Befall in diesen Varianten sogar wesentlich starker als der in den Wasser-Kontrollen.
Es wurde davon ausgegangen, dass im Extrakt moglicherweise noch Rest-Zucker enthalten
sind, welche das Pilzwachstum fordern. Alle Varianten wiesen einen starken Spritzbelag auf.
Der beste Wirkungsgrad (WG) von 43% (ABBOTT) wurde mit Variante "Fremdextrakt3"
erreicht. Der Befall der Versuchspflanzen mit dem Erreger des Grauschimmels konnte mit
den Traubenkernextrakten ebenfalls auch nur bis zu 50% inhibiert werden. Insgesamt ist
festzustellen, dass diese Extrakte keine, bzw. keine ausreichenden Effekte fiir eine
erfolgreiche Einddammung von Phytophthora und Botrytis an Tomaten aufwiesen.

Ab November 2012 testete Trifolio-M malgeblich Varianten des von RLP AgroScience
bereitgestellten Fremdextraktes, nachfolgend CT abgekiirzt. Zunachst wurde dieser Extrakt
pur oder mit Hilfsstoffen, wie sie auch von RLP AgroScience bei den Versuchen mit Falschem
Mehltau an Wein eingesetzt wurden, getestet. Als Zusatze wurden Netzschwefel, Salukarb
und Cocana®-Seife einzeln bzw. in Kombinationen miteinander verwendet. Wie in Tabelle 14
zu sehen, fallen die Ergebnisse zu den Effekten des puren Fremdextrakts bei Phytophthora
infestans an Tomatenpflanzen in verschiedenen Versuchen mit Wirkungsgraden von 50% bis
zu knapp 96% sehr schwankend aus. Unerklarlich bleibt das Ergebnis in Versuch V13.42, wo
CT pur Uberhaupt keinen Effekt hatte, da die Bedingungen bei der Versuchsdurchfiihrung
gleich waren. Es wurde allerdings beobachtet, dass nach der Applikation der Spritzbrihe
diese sich zunachst mit relativ groBen Tropfen auf den Blattern verteilte, die Tropfen dann
aber zusammenliefen und vom Blatt abtropften.

Eine nahezu identische Bandbreite an Effektivitit wurde mit der Zugabe von
Netzschwefel zum Extrakt erzielt (50%, 72%, 89% und 98%). Die Applikation von
Netzschwefel ohne Zusdtze hemmte den Befall in Versuch V13.03 mit P. infestans zu 50%, im
Versuch V13.26 dagegen wurde nur ein WG von 2,5% erreicht. Die Zugabe von Cocana®
bewirkte eine bessere Verteilung der Spritzbrithe auf den Blattern und es konnte z.T. die
Spritzfleckenbildung stark vermindert werden. Jedoch setzte Cocana® die Effektivitat des CT-
Extraktes so stark herab, dass die bessere Spreitung nicht zu einem besseren Wirkungsgrad
fiihrte (siehe Abbildung 22 bis Abbildung 24).

Auch der Zusatz des Pflanzenstarkungsmittels Salukarb konnte in diesem Versuchsdesign

nicht zu einer Verbesserung beitragen.
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Tabelle 14: Verschiedene Extraktvarianten in Versuchen zur Infektionsstiarke von P. infestans an getopften
Tomaten unter geschiitzten Bedingungen im Klimaraum

. . Mittelwert  Standard- WG (%)
Versuch-Nr. | Variante Konzentration Befall (%) B e ABBOTT
Fremdextrakt, CT, Lieferung August 0,57% 33 11,51 67,00
2012
Cocana® 0,50% 86 15,17 14,00
Netzschwefel 0,60% 98 4,47 2,00
V12.35 CT + Cocana® entsprechend 96 5,48 4,00
CT + Netzschwefel entsprechend 27,5 8,66 72,50
CT + Cocana® + Netzschwefel entsprechend 72 20,49 28,00
Cocana® + Netzschwefel entsprechend 92 8,37 8,00
Fremdextrakt, CT, 0,57%
. 5,2 3,19 87,00
Lieferung August 2012, 5,7 g/L
CT + Netzschwefel 57g+6,0g/L 0,8 0,45 98,00
0,60%
V13.03 Netzschwefel 20 14,72 50,00
6,0 g/L
Eigenextrakt 0,17%
: 16 6,52 60,00
(Ch.: 03/12) - 16,7 mi/L
Methanol, Lagerung bei 4°C
Eigenextrakt + Netzschwefel 16,7ml+6g/L 10 6,12 75,00
V13.06 CT pur 1,87g/L 5,25 5,5 75,29
V13.07 CT pur 1,87g/L 1,2 2,17 95,56
1,87g/L +
CT (Ch. 02/13) + Cocana 5,0g/L 100 0 -122,22
1,87g/L
V13.22 CT (Ch.02/2013) + Nufilm P 87¢/ * 49 6,52 -8,89
0,05%
1,87 g/L +
CT + Netzschwefel 6.0g/L 5 0 88,89
. 1,87g/L +
CT + Nufilm P+ Netzschwefel 0,05%+6g/L 23 6,71 42,50
. . 1,87g/L +
CT + Biomaxima + Netzschwefel 0,05%+6g/L 13 5,7 67,50
V13.26 CT + Netzschwefel 1,87g/L * 20 6,12 50,00
6,0g/L
. : 1,87g/L +
CT + Biomaxima 0,05% 23 6,71 42,50
CT pur 1,87g/L 18 9,75 55,00
Netzschwefel 6,0g/L 39 8,94 2,50
CT-pur 2,0g/l 54 5,48 0,00
CT-013 10,0 g/I 7 2,74 82,50
CT-014 8,0 g/ 13 9,75 67,50
V13.42
CT-015 6,0 g/ 10,2 6,72 74,50
CT-016 12,0 g/ 4,4 3,71 89,00
CT-018 5,0 g/ 10 5 75,00
V14.04 CT-017 2,0 g/l 2,4 2,41 96,92
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. . Mittelwert  Standard- WG (%
Versuch-Nr. | Variante Konzentration Befall (%) st ABBO'I('I' )
CT-019 2,0 g/ 66 11,4 15,38
CT-020 2,0 g/l 70 10 10,26
CT-021 2,0 g/l 57 25,4 26,92
CT-022 2,0 g/l 74 19,49 5,13
CT-023 2,0 g/ 19 10,84 75,64
V14.09 CT-023 2,0g/l 15 11,73 79,73

Abbildung 22: Spritzbelag verursacht durch Fremdextrakt in Kombination mit Netzschwefel, nach Antrocknen
der applizierten Spritzbriihe

Abbildung 23: Spritzbelag und Befall mit P. infestans auf den verschiedenen Versuchsgruppen, links Atempo;
Mitte Fremdextrakt + Netzschwefel, rechts Wasser-Kontrolle, 5d nach Inokulation mit P. infestans
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Abbildung 24: Befall mit P. infestans auf den verschiedenen Versuchsgruppen, links Atempo; Mitte
Fremdextrakt mit Cocana®, rechts Wasser- Kontrolle, 5d nach Inokulation mit P. infestans

Durch die Zugabe ausgewahlter Formulierungshilfsstoffe (Emulgatoren, Spreiter, UV-
Stabilisatoren) zum Fremdextrakt scheinen sich die Effekte zu verstarken, da in fast allen
getesteten CT-Varianten der Wirkungsgrad erhoéht wurde (siehe Abbildung 25). Unter den
geschitzten Bedingungen konnten mit den CT-Formulierungen ein ebenso hoher
Wirkungsgrad bei P. infestans erzielt werden wie mit dem Kupferpraparat. Allerdings muss
angemerkt werden, dass bei einigen Formulierungen der hohe Wirkungsgrad der CT-
Formulierungen z.T. durch eine starke Eigenwirksamkeit des Tensid 1 bedingt ist (siehe
Tabelle 12).

CT-015 CT-016 7 CT-018

Abbildung 25: Verschiedene CT-Formulierungen, 5d nach Inokulation mit P. infestans
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Aufbauend auf den in den Klimakammer-Versuchen gewonnenen Erfahrungen, wurden
Formulierungen fir Semi- und Freilandversuch weiterentwickelt. Ein wichtiges angestrebtes

Ziel furr diese Formulierungen war die Reduzierung von Spritzflecken.
4.5 Freilandversuche
4.5.1 RLP AgroScience

4.5.1.1 Handspritzen (2012-2013)

In Tabelle 15 und Abbildung 26 sind die Wirkungsgrade der ersten und zweiten Bonitur
bei den verschiedenen Versuchsgruppen 2012 dargestellt. Auch die geerntete
Traubenmenge pro Gruppe und zur besseren Vergleichbarkeit pro 10 Rebstocken ist in die
Tabelle aufgenommen.

Tabelle 15: Wirkungsgrade nach Abbott der Versuchsgruppen bei Schwarzriesling 2012, errechnet aus den

Infektionszahlen der ersten bzw. zweiten Bonitur. Dargestellt sind auch die absolute Traubenmenge, die pro
Gruppe geerntet werden konnte und die durchschnittliche Traubenmenge umgerechnet auf je zehn Pflanzen.

Wirkungsgrad nach Wirkungsgrad nach Trauben/10
Abbott Erste Bonitur Abbott Zweite Bonitur Trauben/Gruppe Pflanzen in

Gruppe in % (5.7.2012) in % (2.8.2012) -in kg kg
Cu (Cuprozin) 68 50 67,7 13,5
FE 0,5 78 32 13,4 7,1
FE 0,5 + Cocana 40 58 11,3 8,7
FE 05 + Cocana +

Salicylsdure 91 83 33,4 16,7
FE 1 78 72 26,5 13,2
FE 1 + Cocana 96 81 27,4 13,7
FE 1,5 9 -85 20,4 13,6
FE 1,5 + Cocana 83 74 35,5 20,9
EE 1 38 56 17,8 11,9
EE 1 + Cocana 55 52 35,6 17,8
EE 1+ Cocana + Salicylsdure |17 14 28,6 14,3
EE 1,5 77 74 29,3 14,6
EE 1,5 + Cocana 83 56 37,6 18,8
EE 1,5 + Cocana

+Salicylsaure 25 -41 16,8 9,9
Kontrolle 0 0 43,1 22,7
Kontrolle+ Cocana 55 44 29,1 19,4

56



100

M Erste Bonitur 5.7.2012

W Zweite Bonitur 2.8.2012

prozentualer Wirkungsgrad nach Abbott

Versuchsgruppe

Abbildung 26: Prozentuale Wirkungsgrade nach Abbott der verschiedenen Versuchsgruppen bei
Schwarzriesling 2012 nach der ersten bzw. zweiten Bonitur.

Wie der Abbildung zu entnehmen ist, gibt es deutliche Unterschiede bei den
Wirkungsgraden zwischen den Gruppen. In der grundsatzlichen Tendenz steigt der
Wirkungsgrad mit  steigender  Extraktkonzentration bei allen  untersuchten
Gruppen/Mischungen an. Es gibt jedoch auch einige Ausnahmen, wie die Steigerung der
Konzentration in der Gruppe ,Fremdextrakt + Cocana“. Dort ist ein leichter Abfall des
Wirkungsgrads zwischen der Konzentration 1g/l und 1,5g/| zu sehen. Betrachtet man die
Versuchsflache als Ganzes, so kann man einen deutlichen Verlust an Wirkungsgrad
feststellen, je naher die Versuchsgruppen beim angrenzenden Garten bzw. der Hecke lagen
und je weiter sie im Norden der Versuchsflache lagen.

Besonders gut lasst sich der Zusammenhang zwischen Standort und Infektionszahl bei
den Reben sehen, die mit Cuprozin Flissig behandelt wurde, da sich die Pflanzen dieser
Gruppe Uber das ganze Versuchsfeld verteilen. Hier wurden bei der zweiten Bonitur die
Ergebnisse jeder Pflanze einzeln ausgewertet, so dass ein Bild der verschiedenen
Infektionsstarke an den verschiedenen Standorten erhalten werden konnte (siehe Tabelle
16). Deutlich ist der Anstieg der Infektionszahlen pro Pflanze zu erkennen, je weiter nordlich

und ostlich die jeweilige Pflanze im Versuchsfeld platziert war.
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Tabelle 16: Infektionen der einzelnen Pflanzen der Gruppe ,,Cuprozin fliissig”, zur besseren Ubersicht sind die
dazwischenliegenden Versuchsgruppen nicht mit aufgefihrt.

1 8 17 6 88
4 14 12 63
1 7 10 12 65
3 25 13 21 63
9 6 2 2 28
6 12 10 4 40
3 8 2 1 17
11 6 1 12 15
4 4 2 2 7
6 7 8 4

Wahrend die zugekauften Extrakte bereits bei 1g/l sehr gute Wirkungsgrade erreichten,
zeigten die selbst hergestellten Extrakte bei 1g/I noch relativ niedrige Wirkungsgrade, erst in
der héheren Konzentration von 1,5g/I wurde auch hiermit ein akzeptabler Wirkungsgrad von
78-80% erreicht. Die Zusatze wie Cocana oder Salicylsdure erh6hten meist den Wirkungsgrad
ein wenig, wobei besonders Cocana eine merkliche Verbesserung erbrachte.

Besonders Anfang des Jahres waren nur sehr geringe Infektionszahlen festzustellen, erst
gegen Ende Juni stieg die Zahl an. Da keine Gescheine befallen wurden, waren Ernteausfille
durch P. viticola nicht festzustellen, es handelte sich ausschlief3lich Blattinfektionen.

Nichts desto trotz konnte nach Beendigung der Spritzungen bis zur Lese und auch
danach ein deutlicher Anstieg der Infektionen festgestellt werden. Eine Orientierung am
Spritzzyklus fiir Kupferprdparate wird offensichtlich den Extrakten nicht vollkommen
gerecht, stellte jedoch als erste Naherung bereits eine recht gute Methode dar.

In Tabelle 17 und den Abbildung 27 und Abbildung 28 sind entsprechend die
Wirkungsgrade bei den Versuchsgruppen Riesling und Schwarzriesling 2013 dargestellt.

Tabelle 17: Wirkungsgrade nach Abbott der Versuchsgruppen bei Schwarzriesling und Riesling 2013, errechnet
aus den Infektionszahlen der ersten bzw. zweiten Bonitur.

Schwarzriesling Riesling
Wirkungsgrad
nach Abbott in % Wirkungsgrad nach Wirkungsgrad nach Wirkungsgrad nach
Erste Bonitur Abbott in % Zweite Abbott in % Erste Abbott in % Zweite
Versuchsgruppe 16.7.2013 Bonitur 30.8.2013 Bonitur 16.7.2013 Bonitur 30.8.2013
Kontrolle 0,0 0,0 0,0 0,0
Cuprozin flissig 55,6 31,6 3,3 64,4
FE + 0,01%
Cuprozin 52,1 34,8 9,2 59,6
FE 0,5 + Cocana 16,4 13,4 0,0 21,5
FE 1 24,0 30,2 0,0 60,7
FE 1 + Cocana 27,7 12,5 41,4 40,5
EE 1,5 10,8 35,9 0,1 54,4
EE 1,5 + Cocana 41,4 13,3 25,2 28,0
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Abbildung 27: Prozentuale Wirkungsgrade nach Abbott der verschiedenen Versuchsgruppen bei
Schwarzriesling 2013 nach der ersten bzw. zweiten Bonitur.

Wie den Abbildungen zu entnehmen ist, weisen die verschiedenen Extrakte deutliche
Unterschiede in ihren Effekten auf.

Schwarzriesling:

Alle Extrakte zeigen Effekte an den Reben, wobei die Ergebnisse der ersten Bonitur
jedoch nur wenig Aussagekraft besitzen, da die Infektionsrate aller Gruppen noch extrem
gering war, so dass selbst geringe Unterschiede bei den Infektionszahlen starke
Unterschiede beim Wirkungsgrad entstehen lassen.

Zur zweiten Bonitur stiegen bei allen Versuchsgruppen die Infektionsraten stark an und
lieRen eine sinnvolle Auswertung zu. Der starkste Effekt war bei der Gruppe ,Eigenextrakt
1,5g/1“ zu sehen, die mit ca. 36% Wirkungsgrad sogar leicht besser abschnitt wie ,Cuprozin

Ill

flussig” mit 32%. In ahnlichen Bereichen lagen ,Fremdextrakt 1g/1“ und , Fremdextrakt 1g/I +
Cuprozin 0,01%" mit jeweils ca. 30%. Somit lagen die Effekte der genannten Mittel in einem
ahnlichen Bereich. Besonders das sehr schlechte Abschneiden des Kupfermittels mit 32%
Wirkungsgrad zeigt jedoch, dass neben der reinen Wirksamkeit auch noch andere Faktoren
eine Rolle spielten. Ublicherweise liegt der Wirkungsgrad von Kupferpriaparaten im Bereich

zwischen wenigstens 80 -95%.
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Abbildung 28: Prozentuale Wirkungsgrade nach Abbott der verschiedenen Versuchsgruppen bei Riesling 2013
nach der ersten bzw. zweiten Bonitur.

Riesling:

Ahnliche Resultate konnten auch beim Riesling gefunden werden, wobei hier die
absoluten Wirkungsgrade etwas hoher waren. Auch hier war bei der ersten Bonitur die
Infektionsrate so gering (im Bereich von einer Infektion/Pflanze), dass keine Aussage Uber
die verschiedenen Mittel gemacht werden kann. Auch hier stiegen die Infektionsraten zur
zweiten Bonitur hin deutlich an, allerdings auf wesentlich geringere absolute Zahlen wie
beim Schwarzriesling. So waren die Rieslingpflanzen mit 10-30 Infektionen pro Stock deutlich
schwacher infiziert als die Schwarzrieslingpflanzen zum gleichen Zeitpunkt (100-160
Infektionen/Stock). Dies macht sich auch in besseren Wirkungsraden bemerkbar. Wieder
waren es die gleichen Versuchsgruppen wie beim Schwarzriesling, die die besten Ergebnisse
zeigten. Den hochsten Wirkungsgrad hatte ,Cuprozin flissig” mit 64%, gefolgt von
,Fremdextrakt 1g/I + Cuprozin 0,01%“ und ,Fremdextrakt 1g/I“ mit jeweils ca. 60% und
»Eigenextrakt 1,5g/1“ mit 54%. Wie bei der anderen Rebsorte liegen die Wirkungsgrade der
genannten Versuchsgruppen alle in einem ahnlichen GréRenbereich. Auch hier war jedoch
der Wirkungsgrad des reinen Kupfermittels nicht so hoch, wie man es erwarten wiirde.

Auch 2013 konnte festgestellt werden, dass die Infektionszahl bis ca. Anfang/Mitte Juli
relativ gering blieb und erst ab Ende Juli ein starker Anstieg der Infektionszahlen stattfand.
Dementsprechend handelt es sich wieder fast ausschlielich um Blattinfektionen,

Gescheinsinfektionen konnten keine festgestellt werden.
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4.5.1.2 Maschinelles Spritzen (2014)

Die 2014 durchgefiihrten Versuche bestatigten die Ergebnisse der beiden vorherigen
Versuchsjahre.

In den Abbildung 29 bis Abbildung 31 sind die Boniturergebnisse der Freilandversuche
2014 bei den drei teilnehmenden Winzern dargestellt. Zu beachten ist, dass die dargestellten
Ergebnisse im Gegensatz zu den vorherigen Versuchen keine Wirkungsgrade, sondern die
durchschnittliche Zahl an Infektionen je Versuchsgruppe zeigen. Da keine unbehandelte
Kontrolle mitgefiihrt werden konnte, konnte kein Wirkungsgrad berechnet werden. Es ist
jedoch ein Vergleich mit den reguldr mit Kupfer behandelten Gruppen moglich, so dass eine
Einschatzung der Ergebnisse trotzdem maoglich ist. Zudem sind aus den vorherigen Jahren die

Ergebnisse der Extrakte im Vergleich zu Kupfer und den Extrakten bekannt.
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Abbildung 29: Infektionszahlen der Reben bei Winzer 1 zu den vier Boniturterminen 2014

Winzer 1 hat zehn Spritzungen durchgefiihrt. Dabei waren die mit Extrakt behandelten
Reben beim Riesling etwas starker infiziert als die kupferbehandelten Reben, beim Cabernet
Dorsa zeigte der Extrakt &dhnlich gute Effekte wie das Kupferpraparat. Anhand der
verschiedenen Boniturdaten kann wieder ein Anstieg der Infektionszahlen im Laufe der
Vegetationsperiode gut verfolgt werden. Wieder erfolgte ein massiver Anstieg der
Infektionszahlen erst gegen Ende Juli, wiederum nur Blattinfektionen. Der Abfall der
Infektionszahlen beim Cabernet Dorsa von der dritten zur vierten Bonitur ergibt sich aus
einem Rebschnitt, der in dieser Zeit durchgefiihrt wurde und bei dem einige infizierte
Rebteile weggeschnitten wurden.

Zusatzlich zum Falschen Mehltau gab es in bei diesem Winzer auch starken Oidiumbefall
und Probleme mit der Kirschessigfliege. Grundséatzlich schneidet der Extrakt vor allem beim
Cabernet Dorsa dhnlich gut ab, wie das Kupferpraparat. Aufgrund der genannten Probleme

waren allerdings Ertragsausfalle zu verzeichnen.
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Abbildung 30: Infektionszahlen der Reben bei Winzer 2 zu den vier Boniturterminen 2014

Winzer 2 fiihrte 13 Spritzung durch, wobei hier der Extrakt durchgangig mit einem Zusatz
von ca. der 80% der Ublichen Kupferdosis versehen wurde. Man kann erkennen, dass die
Infektionsraten deutlich niedriger sind wie bei Winzer 1. Die mit Extrakt und verminderter
Kupfermenge behandelten Reben waren nur dhnlich stark oder sogar geringer infiziert, wie
die reguldar mit 100% der Kupferdosis behandelten Reben. Bei diesem Winzer gab es

entsprechend keinerlei Ernteausfille, sowohl Menge als auch Qualitat der Trauben

entsprachen den Erwartungen.
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Abbildung 31: Infektionszahlen der Reben bei Winzer 3 zu den vier Boniturterminen 2014

Bei Winzer 3 waren die mit Kupfer gespritzten Reben ca. halb so stark stark infiziert, wie
die mit Extrakt behandelten Reben. Hier spielt eventuell die Haufigkeit und der Zeitpunkt der
Spritzungen eine Rolle. Aufgrund der recht vielen Infektionen gegen Ende der

Wachstumsphase wurde auch hier ein Ernteausfall verzeichnet.
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Bei allen drei Winzern war wieder ein Anstieg der Infektionszahlen erst ab Mitte/Ende
Juli zu verzeichnen. Zu Beginn der Vegetationsperiode, besonders zur Traubenbliite, lagen
die Infektionszahlen sehr niedrig, Bluten/Traubeninfektionen waren nahezu keine zu

verzeichnen.

4.5.1.3 Versuche mit kiinstlicher Infektion

Durch die kiinstlichen optimalen Sporulations- und Infektionsbedingungen die immer
genau nach Ablauf der Inkubationszeit hergestellt wurden, herrschte ein massiver
Befallsdruck bei den Reben. Zudem wurde auch wesentlich seltener Extrakt appliziert
(sieben- statt zehnmal), als im Freilandversuch. Unter diesen Bedingungen konnten beide
untersuchten Extrakte keine ausreichende Effekte zeigen und erreichten nur Wirkungsgrade
von ca. 4%. Unter diesen extremen Bedingungen konnte jedoch sogar mit dem
synthetischen Mittel Folpan 80 WDG nur ein Wirkungsgrad von 65% erzielt werden, tblich
sind damit Wirkungsgrade von knapp 100%.

4.5.2 Trifolio-M - Semi-Freiland/Freilandversuche mit natiirlicher Infektion

In den Freilandversuchen 2013 und 2014 wurden ausgewahlte Formulierungen auf ihre
Anwenderfreundlichkeit (gute Applizierbarkeit), ihren Einfluss bzgl. des Befalls mit P.
infestans unter Freilandbedingungen (Regenstabilitdit bzw. UV-Bestandigkeit) und
Spritzfleckenbildung an der Stabtomate ,Harzfeuer” getestet. Als Vergleichsvarianten
wurden neben den Formulierungen eine Wasser-Kontrolle und eine Kupferstandardvariante
mitgetestet.

In der Freilandsaison 2013 erfolgte eine ausreichende, natirliche Infektion des
Bestandes mit P. infestans aufgrund von sehr trockenen Wetterbedingungen im Sommer
erst sehr spdt Ende September. Da die Pflanzen zu diesem Zeitpunkt schon
Seneszenzerscheinungen sowie Kalteschaden durch starke Temperaturabsenkung des
Nachts aufwiesen, wurde der Versuch hier bei einem nur mittelstarken Kontrollbefall von
61% beendet. Bei Betrachtung der Befallsentwicklung in Abbildung 32 kann festgestellt
werden, dass bis zum 7. Boniturtermin die Effekte der beiden Extraktformulierung etwa
genauso gut wie der Schutz des Kupferstandards Atempo war und sich in der Befallsstarke
deutlich von den mit Wasser behandelten Kontrollpflanzen unterschied. Mit Erhéhung des
Befallsdrucks lieR jedoch der Effekt der Extraktformulierungen stark nach. Zum Zeitpunkt der
Abschlussbonitur wiesen beide Extraktformulierungen keinen ausreichenden Effekt bezgl.
des Befalls mit P. infestans auf, wobei Netzschwefel Variante CT-008 mit einem WG von fast
50% etwa doppelt so gut war wie CT-010 mit nur knapp 25% Wirkungsgrad (Abbildung 33).
Beide Formulierungen hinterlieRen starke Spritzflecken auf den Pflanzen und Friichten (siehe

Abbildung 34 und Abbildung 35).
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Abbildung 32: Befallsentwicklung (%) von P. infestans im Tomaten- Freilandversuch 2013 in Abhdngigkeit von
der Behandlung. Gegeniibergestellt sind die Behandlungen mit der Formulierung CT-008 und CT-010 im
Vergleich zum Kupferpraparat Atempo und einer Wasser-Kontrolle.
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Abbildung 33: Befallsstarke und Wirkungsgrad in [%] ABBOTT von Kupfer- und Extraktvarianten an Tomaten der
Sorte ,Harzfeuer” im Freiland 2013 zum letzten Boniturtermin (15.10.2013) gegen P. infestans.
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Abbildung 34: Behandelte Tomatenpflanzen aus dem Freilandversuch 2013, links Variante CT-008
(Fremdextrakt + Netzschwefel + UV-Schutzstoffe 1-3) und rechts CT-010 (Fremdextrakt + Emulgatormix).

7 ' CTO008 (Trester + Schwefel -

F .

Abbildung 35: Friichte mit Spritzflecken von mehrfach behandelten Tomatenpflanzen aus dem Freilandversuch
2013, links von Variante CT-008 und rechts von Variante CT-010.

Im Freilandversuch 2014 wurde die Formulierung CT-017 unter Freilandbedingungen an
der Stabtomate ,Harzfeuer” getestet. Diese Formulierung konnte zuvor unter
Klimakammerbedingungen sehr gute Wirkungsgrade gegeniiber P. infestans (siehe Tabelle
14) erreichen. In der Freilandsaison 2014 erfolgte ab Anfang August eine ausreichende,
natlirliche Infektion des Bestandes. Wie aus Abbildung 36 und Abbildung 37 zu entnehmen
ist, zeigt die Befallsentwicklung, dass die Effekte der Extraktvariante ab dem vierten
Boniturtermin (Mitte August) nicht mehr ausreichend waren. Zur Endbonitur Anfang
September wiesen die Kontrollpflanzen mit 98% einen sehr starken Befall auf. Der mittlere
Befall der Extraktformulierung lag bei 70% und nahezu alle Friichte hatten nekrotische
Flecken, wohingegen der Kupferstandard mit einem Wirkungsgrad von knapp 78% noch

einen guten Schutz bot.
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Abbildung 36: mittlerer Befall (%) mit P. infestans und Wirkungsgrad in [%] nach ABBOTT von Kupfer- und
Extraktvariante CT-017 im Vergleich zur mit Wasser behandelten Kontrolle an Tomaten der Sorte , Harzfeuer”
im Freiland 2014 zur Abschlussbonitur (01.09.2014)

Freiland 2014

100
90 et CT-017 ==t Atempo (Kupferoctanoat 1,5 %) —o—\\asser Kontrolle )

80 //

Zﬁ e
50 / /

0 a4

’ il

10 /

Befall in %

Evaluierungswochen

Abbildung 37: Befallsentwicklung (%) von P. infestans im Tomaten- Freilandversuch 2014 in Abhangigkeit von
der Behandlung. Dargestellt sind die mittleren Befallswerte der Behandlungen mit der Formulierung CT-017 im
Vergleich zum Kupferpraparat Atempo und der Wasser-Kontrolle.

Parallel zum Freilandversuch wurde 2014 ein Semi-Freiland Versuch an getopften
Tomaten gestartet, der unter gleicher zeitlicher und methodischer Abfolge wie der
Freilandversuch durchgefiihrt wurde. Getopfte Pflanzen der Sorte , Harzfeuer” wurden durch
eine rundherum reichende Umzdunung mit einer Plane vor dem Einfluss von Wind, Regen

und Schadlingen etwas geschitzter im Freiland aufgestellt. Verglichen mit der
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Befallsentwicklung im Freiland-Bestand erfolgte hier die Verbreitung der natirlichen

Infektion im Bestand sehr viel langsamer, so dass erst zum neunten Boniturtermin Ende

Oktober ein Befall von 86% in den Kontrollpflanzen erreicht wurde. Unter den geschiitzteren

Bedingungen zeigten die Extrakt-Behandlungen deutliche Effekte mit einem Wirkungsgrad

von 69% bezgl. der Kraut- und Braunfdule. Jedoch bot der Kupferstandard zur gleichen Zeit

einen nahezu 100%igen Schutz vor der Infektion (siehe Abbildung 38 und Abbildung 39).
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Abbildung 38: Mittlerer Befall (%) mit P. infestans und Wirkungsgrad in [%] nach ABBOTT von Kupfer- und
Extraktvariante CT-017 im Vergleich zur Wasser behandelten Kontrolle an Tomaten der Sorte , Harzfeuer” im
Semi-Freiland 2014 zur Abschlussbonitur (22.10.2014)
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Abbildung 39: Befallsentwicklung (%) von P. infestans im Tomaten- Semi-Freilandversuch 2014 in Abhangigkeit
von der Behandlung. Dargestellt sind die Behandlungen mit der Formulierung CT-017 im Vergleich zum
Kupferpraparat Atempo und der Wasser-Kontrolle.
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5 Diskussion
5.1 Trester

Die untersuchten Trester eignen sich unterschiedlich gut fiir die Gewinnung von
Extrakten. Die Extrakte aus Rieslingtrester waren bezlglich der Extraktausbeute und auch
was die beobachteten Effekte im Gewadchshaus angeht am Besten geeignet.

Die Nutzung ausschlieBlich der Kerne reduzierte die unerwiinschten Stoffe in den
Extrakten (vor allem Zucker aus den Hauten und Fruchtfleischresten) deutlich, so dass eine
zusatzliche nachtragliche Aufreinigung, zumindest fir die Verwendung im Weinbau, unnotig
erscheint. Da die Versuche zur Aufreinigung mit Kunstharz keine eindeutige Verbesserung
der Effekte im Gewidchshaus erbrachten, kann auf dieses aufwindige Verfahren bei
ausschlieBlicher Verwendung der Kerne verzichtet werden. Ein Grund dafir kénnte sein,
dass bei der Aufreinigung auch Inhaltsstoffe entfernt werden, die fiir die positiven,
pflanzenstarkenden Effekte mitverantwortlich sind. Allerdings konnten die ungereinigten
Eigenextrakte bei Tomaten weniger Effekte aufweisen, wie die gereinigten Fremdextrakte.

Da beim manuellem Siebvorgang nicht samtliche Kerne erfasst werden kénnen, sondern
nur die freien, nicht in Beerenhiillen eingeschlossenen, sollte fiir die technische Gewinnung
ausreichender Kernmengen eine intensivere mechanische Bearbeitung und der Einsatz einer
Siebanlage zur Anwendung kommen. Da bei ausschliefllicher Verwendung der Kerne im
Gegensatz zum gesamten Trester wesentlich weniger Material verarbeitet werden muss
(Trocknung usw.) kann dabei erheblich Energie gespart werden. Allerdings muss das nicht
verwendete Material (Haute, Rappen) auf jeden Fall entsorgt werden. Deshalb ist ein
Aussieben der Kerne direkt beim Winzer, zum Beispiel mit mobilen Siebanlagen, oder die
Ruckfihrung der ungenutzten Reststoffe zum Winzer, sinnvoll. So kénnen diese Stoffe noch
einer Verwertung im Weinberg zugefiihrt werden, wie es sonst mit dem kompletten Trester
gemacht wird. Alternativ ist auch eine energetische Verwertung, z.B. als Tresterpellets,
denkbar.

Der deutlich héhere Anteil an leicht gewinnbaren Kernen bei Cabernet Sauvignon im
Vergleich zum Riesling ist vermutlich auf das Herstellungsverfahren von Rotweinen zurlick zu
flihren. Rieslingtrauben werden gepresst und der ablaufende Most wird anschlieRend
vergoren. Im Gegensatz dazu werden die Trauben der Rotweinsorte Cabernet Sauvignon
gepresst, der Most wird jedoch auf dem Trester stehend liber einige Tage vergoren. Dabei
I6sen sich die Kerne von den Traubenhiillen, die danach leichter abgesiebt werden kénnen,
weshalb bei Cabernet Sauvignon eine héhere Kernausbeute als beim Riesling 2010 erzielt
wurde. Die sogar noch héhere Kernausbeute beim Riesling 2011 |asst jedoch auch auf starke

Schwankungen der Kernzahl bzw. des —Gewichts zwischen den Jahrgangen schlieSen. Diese
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GroRRen konnen kaum beeinflusst werden, Ertragsschwankungen missen also in den
Wirtschaftlichkeits-Berechnungen beriicksichtigt werden.

Die geringere Extraktausbeute bei Cabernet Sauvignon ist wohl ebenfalls auf die
Maischegarung zuriick zu fihren. Wahrend dieser Garung werden auch einige Polyphenole
(durch die immer alkoholischer werdende Maische) herausgeldst (und machen z.B. einen Teil
der roten Farbe des Weins aus), es werden aber auch Zucker abgebaut und in Alkohol
umgewandelt. Aus diesem Grund ist die Extraktausbeute nach Gewicht bei Rotweintrauben
geringer.

Da fiir einen spateren Vertrieb die Lagerfahigkeit bei gleichzeitiger Erhaltung der Effekte
eine groRe Rolle spielt, wurden umfangreiche Untersuchungen zur Haltbarkeit durchgefiihrt.
Die wahrend der Lagerung teilweise leichte Zunahme der Polyphenole ist moglicherweise
auf Umwandlungsprozesse der verschiedenen Verbindungen in der alkoholisch/wéssrigen
Losung zuriick zu fuhren, die mehr Hydroxylgruppen an den Molekiilen zur Konsequenz
haben, wodurch héhere Polyphenolgehalte angezeigt werden.

Insgesamt ist sowohl das feste Pulver als auch der flissige Extrakt (iber einen Zeitraum
von wenigstens 2 Jahren lagerbar, ohne das ein zu hoher Verlust an Polyphenolen
stattfindet. Auch Versuche im Gewachshaus ergaben, dass in diesem Zeitraum nur geringe
Verdanderungen beim Wirkungsgrad auftraten.

Die Lagerung der Extrakte flr eine spatere Verwendbarkeit stellt demnach zumindest fir
ein bis zwei Jahre kein Problem dar. Dies bedeutet fir die spatere Anwendbarkeit, dass
beide Darreichungsformen moglich sind und mit einer Haltbarkeit von zwei Jahren
angegeben werden kdnnen. Das flissige Extraktkonzentrat ist leicht dosierbar, deshalb ware
diese Version als Verkaufsform gut geeignet, allerdings kann die Konzentration nicht beliebig
erhoht werden und sie ist deshalb geringer als beim Pulver. Bei sehr hohen Konzentrationen
der flissigen Losung wird diese zu zahfllssig und ist nicht mehr gut dosierbar, zudem andert
sich die Viskositdt temperaturabhangig, so dass an kalten Tagen die Handhabung unmaoglich
werden kann. Diese Effekte missen fir eine spatere Verkaufsform in Betracht gezogen
werden.

Da bei der Rickstandsanalytik keine synthetischen Pflanzenschutzmittel und keine
erhohten Kupfermengen in den Extrakten nachgewiesen werden konnten, kann davon
ausgegangen werden, dass die beobachteten Effekte auf Stoffe aus den Traubenkernen
zurlickgefihrt werden konnen. Die Kupferkonzentration einer reguldr angesetzten
Spritzbriihe (Basisaufwand, Cuprozin progress, 0,1%) betragt 0,25g/l Cu. Die gemessene
Kupferkonzentration in der Spritzbriihe bei den Extrakten liegt jedoch unter der
Nachweisgrenze der Flammen-AAS von 0,2mg/l Cu, dies sind mehr als drei
GroéRBenordnungen weniger. Eine regelmalige Kontrolle der eingesetzten Extraktchargen, vor

allem aus verschiedenen Jahrgangen muss jedoch durchgefiihrt werden um diese Werte zu
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gewadhrleisten. Die Ublichen Gehalte von Kupfer in Pflanzengeweben betragen in der Regel
zwischen 2 und 20 mg/kg TS (Scheffer, 1992).

Die Bestimmung der Gesamtpolyphenole hat sich als zuverldssiges Mittel zur
Einschdatzung der Extrakte bewahrt. Allerdings reagiert die Folin-Ciocalteu-Methode
unterschiedlich auf verschiedene Polyphenole, die Messung der Gesamtphenole ldsst keine
Rickschlisse auf qualitativen Informationen lber einzelne Polyphenole zu (Escarpa et al.,
2001; Waterman et al.,, 1994). Zudem ist das Verfahren nicht spezifisch fiir Polyphenole,
sondern reagiert auf alle leicht oxidierbaren Restketten, so dass andere leicht oxidierbare
Substanzen (wie manche Zucker) ebenfalls mit erfasst werden.

Die Gesamtphenole kdénnen als Leitsubstanzklasse verwendet werden, anhand derer die
notwendige Konzentration der Extrakte in der Spritzlosung festgelegt werden. Bei den
Versuchen, sowohl im Gewachshaus als auch im Freiland konnte ein deutlicher
Zusammenhang zwischen dem Gesamtphenolgehalt der Losungen und den beobachteten
Effekten festgestellt werden. Da die Bestimmung der verschiedenen Catechin- bzw.
Proanthocyanidinbestandteile in Extrakten unterschiedlicher Jahre und Herkunft zwar
teilweise starke Abweichungen der Zusammensetzung untereinander aufzeigte, die Extrakte
jedoch nach Einstellung der Spritzlosung auf den gleichen GAE-Wert vergleichbare
Ergebnisse im Gewadchshaus bzw. Freiland zeigten, kann davon ausgegangen werden, dass
der Gesamtphenolgehalt zur Einschatzung der Extrakte herangezogen werden kann, ohne
dass eine genaue Kenntnis der molekularen Zusammensetzung der jeweiligen Extrakte
notwendig ist. Da es sich bei den Extrakten um Stoffgemische handelt, deren Inhaltsstoffe
abhdngig von den Vegetationsbedingungen in unterschiedlichen, wechselnden
Zusammensetzungen vorliegen, ist die Nutzung eines solchen Summenparameters eine
einfache und ausreichend genaue Methode. Nichts desto trotz sollte noch eine genauere
Untersuchung der Zusammensetzung der Extrakte in Zukunft erfolgen.

Die Silierung des Tresters stellte sich als nicht sinnvoll heraus, da sich dieser Vorgang
negativ auf die Inhaltsstoffe und Ausbeute auswirkte (siehe Kapitel 5.2). Vermutlich werden
durch die bakterielle Tatigkeit wahrend des Silagevorgangs groRe Teile der enthaltenen
Polyphenole abgebaut. Da auch groBe Teile der farbgebenden Substanzen (Anthocyane,
Anthocyanidine usw.) Polyphenole sind, muss davon ausgegangen werden, dass diese durch
die bakterielle Tatigkeit zersetzt werden und damit verloren gehen. Auch war die Extrakt-
Ausbeute deutlich geringer als bei unsilierten Kernen. Silierung scheint deshalb kein
geeignetes Mittel, um den Traubentrester fiir den geplanten Zweck haltbar zu machen.

Die anderen Lagermethoden (einfrieren, trocknen) waren jedoch gleichermaRen gut
geeignet. Da das Gefrieren extrem energieaufwandig ist und man fiir groBe Mengen
entsprechende Kihlmoglichkeiten vorhalten muss stellt sich diese Variante als

unwirtschaftlich dar. Als beste Moglichkeit hat sich die schonende Trocknung bei maximal
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60°C (um einen Zerfall der Polyphenole zu vermeiden) herausgestellt, besonders wenn nur
die Kerne gelagert werden. Fir die Lagerung nach der Trocknung werden keine aufwandigen
Gerate bzw. Hallen bendétigt, die Kerne sollten lediglich mdglichst kihl und trocken,

optimaler Weise auch dunkel und luftdicht gelagert werden.

5.2 Extraktion

Der Vergleich zwischen den beiden untersuchten Extraktionsverfahren (Extraktion im
Batch-Verfahren in Kolben bzw. Perkolation in einer Saule) ergab eine deutlich bessere
Handhabbarkeit des Perkolationsverfahrens, mit ahnlich guten Ausbeuten, jedoch bei
geringerem Losungsmittel- und Arbeitsaufwand (vgl. Dai, 2010, Pospiech, 2008). Da hierbei
der Kernschrot standig mit frischem Losungsmittel in Kontakt kommt, kann sich kein
Gleichgewicht wie im Kolben einstellen. Dadurch findet die Extraktion schneller und
vollstandiger statt, bei gleichzeitig geringerem Losungsmitteleinsatz. Ziel der Extraktion ist
es, eine moglichst hohe Ausbeute an Polyphenolen bei gleichzeitig moglichst wenigen
Storstoffen zu erhalten (Antolovich et al., 2000). Als optimales Losungsmittel im Hinblick auf
Ausbeute, Preis, Unbedenklichkeit und Handhabung stellte sich eine 50%ige Mischung aus
Ethanol und Wasser heraus, der Einfluss des Mahlgrades auf die Extraktmengen war dabei
vernachladssigbar, feinere Mahlgrade ergaben keine erhéhte Ausbeute. Vermutlich ist selbst
der grobere Mahlgrad bereits fein genug, um eine vollstandige Durchnetzung und Extraktion
durch das Extraktionsmittelgemisch zu gewahrleisten. Es ist jedoch darauf zu achten, dass
das Losungsmittel nicht zu schnell durch den Schrot flieRt, um eine optimale Extraktion zu
erreichen. In unseren Versuchen stellte sich eine Stromungsgeschwindigkeit von ca. 50
ml/min als guter Kompromiss heraus.

Auf reines Wasser als Extraktionsmittel sollte verzichtet werden, da es fiir eine starke
Quellung der Kerne sorgte, was zu Problemen in der Saule fihrte. Geschieht dieses
Aufquellen erst in der Extraktionssdule, verringert sich das Porenvolumen zwischen dem
Schrot und die Mischung wird so dicht, dass ein Durchsickern des Losungsmittels sehr lange
dauert oder sogar unmoglich wird. Zudem ist es spater nur mit deutlich hoherem
Energieaufwand aus den fllissigen Extrakten zu entfernen und es werden viele Eiweil3stoffe
gelost, die spater beim Rickgewinnen des Losungsmittels koagulieren und im Anschluss
nicht wieder in Losung zu bringen sind. Reiner Alkohol |6ste im Gegensatz dazu neben den
Polyphenolen auch groBere Mengen der Kernole, die spater ebenfalls zu
Loslichkeitsproblemen fiihrten. Optimal war deshalb eine Mischung aus je 50% Alkohol und
Wasser. Ein  Vorquellen des Kernschrots war, besonders bei wasserhaltigen
Lésungsmittelgemischen, sinnvoll und vermeidet die oben beschriebenen Probleme.

Ein Verhaltnis von 3-4L Extraktionsmittel pro kg Kerne stellte sich als ausreichend

heraus. Da das Losungsmittelgemisch nach der Extraktion zuriickgewonnen werden kann, ist
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neben einer anfanglichen Investition nur mit geringen Kosten fiir den Nachkauf dieser Stoffe
zu rechnen.

Ein Erwdrmen des Losungsmittels auf ca. 60°C brachte eine deutliche Steigerung der
Ausbeute um ca. 57 % (Riesling 2011), erforderte jedoch besondere VorsichtsmaBnahmen
wegen der Verdampfung des Ethanols (Giftigkeit, Brennbarkeit) und bedingt einen erhéhten
Energieaufwand. Im industriellen MaRstab kann und sollte dieser Effekt mit entsprechend
konzipierten Anlagen produktionssteigernd eingesetzt werden. Durch das Einstellen der
Temperatur kann die Selektivitat der Extraktion in gewissen Grenzen gesteuert werden
(Aguilera et al., 1999; Escribano-Bailon, 2003; Pospiech, 2008). Bei zu hohen Temperaturen
kénnen die Polyphenole jedoch oxidieren bzw. werden abgebaut (Dai, 2010; Havlikova,
1985).

Alle Extrakte waren tief dunkelrot gefarbt, auRer der Extrakt aus silierten Kernen, dieser
war hellgelb und besall einen sauerlichen Geruch, erst in hoher Konzentration war er
ebenfalls dunkelrot. Dies ist vermutlich auf die oben beschriebene Zersetzung der
Inhaltsstoffe wahren der Silierung zuriick zu fihren. Dies korreliert auch mit den Ergebnissen
aus den Gewachshausversuchen, in denen die Extrakte aus siliertem Trester deutlich
geringere Effekte zeigten, die sich erst bei stark erhohter GAE-Konzentration verbesserten.
Fir eine zukilnftige Extrakt-Produktion wurden die folgenden Parameter als optimal

festgestellt:

e Losungsmittel-Mischung aus 50% Ethanol/Wasser

e Nur Kerne verwenden, um moglichst wenig Zucker/Sauren zu extrahieren

e Schroten/Aufbrechen der Kerne, um eine bessere Extraktion zu erreichen

e Vorquellen des Kernschrots fiir ca. 30 min

e Einsatz von ca. 3-4L Losungsmittel pro kg Kerne, Geschwindigkeit ca. 50ml /min
e Einsetzen des Perkolationsverfahrens, da vollstéandigere, schnellere Extraktion

e Erwdrmen des Losungsmittels auf max. 60°C

5.3 Formulierungen

5.3.1 Fliissige Formulierungen

Zunachst wurde versucht, mit dem Fremdextrakt (CT) EC-Formulierungen oder SC-
Formulierungen (SC = Suspension concentrate) herzustellen. Diese Formulierungsformen
sind einfach in der Handhabung und ermdéglichen den Zusatz flissiger UV-Stabilisatoren.
Insgesamt wurden funf verschiedene EC- und eine SC-Formulierungen entwickelt. Es zeigte
sich aber, dass vor allem bei den EC-Formulierungen sehr hohe Mengen an Lésungsmittel

notwendig waren, da die Formulierungen zwar anfangs noch flieRfahig, nach ein paar Tagen
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jedoch hochviskos wurden. AuBerdem neigte der Extrakt zu Ausflockungen, so dass die
Formulierungen nach einigen Tagen nicht mehr verwendet werden konnten. Da die
Aufwandmengen bei Zugabe von groReren Mengen an Formulierungshilfsstoffen bzw.
Losungsmittel sehr hoch und dadurch wirtschaftlich nicht mehr attraktiv waren, wurde der

Ansatz der Entwicklung von fliissigen Formulierungen nicht weiter verfolgt.
5.3.2 Feste Formulierungen

Zunachst wurden 13 verschiedene WP-Formulierungen mit unterschiedlichen
Zusatzstoffen zur Verbesserung der Blattbenetzung, zur Reduktion von Blattflecken und zur
Erhohung des UV-Schutzes entwickelt. Hierbei zeigte sich, dass viele der Formulierungen
sehr schone Spritzbriihen ergeben und auch die Entstehung von Blattflecken deutlich
reduziert werden konnte. Eine Validierung zur Verbesserung der UV-Stabilitat ad planta
konnte nicht mehr durchgefihrt werden. Da WP-Formulierungen aus sehr feinen,
lungengdngigen Stdauben bestehen, wird dieser Formulierungstyp in der EU moglichst
umgangen. Daher wurden aus den WP-Formulierungen durch Zusatz geeigneter Fiillstoffe,
Netz- und Dispergiermittel WDG- und SG-Formulierungen hergestellt. Insgesamt wurden vier
WDG- und sechs SG-Formulierungen mit teilweise sehr guten Eigenschaften entwickelt. Die
RLP-AgroScience  hatte zu diesem  Zeitpunkt bereits die Anmeldung als
Pflanzenstarkungsmittel geplant. Deshalb wurden die Testformulierungen ab CT-024 nicht
mehr an Pflanzen getestet, da bei Pflanzenstarkungsmitteln keine Formulierungshilfsstoffe

zugesetzt sein dirfen.
5.4 Gewachshausversuche

Die Sorte Miller-Thurgau wurde aufgrund deren relativ hoher Empfindlichkeit gegen
den Falschen Mehltau ausgewahlt. Nach Studien von Jirges & Kassemeyer (2009) und Agrios
(2005) gilt diese als besonders anfillig gegeniiber dem Erreger des Falschen Mehltaus. Dies
ist insofern interessant, als diese Sorte hinter der Rebsorte Riesling (Rebflache: 22636 ha) in
der Bundesrepublik Deutschland im Jahr 2011 die zweitgroflte mit WeiBweinrebsorten
bestockte Rebfldche (13374 ha) ausmachte (Statistisches Bundesamt, 2012).

Bemerkenswert sind die hohen Wirkungsgrade des gekauften Fremdextrakts. Es handelt
sich dabei um ein Produkt, welches vorwiegend als Nahrungserganzungsmittel bzw. als
Zusatz zu Kosmetika vertrieben wird. Laut Hersteller wird der Rohextrakt mittels
Sdulenchromatographie von Verunreinigungen wie Zucker, Sduren und anderen
unerwiinschten Begleitstoffen befreit und hat einen Polyphenolgehalt von 95%. Es wurden
Produkte verschiedener Hersteller getestet, die jedoch nicht alle gleich gut abschnitten.
Wahrscheinlich lassen sich die guten Ergebnisse auf die hohe Reinheit zuriickfiihren. Dabei

scheint dieses Reinigungsverfahren zu besseren Ergebnissen zu fiihren, als das im Projekt
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untersuchte. Es ist zu prifen, ob es zumindest zu Beginn 6konomisch glinstiger ist, solchen
Fremdextrakt zu kaufen und erst bei entsprechender Nachfrage in die Extraktproduktion
(mit den entsprechenden Kosten fiir Material und Gerate) ein zu steigen bzw. sich einen
Partner zu suchen, der die Produktion ibernimmt. Selbstverstandlich muss der zugekaufte
Extrakt einer genauen Riickstandsanalytik unterzogen werden.

Besonders fallen die sehr hohen Wirkungsgrade von Netzschwefel und Mischungen mit
diesem auf. Netzschwefel wird normalerweise gegen den Echten Mehltau (Erysiphe necator)
eingesetzt und hat im Freiland eigentlich keine bedeutende Wirkung gegen den Falschen
Mehltau. Der Wirkmechanismus beruht auf der Bildung von Schwefeldioxid in geringer
Menge aus dem elementaren Schwefel bei Kontakt mit Wasser. Das gebildete
Schwefeldioxid wirkt abtétend auf die Pilze. Im Freien reichen die gebildeten Mengen
Schwefeldioxid offensichtlich nicht aus, um den Falschen Mehltau abzutéten. Da im
Gewachshaus nach der Applikation der Sporenlésung die Reben Uber Nacht in Plastikbeutel
luftdicht eingepackt werden, ware es moglich, dass sich durch den fehlenden Luftaustausch
Schwefeldioxidkonzentrationen bilden, die hoch genug sind, um auch die Sporen und
Hyphen des Falschen Mehltaus abzutéten.

Einen sehr positiven Einfluss auf den Wirkungsgrad hat das Netz/Haftmittel, aber auch
Salicylsaure, welche als Resistenzinduktor zugesetzt wurde. Beide Mittel haben bereits als
alleinig eingesetzter Wirkstoff einen bemerkenswerten Wirkungsgrad. Zu beachten ist dabei
jedoch, dass beide Stoffe nicht in zu hohen Konzentrationen eingesetzt werden. Salicylsdure
verursachte in Konzentrationen tber 0,1g/L starke Blattschaden, das Netzmittel forderte bei
Konzentrationen Uber 0,2% die Verklumpung der Extrakte, was die Ausbringung stark
erschwerte.

Als effektive Stoffmenge hat sich im Gewdchshaus eine Konzentration von wenigstens
1g/L Gallussdureaquivalenten (GAE) als sinnvoll erwiesen. Niedrigere Konzentrationen von
0,1, 0,25 oder 0,5g/L zeigen unzureichende Wirkungsgrade, die jedoch im Falle der 0,5g/L
moglicherweise mit Zusatzstoffen noch verbessert werden kénnen. Konzentrationen kleiner
0,5g/L sind als unzureichend anzusehen.

Die hohen Wirkungsgrade der Extrakte sind nicht automatisch auf einen
pflanzenschiitzenden oder vergleichbaren Wirkmechanismus wie z.B. bei den synthetischen
Mitteln zurickzuflhren. Sie zeigen nur an, dass durch einen Vorgang die Zahl der Infektionen
bei behandelten Reben niedriger war, als ohne Behandlung. Im Vorgédngerprojekt (Pro Inno
KF 0135207MD7) konnte gezeigt werden, dass die Extrakte keinen reproduzierbar
hemmenden Effekt auf in Flissigmedium kultivierte Schadpilze haben. Teilweise wurde das
Wachstum durch Zugabe der Extrakte in das Nahrmedium sogar noch deutlich angeregt.
Ahnliches konnte auch Laufenberg (2003) bei der Untersuchung von polyphenolhaltigen

Oliventresterextrakten feststellen. Die beobachteten Effekte gehen also vermutlich auf einen
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anderen Mechanismus zurick (vgl. Bonanomi et al., 2006). Dies ldasst vermuten, dass die im
Extrakt enthaltenen Stoffe keinen direkt den Pilz hemmenden/abtotenden Effekt haben und
demnach nicht von einem Schutz der Reben (im Sinne eines Pflanzenschutzmittels) die Rede
sein kann. Da eine Erniedrigung der Infektionen nur bei Einbeziehung der lebenden Pflanze
ins Testsystem festgestellt werden kann, gehen wir davon aus, dass die ,Abwehr” der
Infektionen Uber eine durch die Inhaltsstoffe der Extrakte hervorgerufene allgemeine
Starkung der Reben stattfindet (vgl. Del Rio et al., 2003) und die Pflanzen einen
substantiellen Faktor fir den Wirkmechanismus darstellen (vgl. Randhir & Shetty, 2003).
Demnach wurde die Traubenkernextrakte als Pflanzenstarkungsmittel eingestuft.

Als eine mogliche Ursache fir die schwankenden Effekte des Fremdextrakts pur oder in
Verbindung mit Netzschwefel an den Tomatenpflanzen kann eine ungleichmaRige Verteilung
bzw. Benetzung der behandelten Blattflaichen angenommen werden. Deshalb wurden der
Fremdextrakt durch Zugabe weiterer Netzmittel, Spreiter und UV-Stabilisatoren formuliert.
Anhand der durchgefiihrten Versuche ist jedoch noch keine gesicherte Aussage dariber
moglich, ob die Konstanz der beobachteten Effekte der Extrakt-Formulierungen durch die
Zugabe der einzelnen Additive reproduzierbar stabiler ist, als bei der Anwendung des puren

Fremdextrakts.
5.5 Freilandversuche

Trotz der im Freien deutlich veranderten Bedingungen fir die Extrakte (z.B. Regen,
Wind, UV-Strahlung) konnten die Ergebnisse der Gewachshausversuche im Wesentlichen
bestatigt werden. Bei Extraktkonzentrationen von 1g/l (bei Fremdextrakt) bzw. 1,5g/
(Eigenextrakt) konnten ausreichende pflanzenstarkende Effekte bei den Reben beobachtet
werden. Netzschwefel bot im Freiland keinen Schutz mehr, wie er im Gewéachshaus
beobachtet werden konnte. Dies kann als Bestatigung der oben genannten Theorie zur
Konzentrationserhéhung des Schwefeldioxids unter den Plastikbeuteln angesehen werden.

Auch der Zusatz von Cocana als Netzmittel erbrachte eine merkliche Verbesserung. Sie,
oder ein dhnliches, flir den 6kologischen Landbau zugelassenes Netzmittel, sollte deshalb bei
der Nutzung des Extrakts als Zusatz in Erwagung gezogen werden.

2012 bestand durch das sehr regnerische Frihjahr mit lang anhaltender Blattfeuchte ein
hoher Infektionsdruck. Trotzdem wiesen die mit Extrakt behandelten Reben im Frihjahr nur
sehr wenige, und dann nur Blattinfektionen auf. Gescheinsinfektionen traten nur einige
wenige auf. Allerdings muss der spater im Jahr auftretende starke Anstieg der
Blattinfektionen noch besser in den Griff bekommen werden (Siehe Kapitel 7). Durch die
infolge dessen stark geschadigte Laubwand lagen die Mostgewicht mit 80-85° Oechsle

deutlich niedriger, als gewiinscht.
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Nach Ulbereinstimmenden Aussagen verschiedener Winzer war das Jahr 2013 durch
extremen Befall mit verschiedenen Pilzen, neben Plasmopara viticola auch Botrytis cinerea
und Schimmel, gepragt. Sogar benachbarte, konventionell behandelte Flachen anderer
Winzer zeigen ebenfalls starke Infektionsherde. Unter diesen Gesichtspunkten ist es umso
bemerkenswerter, dass auch in diesem Jahr die Extrakte ahnlich gute Ergebnisse erbachten,
wie das mitgetestete Vergleichsmittel auf Kupferbasis. Dies ist sicherlich auch der Erhéhung
der Spritzungen von zehn auf 13 zu verdanken. Eine alleinige Orientierung am Spritzzyklus
flr Kupferpraparate wird offensichtlich der , Wirkungsweise” der Extrakte nicht vollkommen
gerecht.

Die 2012 und 2013 unerwartet niedrigen Wirkungsgrade der Kupferprodukte lassen
jedoch auch auf ein Problem mit der Applikation der Spritzbriihe schlieen. Unter normalen
Bedingungen erreichen Kupfermittel Wirkungsgrade von wenigstens 80-90%. Die massiv
niedrigere Wirkung bei Ausbringung in Handspritzen ist deshalb wahrscheinlich auf eine
unzureichende Benetzung der Blatter beim gewahlten Applikationsverfahren zuriick zu
flihren. Beim Ausbringen der Spritzbriihe konnte oft festgestellt werden, dass durch Wind,
dichte Laubwand und ungiinstige Duseneinstellungen die Blattflachen nicht optimal
gleichmaRig benetzt wurden. Besonders herausstehende Ranken (z.B. an der Oberseite der
Laubwand) konnten so oftmals nicht optimal benetzt werden. Hier lagen dann bei der
spateren Bonitur auch die starksten Infektionsherde. Meist war die untere Halfte des Laubs
auch noch gegen Ende der Vegetationsperiode nur schwach befallen, wahrend im oberen
Bereich, wo der Zuwachs noch jung war, massive Infektionen vorlagen. Da diese Probleme in
gleichem MakRe fiir die Extrakte und die Kupferpraparate zugetroffen haben, ist bei einer
besseren Applikationstechnik auch mit besseren Ergebnissen fiir beide Stoffe zu rechnen.
Auch deshalb waren die Freilandversuche 2014 unter realistischen Bedingungen wichtig.

In den Versuchen sollte auch getestet werden, ob mit einer Zumischung verringerter
Kupfermengen ein zusatzlicher Schutz erreicht werden kann. Es sollten dabei nach
Moglichkeit die positiven Eigenschaften der Extrakte (Starkung der Pflanzenkonstitution zur
besseren Abwehr von Infektionen) und von Kupfer (Schutz durch Abtéten der Pilzsporen)
kombiniert werden (Synergieeffekte).

Die Zumischung von 10% der (iblichen Kupfermenge (2012) brachte keinen zusatzlichen
Effekt der Uber den der Extrakte alleine hinaus ging. Der Zusatz von 80% der ublichen
Kupfermenge erbrachte jedoch ebenso geringe Infektionszahlen, wie sie bei 100% Kupfer
gefunden werden konnten. Das Konzept ist demnach aussichtsreich und es sollte in einem
Folgeprojekt weiter untersucht werden, wie weit die Kupfermenge bei gleichbleibend guten
Ergebnissen reduziert werden kann. Es sind mehrere Szenarien denkbar, z.B. die
kontinuierliche Zugabe reduzierter Kupfermengen liber die gesamt Vegetationsperiode, oder

die Spritzung reiner Extrakte zu Beginn des Jahres und das Umsteigen auf reines Kupfer bei
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zu erwartendem Anstieg des Infektionsdrucks (siehe auch Kapitel 7). Beide Szenarien
versprechen, wenn auch keinen kompletten Verzicht, so doch eine deutliche Reduktion der
ausgebrachten Kupfermenge.

Die Ergebnisse der Freilandversuche mit Extrakt waren so vielversprechend, dass die
2014 am Projekt teilnehmenden Winzer den Einsatz des Extrakts im Folgejahr, zumindest auf
Teilen ihrer Flache, einplanen.

Der im Rahmen der Ublichen Spritzmittelpriifungen durch die kiinstlich optimalen
Sporulations- und Infektionsbedingungen, die immer genau nach Ablauf der Inkubationszeit
hergestellt wurden, durchgefiihrte Freilandversuch, scheint fir die Prifung eines
Pflanzenstarkungsmittels ungeeignet. Zudem wurde auch wesentlich seltener Extrakt
appliziert (sieben- statt wenigstens zehnmal). Unter diesen extremen Bedingungen konnte
sogar mit dem synthetischen Mittel Folpan 80 WDG nur ein Wirkungsgrad von 65% erzielt
werden, Ublich sind damit Wirkungsgrade von deutlich tber 90%. Den auf die Priifung
synthetischer Mittel ausgelegten Versuchsbedingungen sind die Traubenkernextrakte nicht
gewachsen. Zwar sollen auch Pflanzenstarkungsmittel eine Reduktion der Infektionszahlen
erreichen, bedingt durch den vollig anderen Mechanismus miissen dazu jedoch die
Applikationsbedingungen entsprechend den Erfordernissen des Starkungsmittels angepasst
werden. Dies sind vor allem rechtzeitige und ausreichend haufige Spritzungen.

In Bezug auf die Nutzung der Extrakte beim System Tomate/Phytophthora infestans
konnen folgende Schlussfolgerungen gezogen werden:

Die vorhandenen Effekte von Fremdextrakten zur Einddmmung von P. infestans an
Tomaten scheint sich durch die Zugabe von Emulgatoren, die eine bessere Verteilung auf
den Pflanzen bewirken, erhéhen zu lassen. Eine stabile und verlassliche Reproduktion dieser
Effekte konnte aber bis zum Projektende nicht gezeigt werden. Ein Einsatz im Gemiusebau ist
fraglich, da hier das Problem der Spritzfleckenbildung auf den Friichten besteht. Diese
Fleckenbildung konnte zwar auch bei den Weinreben beobachtet werden, dort ist sie jedoch
nicht problematisch, da die Trauben nicht in den Direktverkauf gelangen. Moglicherweise ist
den Flecken durch eine Waschung der behandelten Friichte (Tomaten) relativ einfach bei zu

kommen, inwieweit diese praktikabel ist, ist allerdings fraglich.
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6 Angaben zum Nutzen und der Verwertbarkeit der Ergebnisse

Im Projekt konnte gezeigt werden, dass Traubenkernextrakte einen Effekt auf die
Infektionsstarke damit eingespriihter Reben haben. Die Verbindung der Ergebnisse des
Vorgangerprojekts (keine eindeutige, reproduzierbare Wirkung der Extrakte auf
verschiedene Phytopathogene in vitro) und des aktuellen Projekts (verringerte Infektion mit
P. viticola nach Bespriihen der Pflanzen) lasst darauf schlieRen, dass die Pflanze als zentraler
Bestandteil fur den beobachteten Effekt notwendig ist. Diese scheint durch die applizierten
Extrakte und die darin enthaltenen Verbindungen gestarkt und so widerstandsfahiger gegen
Schadorganismen zu werden. Auch die hierzu notwendigen Konzentrationen, Spritzfolgen
und die Lagerbarkeit der Ausgangsmaterialien konnten erforscht werden. Nach den
Projektergebnissen geht RLP AgroScience davon aus, dass es sich bei Traubenkernextrakt um
ein Pflanzenstarkungsmittel handelt.

Im Projekt wurden demnach praxisrelevante Ergebnisse erzielt, die im Weinbau,
insbesondere im 6kologischen Weinbau eingesetzt werden kdnnen. Bei Tomaten gegen den
Erreger der Kraut- und Knollenfaule (Phytophthora infestans) konnten teilweise mit
Zusatzstoffen, gute Ergebnisse erzielt werden, so dass ein Einsatz des Mittels bei dieser
Kultur, nach weiterer Optimierung moglich scheint. Inwieweit die Ergebnisse auch fiir andere
Kulturen nutzbar sind, muss sich in Zukunft zeigen und sollte weiter untersucht werden.

Auch im konventionellen und integrierten Weinbau hat Kupfer trotz des Gebrauchs von
chemisch-synthetischen Pflanzenschutzmitteln aus Griinden des Resistenzmanagements
eine wesentliche Bedeutung in der Abschlussspritzung (Scholl & Enkelmann 1984; Wohlfarth,
1995). Deshalb ist auch dort eine Nutzung des neuen Mittels zur Kupferreduktion sinnvoll.

Aus den oben genannten Griinden (Fleckenbildung, noch keine reproduzierbaren
Ergebnisse bei Tomaten), ist die Verwertung des Fremdextrakts fir Trifolio-M derzeit nicht
interessant, da die Firmenphilosophie von Trifolio-M ist nur sicher wirksame biologische
(Pflanzenschutz)-Mittel im Portfolio zuldsst. Dies trifft fir die Anwendung des
Traubenkernextraktes an Tomate gegen P. infestans bzw. B. cinerea nicht zu.

Da die Fremdextrakte die besseren Ergebnisse zeigten, ist der Zukauf der Extrakte
derzeit der sinnvollere Weg gegenliber der Eigenproduktion. Allerdings sollte, um sich
unabhangig von dieser Zulieferung zu machen und die regionalen Ressourcen im Sinne einer
umweltfreundlichen und o6kologisch sinnvollen Nutzung zu verwerten, das komplette
Prozessing (Extraktion, Qualitatssicherung, Reinigung) bei einem deutschen Anbieter
erarbeitet werden bzw. dieser mit der Herstellung beauftragt werden.

Die Ergebnisse des Projekts wurden deshalb von der RLP AgroScience genutzt, um ein
neues Pflanzenstarkungsmittel, VitoVin-Pflanzenstarkung, zu entwickeln. Dieses Mittel

wurde bei der Bundesanstalt flir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) in die
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Liste der Pflanzenstarkungsmittel aufgenommen und wird Anfang 2015 auf den Markt
kommen. Es kann den Winzern dabei helfen, ihren Kupferverbrauch zu reduzieren, indem
das Mittel erganzend zur herkdmmlichen Kupferspritzung eingesetzt wird. Bei Gesprachen
mit am Projekt teilnehmenden Winzern konnte eine positive Einstellung dem neuen Mittel
gegenlber festgestellt werden, sowie die Bereitschaft der Winzer, VitoVin-Pflanzenstarkung
als Teil ihrer Strategie zur Pflanzengesundheit aufzunehmen. Eine Anwendung in anderen
Bereichen der okologischen Landwirtschaft ist nach den Versuchsergebnissen ebenfalls
moglich, es muss jedoch in Einzelfall abgewogen werden, inwieweit die genannten

Einschrankungen die Einsparung von Kupfermitteln aufwiegen.
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7 Gegeniiberstellung der geplanten und erreichten Ziele

Das Hauptziel des Projekts war die Erforschung von Traubentresterinhaltsstoffen in
Bezug auf die Moglichkeiten zur Kontrolle pilzlicher Krankheitserreger im o6kologischen
Landbau, speziell des Falschen Mehltaus (Plasmopara viticola) im 6kologischen Weinbau und
dem Erreger der Kraut- und Braunfdule an Tomaten (Phytophthora infestans) und die daraus
resultierenden Optionen zur Reduktion der dort ausgebrachten Kupfermengen. Mit den
Ergebnissen sollte ein praxistaugliches Mittel entwickelt werden, welches einfach und
unproblematisch einzusetzen ist und mit dem es moglich ist, den Befall mit Falschem
Mehltau gering zu halten bei gleichzeitigem Verzicht auf, oder zumindest der Reduktion
kupferhaltiger Pflanzenschutzpraparate.

Nach Erprobung einer Vielzahl verschiedener Extraktionsvarianten und der Testung der
daraus resultierenden Extrakte in unterschiedlicher Konzentration, als Gemische mit
anderen Produkten und/oder Formulierungshilfsstoffen sowie mit verschiedenen
Spritzintervallen konnte ein pflanzenstarkendes Mittel entwickelt werden, das diese
Anforderungen erfillt. Das Mittel VitoVin-Pflanzenstarkung wurde beim Bundesamt fur
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit als Pflanzenstarkungsmittel angemeldet und
ist die entsprechende Liste aufgenommen. Es ist ab Mitte Marz 2015 im Handel erhaltlich.
Somit ist das Hauptziel des Projekts erfullt und ein neues Mittel — nicht als
Pflanzenschutzmittel sondern als Pflanzenstarkungsmittel eingeordnet - zur Einddammung
von P. viticola bei moglichst verringertem Kupfereinsatz fir den 6kologischen Weinbau
entwickelt und fiir den Praxiseinsatz auf den Markt gebracht worden. Die Anwendbarkeit im
Tomatenanbau oder weiteren Kulturen im Okologischen Landbau muss noch weiter
untersucht werden.

Die Nebenziele, die zum Erreichen des Hauptziels notwendig waren
(Tresteraufbereitung, Lagerung, Extraktion, Inhaltsstoffanalytik und Test der Extrakte im
Zuge von Gewachshaus- und Semi-/Freilandversuchen) wurden ebenfalls erfuillt.

Weitergehende Fragestellungen ergaben sich im Projekt hauptsachlich zur optimalen
Anwendung (Spritzhaufigkeit bzw. -Abstand) und der Zumischung von bzw. dem Wechsel zu
kupferhaltigen Praparaten gegen Ende der Vegetationsperiode. Diese Fragen, die den Effekt
des neu entwickelten Produkts weiter verbessern helfen koénnen, sollten in einem
weiterflihrenden Projekt untersucht werden. Um ein umfassenderes Bild des Potentials in
ganz Deutschland zu erhalten, sollten in diesem Nachfolgeprojekt alle gréReren
Weinbauregionen Deutschlands einbezogen werden, da sich der natirliche Infektionsdruck
zwischen den Regionen teilweise deutlich unterscheidet.

Besonders die Zumischung von Kupferprdparaten in geringer Menge zur Steigerung der

Effizienz (Kombination Pflanzenstarkung/Pflanzenschutz) sollte untersucht werden. Hierzu
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waren zwei Varianten von besonderem Interesse: Die kontinuierliche Zumischung eines
Kupferprdparates liber die komplette Vegetationsperiode in deutlich verringerter Menge
(z.B. 30-50%) bzw. Spritzungen zunachst mit reinem Extrakt und Umschwenken auf ein
reines Kupferpraparat in voller Menge bei Erreichen eines kritischen Infektionsdrucks. Beide
Varianten erlauben eine deutliche Reduktion der ausgebrachten Kupfermenge im Vergleich
zum reguldren Einsatz, bei vermutlich gleichzeitig verringerter Infektionsstarke verglichen
zum reinen Extrakt. Zudem sollte auch nochmals reiner Extrakt, eventuell auch

verschiedener Hersteller, in den verschiedenen Weinbauregionen untersucht werden.
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8 Zusammenfassung

Der Falsche Mehltau der Rebe (Plasmopara viticola) stellt einen der wichtigsten
Pathogene im Weinbau dar. Die Bekampfung dieses Erregers spielt daher eine groRe Rolle,
sowohl im konventionellen, als auch im 0Okologischen Weinbau. Auch im o6kologischen
Landbau allgemein werden Kupferpraparate zur Bekdampfung verschiedener weiterer
Schaderreger wie die Kraut- und Braunfiule (Phytophthora infestans) eingesetzt. Okologisch
wirtschaftende Betriebe sind also bei der Pilzbekdampfung auf den Einsatz von Kupfer
angewiesen. Gegen den Einsatz von Kupfer sprechen jedoch sein Anreicherungspotential im
Boden und die negative Auswirkung auf die Umwelt. Die Suche nach Alternativen hat
demnach eine groflle 6kologische und wirtschaftliche Bedeutung. In den vergangenen Jahren
gab es bereits einige Projekte, die eine Reduktion oder gar den Ersatz von Kupfer durch die
Entwicklung von wirkungssicheren biologischen Fungiziden zum Ziel hatten oder alternativ
die natirlichen Widerstandskrafte der Pflanzen gegen Pilzinfektionen zu unterstiitzen und zu
starken. Die Untersuchungen haben gezeigt, dass der Einsatz von Kupfer durch Kombination
verschiedener Praparate und Anwendungstechniken verringert werden kann. Ein Verzicht
auf Kupfer in der Praxis ist bisher jedoch noch nicht méglich.

Als vielversprechende Inhaltsstoffe verschiedener organischer Reststoffe wurden
polyphenolische Verbindungen identifiziert. Polyphenole sind vielfach als Substanzen
beschrieben, die in der natiirlichen Resistenz von Pflanzen gegen Krankheitserreger eine
wichtige Rolle spielen. Im vorliegenden Projekt sollte deshalb die Moglichkeit untersucht
werden, ob die Applikation polyphenolhaltiger Extrakte die behandelten Pflanzen vor dem
Angriff von Pathogenen schiitzen kann. Der Schwerpunkt der Untersuchungen lag dabei auf
dem Falschen Mehltau der Weinrebe und dem Erreger der Kraut- und Braunfdule an
Tomate.

Es wurden zundchst verschiedene Traubentrester als Ausgangsmaterial untersucht und
Versuche zur Lagerung, Extrahierbarkeit/Extrahiertechnik, Lagerfahigkeit der Extrakte,
Bestimmung der Inhaltsstoffe, Formulierbarkeit und eventuell vorhandenen Riickstdnden
durchgefiihrt. Die hergestellten Extrakte wurden mit weiteren, zugekauften
Traubenkernextrakten, im Gewachshaus an getopften Reben bzw. Tomaten nach kiinstlicher
Infektion auf mogliche Effekte beziglich der Infektionsstirke der jeweiligen Erreger
untersucht. Dabei konnte bei einigen Extrakten/Mischungen/Formulierungen ein deutlicher
Effekt beobachtet werden, so dass damit behandelte Pflanzen eine geringere
Infektionsstarke aufwiesen.

Diese, und weitere, neue Mischungen wurden daraufhin in (Semi)Freilandversuchen
weitergehend untersucht. Hierbei wurden die Extraktgemische auf reguldre Rebflachen bzw.

angepflanzte Tomaten gespriiht und in regelmaRigen Abstidnden die Infektionsstarke des
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entsprechenden Schaderregers bonitiert. Bei den Rebversuchen kristallisierten sich dabei
einige Extraktmischungen heraus, bei denen die Pflanzen deutlich schwacher infiziert waren,
als bei den Kontrollen. Teilweise reichte der Wirkungsgrad an den des mitgetesteten
Kupferprdparates heran. Auch bei den Tomatenpflanzen konnten teilweise deutliche positive
Effekte beobachtet werden, allerdings schwankten die Ergebnisse der verschiedenen
Versuchsreihen. Auch bei den Rebversuchen konnte festgestellt werden, dass zu Beginn der
Vegetationsperiode bei den mit Extrakt eingespriihten Pflanzen nur sehr wenige
Blattinfektionen (und keine Gescheinsinfektionen) beobachtet werden konnten. Erst bei
massivem Anstieg des Befallsdrucks ab Anfang/Mitte Juli stiegen die Infektionen (Blatt) stark
an. Die positiven Effekte der Extrakte scheinen zu diesem Zeitpunkt nicht mehr
auszureichen.

Nach Versuchen eines Vorgangerprojekts in Verbindung mit den aktuell durchgefiihrten
Tests am System Pflanze geht RLP AgroScience bei den Traubenextrakten von einem
pflanzenstarkenden, keinem pflanzenschiitzenden Mechanismus aus.

Der Zusatz kupferhaltiger Prdparate in deutlich reduzierter Menge oder eine zeitliche
Abfolge von Traubenkernextrakten und Kupfermitteln kann die Zuverlassigkeit und
Reproduzierbarkeit bei der Kontrolle von Schaderregern bei gleichzeitiger Minimierung der
Kupferausbringung bewirken.

Aufgrund der guten Ergebnisse im vorliegenden Projekt wurden Traubenkernextrakte
von der RLP AgroScience als Pflanzenstarkungsmittel ,VitoVin-Pflanzenstdarkung” beim
Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit registriert. Das Mittel ist ab

Frihjahr 2015 bis auf weiteres bei der RLP AgroScience erhaltlich.
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10 Ubersicht aller Veroéffentlichungen, geplante Aktivititen zur
Verbreitung

Derzeit wird eine Internetseite zum neuen Pflanzenstarkungsmittel VitoVin-
Pflanzenstarkung erstellt, ber die zunachst auch der Vertrieb des Mittels laufen wird. Die

Seite ist unter www.vitovin-pflanzenstaerkung.de bzw. .com erreichbar. Auf dieser

Internetseite werden neben der Moglichkeiten zum Kauf des Mittels auch Zahlen und Fakten
zum neuen Mittel verfligbar sein. Zudem wird es eine Kontaktadresse fiir offene Fragen
geben. Die Seite wird ab Ende Februar/Mitte Marz online gehen.

Uber die Weinbauberater des DLR Rheinpfalz, aber auch der anderen
Dienstleistungszentren von Rheinland-Pfalz sowie der Weinbau-Forschungsinstitute wurden
und werden ebenfalls Informationen an interessierte Winzer und Privatpersonen
weitergegeben. Dieser Informationsweg wird noch intensiviert werden.

Im Rahmen des Projekts wurden der Demeter Verband und Ecovin mit in die
Projektplanung einbezogen. Nach der Anmeldung von VitoVin-Pflanzenstarkung wurden die
Unterlagen auch diese beiden Verbiande weitergegeben, mit der Bitte zur Priifung des
Mittels und Aufnahme in die jeweiligen Listen erlaubter Betriebsmittel.

Im Rahmen des zehnjahrigen Bestehens der RLP AgroScience wurde eine
Agrarokologische Tagung abgehalten, bei der das Projekt und die Ergebnisse bzw. das neue
Pflanzenstarkungsmitte vorgestellt wurden. Teilnehmer waren unter anderem die Ministerin
fir Umwelt, Landwirtschaft, Erndhrung, Weinbau und Forsten von Rheinland-Pfalz, Frau
Ulrike Hofken, Mitglieder des Rheinland-Pfélzischen Landtags, Vertreter von Ministerien und
untergeordneter Dienststellen, Winzer und Fachberater des (6kologischen) Wein- bzw.
Landbaus. Ein begleitender Artikel in der Regionalzeitung , Rheinpfalz” lber das Jubildum
enthielt ebenfalls Informationen zu VitoVin-Pflanzenstarkung.

Bisher wurden folgende wissenschaftlichen Veroffentlichungen zum Projekt realisiert

bzw. finden in nachster Zeit statt:

e, Traubenextrakt zur Starkung der Pflanze gegen Pilzbefall im &kologischen
Weinbau”, Singer, C.; Athai, J.; Pollatz, T.; Kubiak, R. (2014), Poster auf der 69.
Pflanzenschutztagung Freiburg/Breisgau

e ,Traubenkernextrakte zur Starkung der Pflanze gegen Pilzbefall im Okologischen
Weinbau“, Singer, C.; Athai, J.; Pollatz, T.; Kubiak, R. (2015), Vortrag auf der 13.

Wissenschaftstagung Okologischer Landbau in Eberswalde
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